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В статье приведены результаты морфологического и филогенетического анализа штамма Coleo-
chlamys apoda ACSSI 377, выделенного из образца биологической почвенной корочки с поверхности
песчаного субстрата на Севере России (Мурманская область). Подробно описана морфология
штамма, отмечено наличие зрелых клеток S-образной формы, характерных для вида С. oleifera,
впервые зафиксировано образование синзооспор. По данным анализа генов 18S рРНК и rbcL
штамм является представителем рода Coleochlamys внутри порядка Microthamniales, относится к виду
С. apoda и представляет собой первую находку вида на территории России, подтвержденную моле-
кулярно-генетическими методами. Присутствие на филогенетическом дереве гена 18S рРНК клад,
состоящих из некультивируемых клонов, свидетельствует о слабой изученности порядка и перспек-
тивах обнаружения и описания новых его представителей. На основе литературных данных и соб-
ственных наблюдений проанализированы экология и распространение Coleochlamys и сестринского
рода Microthamnion. Представители Coleochlamys предпочитают холодные местообитания и имеют
ограниченный ареал распространения, в отличие от Microthamnion, находки которого многочислен-
ны и зафиксированы в различных регионах.
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Род эукариотических водорослей Coleochlamys
был впервые описан советским альгологом
А.А. Коршиковым (1953) на основе штамма, вы-
деленного из сфагнового болота на территории
Украины, которому было дано название – Coleo-
chlamys apoda Korschikov. Среди характерных при-
знаков указывались следующие морфологиче-
ские характеристики: клетки булавовидные, пря-
мые или изогнутые, но в целом неправильной и
очень изменчивой формы, на одном конце широ-
ко округлые, на втором – суженные. Хлоропласт
пристенный, с одним (изредка двумя) пиренои-
дом. Размножение зооспорами, образующимися
делением протопласта на 16–32–64 части. Одна
часть протопласта, лежащая в узком конце клет-
ки, не превращается в зооспору, а, оставаясь на
своем месте, покрывается оболочкой и разраста-

ется в новую вегетативную клетку внутри старой
оболочки. Зооспоры голые, сначала почти круг-
лые, затем удлиненные, спереди заостренные, с
двумя жгутиками и стигмой, освобождаются че-
рез глубокий поперечный разрыв оболочки у са-
мой вершины зооспорангия. Позднее в род Coleo-
chlamys были включены еще четыре вида: C. oleifera,
C. cucumis, C. maxima, C. perforata, различающиеся
по размеру и форме клеток, типу хлоропласта
(Ettl, Gärtner, 2013). Дальнейшая ревизия рода с
использованием молекулярно-филогенетическо-
го анализа пяти штаммов, идентифицированных
как Coleochlamys, дала возможность выделить
только два четко дифференцированных вида:
C. apoda, типовой вид рода, и C. oleifera (Barcytė
et al., 2021). Они различаются формой клеток, на-
личием или отсутствием продолжения клеточной
стенки, напоминающего сосочек, а также ком-
пенсаторными заменами во вторичной структуре
ITS2. Кроме того, показано, что роды Rhopalocys-
tis и Fusochloris являются более поздними синони-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026365622010116 для авторизованных
пользователей.
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мами Coleochlamys, а водоросли, первоначально
описанные как Characium perforatum K.W. Lee & Bold
и Rhopalocystis cucumis Reisigl являются аналогами
C. apoda. Таксономический статус C. maxima
остался нерешенным ввиду отсутствия аутентич-
ного штамма и его нуклеотидных последователь-
ностей. Таким образом, на данный момент таксо-
номически признаны два вида рода Coleochlamys:

Coleochlamys apoda Korshikov (гетеротипные
синонимы: Characium perforatum K.W. Lee &
H.C. Bold; Fusochloris perforata (K.W. Lee &
H.C. Bold) G.L. Floyd & Shin Watanabe; Rhopalo-
cystis cucumis Reisigl; Coleochlamys cucumis (Reisigl)
H. Ettl & G. Gärtner), морфология соответствует
описанию А.А. Коршикова (1953), основные от-
личительные черты от вида C. oleifera – клетки
большей частью широко эллипсоидные, часто с
утолщением оболочки в виде сосочка на более уз-
ком конце;

Coleochlamys oleifera (Schussnig) Fott (базионим:
Rhopalocystis oleifera Schussnig), характерная осо-
бенность – S-образная форма зрелых клеток,
утолщение оболочки на более узком конце не
столь выражено, присутствуют многочисленные
бесцветные липидные гранулы.

