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В настоящей работе с помощью морфологического и молекулярно-генетического анали-
зов впервые были изучены Chlorella-подобные штаммы зеленых микроводорослей из 
различных отечественных коммерческих биопрепаратов. Установлено, что во всех ана-
лизируемых образцах присутствуют представители Chlorella-клады или сестринской 
Parachlorella-клады. Кроме того, были обнаружены микроводоросли из родов Edapho-
chlorella, Chloroidium, Edaphochloris и Muriella, принадлежащих классу Trebouxiophyceae, 
а  также Coelastrella и Chromochloris, относящиеся к классу Chlorophyceae. По данным 
прямой световой микроскопии во всех препаратах наблюдали нитчатые цианобактерии, 
а в биопрепарате «Гера» было отмечено наличие диатомовых водорослей. Поскольку 
правильная идентификация зеленых микроводорослей на основе фенотипических при-
знаков весьма затруднительна вследствие их скудности, неинформативности и изменчи-
вости, контроль за составом микроводорослей в биопрепаратах следует осуществлять, 
используя современные молекулярно-генетические методы. 
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Род Chlorella sensu lato является архетипом 
одноклеточных зеленых микроводорослей (Chlo-
rophyta) и высокопроизводительным первичным 
продуцентом водных и наземных экосистем. 
Впервые он был описан М.В. Бейеринком 
в  1890  г. и изначально объединял все мелкие 
(<10  мкм) коккоидные одноклеточные зеленые 
микроводоросли из водных местообитаний. Не-
смотря на длительную историю изучения, до сих 
пор в систематике Chlorella-подобных микроводо-
рослей существует много пробелов, связанных 
с высоким криптическим разнообразием группы, 
вследствие чего в ряде случаев практически  
невозможно правильно определить с помощью 
световой микроскопии фенотипически слабо 
дифференцированные таксоны. Многие морфо-
логические признаки (например, формирование 
колоний, продуцирование щетинок, образование 
слизи) чрезвычайно вариабельны и зависят от ха-
рактера и силы воздействия внешних факто-
ров  [1–4]. Тем не менее, «маленькие зеленые  
шарики» детально изучаются, поскольку они по-
всеместно распространены и играют важную эко-
логическую роль, активно участвуя в  фото- 
синтетической аэрации, процессах синтеза орга-
нического вещества и самоочищения сред путем 
аккумуляции, трансформации и минерализации 

поллютантов. В настоящее время биотехнологи-
ческий потенциал Chlorella-подобных водорослей 
вызывает большой интерес для биоремедиации 
сточных вод, производства биотоплива, кормов 
для животных, биологически активных добавок 
(БАД), медицинских и косметологических препа-
ратов, а также в качестве удобрений в растение-
водстве [5–9]. Так, например, согласно имею-
щимся данным, применение Chlorella vulgaris 
в  рационе позволяет увеличить молочную про-
дуктивность дойного стада, получить дополни-
тельные привесы молодняка и взрослых особей, 
снизить негативное воздействие тяжелых метал-
лов на организм животных [10–11]. В растение-
водстве считается, что использование биомассы 
этой водоросли в качестве удобрения повышает 
полноту усвоения биодоступного фосфора, сни-
жает его непродуктивную потерю и, как след-
ствие, уменьшает риск эвтрофикации. Кроме 
того, замачивание семян в культуральной жидко-
сти Chlorella оказывает благоприятное воздей-
ствие на степень их всхожести и длину пророст-
ков [12, 13]. Эффективность использования 
Chlorella в качестве БАД производители связыва-
ют с богатым витаминным профилем, высоким 
содержанием белка, полиненасыщенных жирных 
кислот и пигментов [12, 14]. В настоящее время 
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существует огромное количество биопрепаратов 
как на основе только C. vulgaris, так и в сочетании 
с другими водорослями. В связи с этим точная 
таксономическая идентификация состава таких 
препаратов весьма актуальна, поскольку биотех-
нологически значимые характеристики у предста-
вителей различных видов, несмотря на сходную 
морфологию, могут существенно варьиро-
вать [5, 7, 9–14].