Наиболее близким к Coleochlamys является род
Microthamnion, включающий 5 таксономически
признанных видов: M. curvatum, M. exiguum, M. stric-
tissimum, M. vexator и голотип – M. kuetzingianum. В
генетических базах данных имеются нуклеотид-
ные последовательности только M. kuetzingianum.
И хотя в целом представители рода имеют очень
широкое распространение по всему миру, две ли-
нии внутри группы включают штаммы из экстре-
мальных сред обитания (Reder, 2019), на основании
чего для поиска новых представителей порядка Mi-
crothamniales предлагается делать акцент на иссле-
довании необычных местообитаний. При этом экс-
тремофилы часто обладают значительным биотех-
нологическим потенциалом (Varshney, 2015; Leya,
2020). Так, имеются сведения, что M. kuetzingianum
проявляет устойчивость к повышенной кислот-
ности среды, высоким концентрациям металлов,
потенциально способен к извлечению токсикан-
тов из субстрата (Foster, 1982; Lampkin, Sommer-
feld, 1982; Vara Prasad, de Oliveira Freitas, 2003;
Bray, 2007; Płachno et al., 2015). У Coleochlamys
oleifera (SAG 6.90) обнаружены антибактериальные
свойства против Bacillus subtilis (Mudimu, 2014).
Кроме того, способность к накоплению липидов
как продуктов ассимиляции, отмеченная у пред-
ставителей Coleochlamys и Microthamnion (Printz,
1964), вызывает интерес с точки зрения произ-
водства биотоплива или нутрицевтиков.

В 2020 году из образца биологической почвен-
ной корочки с поверхности песчаного субстрата на-
ми был выделен штамм зеленой микроводоросли,
морфологические признаки которого соответство-

вали описанию рода Coleochlamys. Поскольку на-
ходки таксона на территории России редки и нико-
гда не были подтверждены молекулярно-генетиче-
скими методами, а чистые культуры на тот момент
отсутствовали в отечественных альгологических
коллекциях, целью работы стал морфологиче-
ский анализ штамма ACSSI 377 и установление
его филогенетического положения внутри поряд-
ка Microthamniales на основе анализа двух генов –
18S рРНК и rbcL.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изоляция и культивирование штамма. Объек-

том исследования послужил штамм из рабочей
коллекции QUA-11, изолированный авторами из
образца биологической почвенной корочки,
сформированной на поверхности песчаного ка-
рьера ОАО “Апатитыводоканал” (г. Апатиты,
Мурманская обл.). Карьер заложен на флювио-
гляциальных отложениях, расположен в цен-
тральной части Мурманской области (67.600818 N,
33.498229 E), в предгорье Хибин в долине реки
Белая, в подзоне северной тайги. Штамм был де-
понирован в Альгологическую коллекцию Ин-
ститута физико-химических и биологических
проблем почвоведения РАН (Algal Collection of
Soil Science Institute) под номером ACSSI 377.
Культивирование проводили на агаризованной
среде 3N BBM в климатостате (температура 23–
25°С, свет 60–75 мкмоль фотонов м–2 с–1, фотопе-
риод 12 ч).

Микроскопия. Морфологию и жизненный цикл
штамма ACSSI 377 изучали методами световой мик-
роскопии (светлое поле и интерференционный
контраст) с помощью микроскопов Olympus CX41
(Япония) и Carl Zeiss Axio Scope A1 (Германия) в
ЦКП ИФХиБПП. Результаты наблюдений доку-
ментированы фотографиями, снятыми с помо-
щью цветных цифровых камер ProgRes Jenoptik
(Германия) и Carl Zeiss MRc 5 (Германия). Сроки
наблюдения за штаммом составляли от 1.5 недель
до 4 месяцев. Для стимуляции формирования
зооспорангиев и выхода зооспор применяли моди-
фицированный способ, описанный В.М. Андре-
евой (1998). Для этого водоросль из 4-недельной
жидкой культуры переносили на агаризованную
среду BBM, приготовленную в двух вариантах –
содержащую тройное количество азота с добавле-
нием 1.5% глюкозы и лишенную азота без внесения
глюкозы. Через два дня водоросль переносили в
каплю дистиллированной воды и проводили на-
блюдение под микроскопом.