Целью настоящей работы стало проведение 
таксономической идентификации штаммов 
Chlorella-подобных микроводорослей, выделенных 
из отечественных коммерческих биопрепаратов на 
основе «живой хлореллы», с помощью морфологи-
ческого и молекулярно-генетического анализов. 

Материалы и методы
Объекты исследования. Объектами данного ис-

следования стали 19 штаммов зеленых микрово-
дорослей, выделенных из 6 отечественных био-
препаратов на основе микроводорослей рода 
Chlorella (согласно информации производителей): 
1) штаммы ZS1, ZS3, ZS4 и ZS9, выделенные из 
напитка «Зеленое солнце» (Общество с ограни-
ченной ответственностью (ООО) «Зеленое Солн-
це», Пермский край); 2) штаммы G1, G4, G5, G6 
и G7 из удобрения «Гера» (ООО «Гера», Москов-
ская область); 3) штаммы Ab4 и Ab5 из удобрения 
«Биоабсолют» (ООО НПО «БиоТехнология», Мо-
сковская область); 4) штаммы ChloN2, ChloN3 
и  ChloN4 из органического напитка «Живая хло-
релла» (ООО «Дело», Пензенская область); 
5) штаммы S2, S3 и S8 из удобрения «Живая хло-
релла» (ООО «Дело», Пензенская область); 
6)  штаммы St1 и St6 из удобрения «StimGarden» 
(ООО «Дело», Пензенская область).

Изолирование и культивирование штаммов. 
Содержимое жидких биопрепаратов тщательно 
перемешивали до однородного состояния в сте-
рильных условиях. Сухой порошок удобрения 
«Биоабсолют» разводили в стерильной воде 
Milli-Q в соотношении 1:4 в трехкратной повтор-
ности. Каплю жидкости наносили на твердую сре-
ду BG-11 с азотом (1%-ный агар, pH = 7,2) и далее 
многократно пересевали отдельные колонии 
до  получения альгологически чистых культур. 
Изоляты культивировали в климатостате в стан-
дартных условиях (температура +23–25ºС, свет 
60–75 μмоль фотонов ∙ м-2 ∙ с-1, фотопериод 12 ч).

Морфологический и молекулярно-генетический 
анализ осуществляли по стандартным методи-
кам, подробно описанным в статье Кривиной  
с соавт. [15]. 

Результаты и обсуждение
Состав каждого из исследуемых биопрепара-

тов был предварительно изучен с помощью пря-
мой световой микроскопии. В результате было 
установлено, что ни один из них не является аль-

гологически чистой культурой C. vulgaris, как за-
явлено на этикетках. Во всех коммерческих про-
дуктах наблюдали разные по морфологии зеленые 
водоросли и цианобактерии, а также гифы и ци-
сты микроскопических грибов. Наибольшим раз-
нообразием отличался биопрепарат «Гера», в со-
ставе которого дополнительно обнаружены 
диатомеи. В результате изоляции и очистки штам-
мов из биопрепаратов было получено 56 культур 
микроводорослей и 8 культур цианобактерий. Для 
дальнейшего анализа было отобрано 19 наиболее 
часто встречающихся штаммов зеленых микрово-
дорослей с Chlorella-подобной морфологией хотя 
бы на одном из этапов жизненного цикла (табл. 1). 

Согласно результатам филогенетического ана-
лиза с использованием фрагмента нуклеотидной 
последовательности 18S–ITS1–5.8S–ITS2 только 
девять штаммов вошли в состав Chlorella-клады 
(рис. Прилож. 1). Так, штаммы S3, ZS1, ChloN4, 
Ab5 с максимальной статистической поддержкой 
кластеризовались с представителями голотипа 
рода Chlorella – C. vulgaris. Генетические различия 
внутри кластера, объединяющего штаммы C. 
vulgaris, не превышали 0,1% (внутривидовой уро-
вень в рамках Chlorella-клады). Строение и вторич-
ная структура внутренних транскрибируемых 
спейсеров штаммов S3, ZS1, ChloN4, Ab5 были 
идентичны аутентичному штамму SAG 211-11b.