Выделение, амплификация, очистка и секвени-
рование ДНК. ДНК выделяли из биомассы с по-
мощью набора DNeasy Plant Mini Kit (“Qiagen”,
США), следуя протоколу производителя. При ам-
плификации использовали готовую смесь для
ПЦР Screen Mix-HS (“Евроген”, Россия). Прайме-



52

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 1  2022

РЕДЬКИНА и др.

ры и условия для амплификации генов 18S рРНК
(Katana et al., 2001) и rbcL (McManus, Lewis, 2011)
указаны в табл. 1. Детекцию целевых ПЦР-продук-
тов проводили электрофоретически в 1%-ном ага-
розном геле (краситель SYBR Safe). Для дальней-
шей очистки ампликонов из геля использовали
набор Cleanup S-Cap (“Евроген”, Россия). Секве-
нирование нуклеотидных последовательностей
осуществляли на базе ЗАО “Евроген” (Россия).

Молекулярно-филогенетический анализ. Для
уточнения филогенетического положения штамма
ACSSI 377 был осуществлен поиск гомологии нук-
леотидных последовательностей генов 18S рРНК и
rbcL по алгоритму BLASTn в GenBank (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov). Для дальнейшего анализа
была составлена выборка из 62 последовательно-
стей ядерного гена 18S рРНК, принадлежащих
некультивируемым образцам из природной сре-
ды, культивируемым штаммам рода Coleochlamys
и штаммам других эукариотических водорослей с
уровнем гомологии до 94% включительно
(табл. S1; дополнительные материалы). Множе-
ственное выравнивание было выполнено в про-
грамме BioEdit по алгоритму ClustalW. Общая
длина анализируемых последовательностей со-
ставила 1757 п.н. При выборе модели нуклеотид-
ных замен использовали программу jModelTest и
минимальное значение критерия AIC. Рекон-
струкцию филогенетических взаимосвязей осу-
ществляли с помощью метода максимального
правдоподобия (Maximum Likelihood, ML) в про-
грамме PhyML. В качестве внешней группы, учи-
тывая филогенетическую реконструкцию Barcytė
et al. (2021), выбрали представителей класса Chloro-

phyceae (Chlorophyta) – Chloromonas rosae (AB624565)
и Chlamydomonas reinhardtii (M32703). Статистиче-
ская поддержка топологии дерева была оценена с
помощью бутстреп-анализа (1000 повторностей)
и указана в узлах ветвей в виде процентов. Анализ
последовательностей гена 18S рРНК методом
Байеса (Bayesian Inference, BI) проводили с помо-
щью программы BEAST v1.8.4. со следующими
параметрами: 108 MCMC поколений, деревья и
оцениваемые параметры записывались каждые 104

поколений. Сходимость результатов анализа оце-
нивалась в Tracer 1.5 с помощью статистики ESS
(эффективный размер выборки). Все параметры
были оценены достаточно (значения ESS > 300).
Первые 25% деревьев были отброшены, на основе
остальных с помощью TreeAnnotator v1.8.4 полу-
чили консенсусное филогенетическое дерево и
апостериорные вероятности его ветвления.

Для уточнения филогенетических отношений
на видовом уровне использовали более вариабель-
ный пластидный ген rbcL, при анализе которого в
выборку вошли нуклеотидные последовательности
9 штаммов (табл. S1; дополнительные материа-
лы), принадлежащих родам Coleochlamys, Microth-
amnion, и двух штаммов внешней группы –
Chlamydomonas bilatus (AF517082) и Chloromonas
rosae (AB022532). Общая длина анализируемых
последовательностей составила 1322 п.н. При ре-
конструкции филогенетических взаимосвязей с
помощью метода ML статистическая поддержка
топологии дерева была оценена с помощью бут-
стреп-анализа (1000 повторностей) и указана в уз-
лах ветвей в виде процентов. BI анализ проводили
с помощью программы BEAST v1.8.4. со следую-

Таблица 1. Праймеры и условия амплификации генов 18S рРНК и rbcL

* Внутренние секвенирующие праймеры.

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

18S рРНК

18SF AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 95°C – 5 мин;
95°C – 1 мин;
55°C – 1 мин;
72°C – 2 мин, 35 циклов;
72°C – 5 мин

18SR TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG

416–37R* ATTTGCGCGCCTGCTGCCTTC

1323–44F* CGAACGAGACCTCAGCCTGCTA

898–919R* TAAATCCAAGAATTTCACCTCT

rbcL

M28F GGTGTTGGATTWAAAGCTGGTGT 94°C – 5 мин;
94°C – 1 мин 15 с;
56°C – 2 мин;
72°C – 2 мин 15 с, 30 циклов;
72°C – 7 мин

M1390Ra CTTTCCAAAYTTCACAAGCAGCAG

M633F* CATGCGTTGGAGAGACCGT

M650R* CGGTCTCTCCAACGCATGA
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щими параметрами: 109 MCMC поколений, деревья
и оцениваемые параметры записывались каждые
105 поколений. Сходимость результатов анализа
оценивалась в Tracer 1.5 с помощью статистики
ESS. Все параметры были оценены достаточно
(значения ESS > 300). Первые 25% деревьев были
отброшены, на основе остальных с помощью
TreeAnnotator v1.8.4 получили консенсусное фи-
логенетическое дерево и апостериорные вероят-
ности его ветвления.

Топология деревьев, полученных методами
ML и BI, существенно не различалась для обоих
маркеров, поэтому в программе FigTree v. 1.3.1
были визуализированы BI-деревья, на которые в
качестве статистической поддержки были нане-
сены бутстрэп-значения (в процентах) и апосте-
риорные вероятности (в долях). Для сравнения
топологии деревьев использовали данные статьи
Barcytė et al. (2021). Генетические различия между
нуклеотидными последовательностями охаракте-
ризовали с помощью генетических дистанций,
мерой которых являлся процент несовпадений
нуклеотидов при попарном сравнении выравнен-
ных последовательностей, вычисленных в програм-
ме MEGA 6.0. Боксплот генетических дистанций
построен в среде статистического программирова-
ния R 3.4.4 (https://www.R-project.org/). Вариабель-
ный регион V9 гена 18S рРНК, предлагаемый в
качестве ДНК-баркода для зеленых водорослей
(Darienko et al., 2015; Pröschold, Darienko, 2020a),
был обнаружен только в трех последовательностях,
принадлежащих штамму ACSSI 377 (MZ562721),
M. kuetzingianum (Z28974) и Characium perforatum
(M62999), в соответствии с работами Van de Peer
et al. (1997) и Pröschold, Darienko (2020b). Фол-
динг вторичной структуры региона осуществлен с
помощью веб-сервера RNAfold по принципу ми-
нимальной энергии и визуализирован в програм-
ме PseudoViewer3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфология штамма ACSSI 377. Клетки широко

эллипсоидные или вытянутые (рис. 1.1), каплевид-
ные (рис. 1.2), грушевидные, в форме треугольника
с притупленными углами, иногда S-образной фор-
мы (рис. 1.3) или изогнутые в форме бумеранга
(рис. 1.8). В культуре присутствуют клетки, имею-
щие выпуклость оболочки в виде сосочка на од-
ном из концов или сторон (рис. 1.2, 1.9), а также
закругленные с обоих полюсов (рис. 1.1). Хлоро-
пласт пристенный, с одним, реже двумя (рис. 1.4)
пиреноидами. Пиреноид имеет крахмальную об-
вертку, состоящую из нескольких скорлупок.
Единственное ядро достаточно крупное и хорошо
различимо (рис. 1.1). Цитоплазма имеет зернистую
структуру, содержит липидные капли. Зрелые клет-
ки могут достигать 60 мкм в длину, 20 мкм – в ши-
рину. Размножение автоспорами (рис. 1.5), апла-

носпорами и зооспорами (рис. 1.6). Автоспоры
овальной, каплевидной или грушевидной фор-
мы, от 8 мкм в длину, иногда значительно увели-
чиваются в размерах прямо внутри оболочки спо-
рангия, оставаясь некоторое время связанными
друг с другом. Зооспоры сначала округлые, затем
вытянутые с заостренным передним концом, с
двумя жгутиками, по длине примерно равными
длине зооспоры. Стигма расположена в переднем
конце клетки или занимает почти срединное по-
ложение. Размер зооспор 5.3–6.8 × 2.2–3.6 мкм.
Апланоспоры грушевидной формы, имеют стиг-
му, занимающую срединное положение или рас-
положенную ближе к переднему концу клетки,
очень редко – в широком ее конце. Хлоропласт
содержит пиреноид. Размер апланоспор 6.7–8.2 ×
× 2.9–3.6 мкм. Чаще всего мы наблюдали зоо- и
апланоспорангии, содержащие 32 зоо- или апла-
носпоры, которые освобождаются путем разрыва
материнской оболочки со стороны широкого
конца. После выхода зооспор и апланоспор часть
протопласта, лежащая в узком конце клетки,
остается на месте, в дальнейшем разрастаясь в но-
вую вегетативную клетку (рис. 1.7). Кроме того, в
культуре присутствовали многожгутиковые
зооспоры, так называемых синзооспоры, – ком-
плексы из двух и более сросшихся зооспор, этот
морфологический признак описан впервые. 

В целом, штамм соответствует описанию вида
C. apoda, однако присутствие в культуре клеток
S-образной формы, закругленных с обоих кон-
цов, сближает наш штамм с другим видом –
С. oleifera. Кроме того, наши наблюдения и дан-
ные Barcytė et al. (2021) свидетельствуют о морфо-
логической изменчивости в зависимости от фи-
зиологического состояния культуры и условий
культивирования. Морфологическая пластич-
ность в ответ на изменения условий ранее отмече-
на и для сестринского рода Microthamnion (John,
Johnson, 1987). Представители этого рода, в отли-
чие от Coleochlamys, образуют разветвленные нити,
заканчивающиеся тупо закругленными клетками.
Единственный париетальный хлоропласт не имеет
пиреноида. Однако так же, как и у Coleochlamys oleif-
era, в цитоплазме клеток Microthamnion в качестве
продукта ассимиляции обнаруживаются липид-
ные капли (Printz, 1964), размножение происхо-
дит с помощью зооспор, развивающихся в вегета-
тивных клетках, подвергшихся дифференциров-
ке в зооспорангии (Watson & Arnott, 1973; Watson,
1975; John & Johnson, 1987; Bakker, 1995), половое
воспроизводство неизвестно. В лабораторных
экспериментах было замечено, что в диапазоне
температур 10–28°C и интенсивности света 3–20
кЛк происходит быстрый рост клеток, в результате
чего они становятся более длинными (морфотип
M. strictissimum), тогда как температуры и интен-
сивность света ниже этих значений обеспечивают
более медленный рост и меньшие размеры клеток
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(морфотип M. kuetzingianum) (John, Johnson, 1987).
Таким образом, морфологическая изменчивость
существенно усложняет разграничение видов по-
рядка Microthamniales и доказывает необходимость
использования молекулярно-генетического ана-
лиза для точного определения таксономической
принадлежности представителей этой группы.

Филогенетический анализ. На дереве, постро-
енном на основе последовательностей гена 18S
рРНК (рис. 2), внутри порядка Microthamniales c
высоким уровнем статистической поддержки
обособлены 5 групп. Три из них (клады 1, 3, 5 на
рис. 2) сформированы некультивируемыми эука-
риотическими клонами из образцов минераль-
ных отложений на поверхности ледника Мидл-
Форк-Токлат, расположенного в национальном
парке Денали (Аляска, США) (Schmidt, Darcy,
2015). Клада 4 включает все штаммы рода Coleo-

chlamys, в том числе, исследуемый нами штамм
ACSSI 377. В кладу 2 вошли представители сест-
ринского рода Microthamnion. Генетические раз-
личия между штаммом ACSSI 377 и штаммами
вида Coleochlamys apoda, включая аутентичный
штамм SAG 28.85, составили 0.1% (табл. S2; до-
полнительные материалы). В то же время генети-
ческие дистанции между штаммом другого вида
рода Coleochlamys – C. oleifera и штаммами, отне-
сенными к C. apoda, включая ACSSI 377, состав-
ляли 0.8%. Генетические дистанции между пред-
ставителями Coleochlamys и сестринским родом
Microthamnion варьировали в пределах 1.4–1.9%.
Судя по перекрывающимся диапазонам значений
генетических дистанций, межвидовых внутри
клады 4 (0.8%) и между кладами 4 и 5 (0.8–1.7%),
группа клонов клады 5 либо включает представи-
телей отдельного вида рода Coleochlamys, либо

Рис. 1. Coleochlamys apoda ACSSI 377. 1 – зрелые вегетативные клетки, черным треугольником отмечено ядро; 2 – мо-
лодые клетки с выступом клеточной стенки в виде сосочка (отмечены черными треугольниками); 3 – S-образная фор-
ма зрелой клетки; 4 – клетка с двумя пиреноидами (отмечены черными треугольниками); 5 – автоспорангий с авто-
спорами; 6 – зооспорангий, стигма зооспор отмечена черным треугольником; 7 – оболочка зооспорангия с частью
протопласта, не превратившегося в зооспору; 8–9 – зрелые клетки различной формы. Масштабная метка – 10 мкм.

1 2 3

4 5

6 7

8 9
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формирует еще один род внутри порядка Micro-
thamniales. Для уточнения их таксономического
положения необходим анализ живых культивиру-
емых штаммов, принадлежащих этой группе.

Кроме того, мы проанализировали вторичную
структуру вариабельного региона V9 гена 18S
рРНК у представителей порядка Microthamniales,

который предлагается в качестве ДНК-баркода

зеленых водорослей. Так как регион расположен

в конце гена 18S рРНК, то его часто не секвениру-

ют. Так, из всех изученных 62 нуклеотидных по-

следовательностей он был обнаружен только в

трех, включая исследуемый штамм. ACSSI 377 и

C. apoda (=Characium perforatum M62999) имеют

Рис. 2. Укорененное филогенетическое дерево, построенное методом Байеса и ML на основе последовательностей ге-
на 18S рРНК. В качестве статистической поддержки узлов дерева над соответствующими ветвями указаны бутстреп-
значения/апостериорные вероятности. Значения менее 70% и менее 0.95 не показаны. Модель нуклеотидных замен:
GTR + I + G. Обозначения: жирным шрифтом выделен штамм ACSSI, (Т) – типовой вид, * – аутентичный штамм.
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идентичный регион V9, за исключением един-
ственной замены (рис. 3). Штаммы C. apoda отли-
чаются от M. kuetzingianum (Z28974) верхней ча-
стью шпильки V9.

Так как с помощью анализа ядерного гена
18S pPHK мы не получили достаточную поддерж-
ку группы C. apoda (значение апостериорной ве-
роятности для этого узла – 0.72, а на дереве ML он
и вовсе отсутствует), то для усиления филогене-
тического сигнала был проведен анализ более ва-
риабельного пластидного гена rbcL. На rbcL-де-
реве (рис. 4), штамм ACSSI 377 с максимальным
уровнем статистической поддержки (100/1.00)
группировался с представителями рода Coleo-
chlamys. Внутри группы произошла четкое разде-
ление (уровень поддержки 94/1.00) на два вида – C.
apoda, включая ACSSI 377, и C. oleifera. Внутриви-
довые генетические дистанции составили 0–
0.3%, межвидовые – 2.9–3.2%, межродовые ди-
станции варьировали в пределах 10.9–11.4% (рис.
5), все диапазоны не перекрывались между собой.

Следует отметить, что в генетической базе
GenBank кроме последовательностей 18S рРНК и
rbcL имеются последовательности высоковариа-
бельного спейсера ITS2 пяти штаммов Coleo-
chlamys. В работе Barcytė et al. (2021) проведено
сравнение вторичных структур ITS2, на основе
чего сделан вывод о конспецифичности четырех
штаммов Coleochlamys apoda (CAUP H 7402-
CRYO, SAG 28.85, CCALA 228 и CCALA 900) и о
существенном их отличии от штамма Coleochlamys
oleifera (SAG 6.90).

Таким образом, и анализ спейсера ITS2, и ана-
лиз гена rbcL способны разрешить филогенетиче-
ские отношения внутри рода Coleochlamys. К схо-
жему выводу пришел Reder (2019), применив раз-
личные комбинации молекулярных маркеров для
определения границ видов в пределах сестрин-
ского рода Microthamnion. Деревья, учитывающие
последовательности rbcL, имели лучшую тополо-
гию и уровни статистической поддержки, чем по-
строенные на основе какого-либо одного маркера
(гены 18S рРНК, 5.8S рРНК, 28S рРНК, спейсер
ITS2). Таким образом, пластидный ген rbcL реко-
мендован в качестве молекулярного маркера для
быстрого скрининга новых изолятов Microthamni-
on и для идентификации новых генетических раз-
новидностей (Reder, 2019).

Итак, по данным анализа генов 18S рРНК и rbcL
штамм ACSSI 377 является представителем рода
Coleochlamys внутри порядка Microthamniales и отно-
сится к виду С. apoda. Кроме того, на дереве, по-
строенном на основе анализа 18S рРНК, с высоким
уровнем статистической поддержки обособлены
3 группы последовательностей некультивируемых
эукариотических клонов из образцов минеральных
отложений на поверхности ледника (Аляска,
США), которые, судя по величинам генетических

дистанций, соответствуют новым неописанным
видам и (или) родам порядка Microthamniales.

Экология и распространение. Представители
рода Coleochlamys населяют как пресноводные,
так и наземные биотопы. Изученные молекуляр-
но-филогенетическими методами штаммы Coleo-
chlamys (Barcytė et al., 2021) были изолированы из
холодных местообитаний Арктики (пресная вода,
почва), Антарктики (пресная вода) и регионов с
умеренным климатом (Словакия, снежный по-
кров в горах). Коллекция культур водорослей Ки-
евского национального университета имени Та-
раса Шевченко включает 4 штамма Coleochlamys
cf. oleifera, выделенных из мохового покрова на
о. Галиндез (Архипелаг Аргентинские о-ва, тер-
ритория Украинской антарктической станции
“Академик Вернадский”) (Костиков и соавт.,
2009), однако их нуклеотидные последовательно-
сти отсутствуют в генетических базах данных. По
результатам флористических исследований, про-
веденных на архипелаге Шпицберген, сообщается о
находках Coleochlamys в криоконитовых норах, под-
ледниковых и бесплодных почвах (Kaštovská et al.,
2005; Stibal et al., 2006; Kim et al., 2011) и на суб-
стратах антропогенного происхождения, таких
как поверхность зданий (Raabová et al., 2016).
Имеются сведения о флористических находках
Coleochlamys в пещерах Ойцовского националь-
ного парка Польши (Czerwik-Marcinkowska et al.,
2015) и в почве вершин Эцтальских Альп (Ав-
стрия) (Gärtner, 2013).

Приведенные данные свидетельствуют о том,
что зеленые водоросли рода Coleochlamys являют-
ся психротолерантными микроорганизмами и,
вероятно, предпочитают более низкие температу-
ры. Однако в коллекции водорослей университе-
та Коимбры в Португалии (Coimbra Collection of Al-
gae, http://acoi.ci.uc.pt/) имеется 3 штамма Coleo-
chlamys, два из которых выделены из пресной воды
на территории страны. В этой же коллекции мы
нашли сведения о штамме, отнесенном к роду
Hydrianum (ACOI 2070, озеро в Португалии), мор-
фология которого, судя по имеющимся на сайте
коллекции фотографиям, очень схожа с морфо-
типом Coleochlamys. Это в очередной раз свидетель-
ствует о сложности определения представителей
рода и необходимости использования молекуляр-
но-генетических методов идентификации. Кроме
того, представители Coleochlamys приводятся в
списках водорослей, найденных в тропических
водоемах с бромелиями в Мексиканском штате
Веракрус (Hernández-Rodríguez et al., 2014), а так-
же в пресноводных местообитаниях и на скалах,
омываемых водой, в бразильском штате Сан-Па-
улу (Fernandes, 2008).

Российскими почвенными альгологами ранее
сообщалось о флористических находках предста-
вителей рода Coleochlamys в грунте (мелкозем и
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Рис. 3. Вторичная структура вариабельного региона V9 гена 18S рРНК у представителей порядка Microthamniales.
Стрелкой отмечена замена нуклеотида у штамма ACSSI 377 по сравнению со штаммом Characium perforatum (M62999).
Пунктирным прямоугольником отмечена верхняя часть шпильки V9, отличающаяся у Microthamnion kuetzingianum и
двух представителей вида Coleochlamys apoda.

Z28974 M62999 ACSSI 377
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щебень) скальной полки в окрестностях россий-

ской антарктической станции Новолазаревская

(Андреева, 2012), на каменистом субстрате гор-

ных тундр Полярного Урала (Андреева, 2004; Ан-

дреева, Чаплыгина, 2007) и в почве на территории

Печорской низменности (Зимонина, 1998). Во

всех случаях идентификацию производили в на-

копительных культурах, при этом подробное

описание морфологических признаков приведе-

но лишь в одном источнике (Андреева, 2012). Об-
наруженная водоросль отнесена Андреевой к
Coleochlamys oleifera, а в качестве отличий отмеча-
лось меньшее разнообразие формы клеток и ша-
ровидная форма спорангиев.

На территории Мурманской области находки
Coleochlamys до недавнего времени не фиксирова-
лись. В 2020 г. в образцах почвы из гольцовых пу-
стынь Хибин (гора Вудъяврчорр) нами была обна-

Рис. 4. Укорененное филогенетическое дерево, построенное методом Байеса и ML на основе последовательностей ге-
на rbcL. В качестве статистической поддержки узлов дерева над соответствующими ветвями указаны бутстреп-значе-
ния/апостериорные вероятности. Модель нуклеотидных замен: GTR + G. Обозначения: жирным шрифтом выделен
штамм ACSSI, * – аутентичный штамм.
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Рис. 5. Боксплоты, построенные на основе значений генетических дистанций у представителей порядка Microthamnia-
les – Coleochlamys и Microthamnion.
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ружена водоросль с морфотипом, очень схожим со
штаммом ACSSI 377 (данные не опубликованы);
находка задокументирована с помощью микро-
фотографий. Представители сестринского рода
Microthamnion, в частности, M. kuetzingianum, при-
водятся в списке водорослей, найденных в почве
горно-тундрового пояса горы Вудъяврчорр (Штина,
Ройзин, 1966). Этот вид был обнаружен нами в
почве, загрязненной тяжелыми металлами, вбли-
зи поселка Никель (данные не опубликованы), а
также в дренажной воде месторождения Терраса
близ г. Мончегорск (штамм поддерживается в ра-
бочей коллекции). В целом, представители рода
имеют очень широкое распространение по всему
миру и обнаруживаются как в стоячей воде, так и
в проточных водоемах, в почве, временных и экс-
тремальных местообитаниях (Reder, 2019; Mi-
crothamnion …, 2021).

В результате проведенных исследований можно
заключить, что морфология штамма ACSSI 377, вы-
деленного в 2020 г. из образца биологической
почвенной корочки с поверхности песчаного суб-
страта на Севере России (Мурманская область),
соответствует описанию вида C. apoda, за исклю-
чением присутствия в культуре клеток S-образ-
ной формы, закругленных с обоих концов, что
сближает наш штамм с другим видом – С. oleifera.
На наш взгляд, наличие S-образной формы зре-
лых клеток не может служить диакритическим
признаком, различающим виды Coleochlamys.

Анализ литературных данных и собственные
наблюдения свидетельствуют о том, что водорос-
ли рода Coleochlamys предпочитают холодные ме-
стообитания и не имеют широкого распростране-
ния, в отличие от сестринского рода Microthamnion,
находки которого фиксируются по всему миру, в
том числе, в экстремальных средах.

Проведенный филогенетический анализ под-
твердил принадлежность штамма ACSSI 377 к ви-
ду Coleochlamys apoda. При этом кластеризация
рода Coleochlamys на основе ядерного гена 18S
pPHK была недостаточная, разрешить межвидо-
вые филогенетические отношения позволил ана-
лиз более изменчивого пластидного гена rbcL.
Несмотря на обнаруженные различия во вторичной
структуре верхней части шпильки вариабельного
региона V9 гена 18S рРНК между M. kuetzingianum и
C. apoda, использовать его в качестве потенциаль-
ного ДНК-баркода затруднительно, т.к. регион
не секвенирован у большинства представителей
группы. Внутривидовые генетические дистанции
составили 0–0.1 и 0–0.3%, межвидовые – 0.8 и
2.9–3.2%, межродовые – 1.4–1.9 и 10.9–11.4% для
ядерного гена 18S рРНК и пластидного гена rbcL
соответственно. Таким образом, штамм ACSSI
377 представляет собой первую находку вида на
территории России, подтвержденную молекуляр-
но-генетическими методами. Кроме того, три не-

зависимые клады, состоящие из некультивируе-
мых клонов и являющиеся новыми видами или
родами, демонстрируют то, что порядок Micro-
thamniales все еще слабо изучен, и многих его чле-
нов только предстоит обнаружить и описать.
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Abstract—The results of morphological and phylogenetic analysis of Coleochlamys apoda strain ACSSI 377,
isolated from the biological soil crust on the surface of a sandy substrate in Northern Russia (Murmansk re-
gion) are presented. Morphology is described, including the presence of mature S-shaped cells typical of the
species С. oleifera, and formation of synzoospores was reported for the first time for the species. Analysis of
the 18S rRNA and rbcL gene sequences indicated that the strain belonged to the species Coleochlamys apoda
(order Microthamniales); this is the first finding of this species found in the Russian territory confirmed by
molecular genetic techniques. The presence of clades consisting of uncultured clones on the 18S rRNA gene
tree was an indication of the order being insufficiently studied and of the prospects of detection and descrip-
tion of its new members. Ecology and distribution of Coleochlamys and of the sister genus Microthamnion were
analyzed based on the literature date and the authors’ observations. Members of the genus Coleochlamys pre-
fer cold habitats and occur within a limited geographic range, in contrast to Microthamnion, which has been
repeatedly found in various regions.

Keywords: green microalgae, biological soil crusts, 18S rRNA, rbcL, first finding, Kola Arctic, Murmansk re-
gion



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