Штаммы ZS9 и G1 с максимальной статисти-
ческой поддержкой группировались с аутентич-
ным штаммом С. sorokiniana SAG 211-8k. Морфо-
логические характеристики (табл. 1) и уровень 
генетических различий (менее 0,1%) также под-
твердили принадлежность к этому виду. При этом 
отметим, что, несмотря на сходную морфологию 
с типовым видом C. vulgaris, молекулярно-генети-
ческий анализ показал, что «истинными» хлорел-
лами данная группа организмов не являет-
ся  [2,  15]. Внутренние транскрибируемые 
спейсеры исследуемых штаммов были идентичны 
аутентичному штамму С. sorokiniana.

Штамм ChloN3 с максимальной статистиче-
ской поддержкой вошел в состав кластера, объе-
диняющий представителей Parachlorella kessleri 
(прил. 1). Генетические дистанции внутри класте-
ра были менее 0,1% и соответствовали внутриви-
довому уровню, в то время как межвидовые гене-
тические дистанции варьировали в диапазоне от 
0,4 до 0,9%. Хотя последовательности спейсеров 
ITS1 и ITS2 между штаммом ChloN3 и аутентич-
ным штаммом SAG 211-11g не были идентичны, 
компенсаторные замены (compensatory base 
change – CBC) в них отсутствовали. 

Исследуемые штаммы ChloN2 и St1 вошли 
в  кластер с Planktochlorella nurekis. Принадлеж-
ность к этому виду подтверждена также результа-
тами морфологического анализа (табл. 1) и анали-
за генетических дистанций. Различия 
с аутентичным штаммом CAUP H 8701 составляли 
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менее 0,1% (внутривидовой уровень). CВС во вто-
ричной структуре ITS1 и ITS2 между исследуемы-
ми штаммами и CAUP H 8701 не обнаружены.

Штамм St6 морфологически был близок 
к  представителям рода Chloroidium (табл. 1, 
рис. Прилож. 1), что было подтверждено с помо-
щью филогенетического анализа: исследуемый 
штамм кластеризовался с представителями 
C.  saccharophilum, включая аутентичный штамм 
SAG 2149. Генетические различия фрагмента 
18S–ITS1–5.8S–ITS2 между штаммами St6 
и  SAG 2149 составляли 0,3%. В рамках рода 
Chloroidium такой уровень различий соответству-
ет внутривидовому, в то время как межвидовые 
генетические дистанции составляют не менее 
0,9%. Кроме того, в составе нуклеотидной после-
довательности гена 18S рРНК штамма St6 так же, 
как и у других представителей C. saccharophilum, 
присутствует интрон длиной 399 нуклеотидов. 
Вторичная структура внутренних транскрибируе-
мых спейсеров штамма St6 не имела существен-
ных отличий от аутентичного штамма SAG 2149. 
CBC в ITS1 и ITS2 отсутствовали.

Морфологические характеристики штаммов 
G4, ZS3 и S2 соответствовали зеленой водоросли 
Edaphochlorella mirabilis (табл. 1). Уровень генети-
ческих различий фрагмента 18S–ITS1–5.8S–ITS2 
(рис. Прилож. 1) между исследуемыми штаммами 
был не более 0,1%, c аутентичным штаммом E. 
mirabilis SAG 38.88 и близким к нему штаммами – 
0,4–0,5%. Однако на данном этапе исследования, 
ввиду того, что род Edaphochlorella монотипный, 
нельзя с уверенность рассматривать этот уровень 
генетических различий как внутривидовой или 
межвидовой. Тем не менее, на основании полного 

сходства последовательностей ITS1 и ITS2 между 
штаммами ZS3, G4, S2 и SAG 38.88, а также от-
сутствия СВС во вторичной структуре спейсеров 
все три штамма были идентифицированы как 
E. mirabilis.

Штаммы G6 и ZS4 морфологически были 
близки к Nannochloris-подобным водорослям 
(табл. 1). В настоящее время идентификация 
и  классификация видов и родов Nannochloris-
клады основаны на анализе гена 18S рРНК, по-
скольку информации о нуклеотидных последова-
тельностях спейсеров крайне мало [24–26]. 
Согласно результатам филогенетического анализа 
гена 18S рРНК, штаммы ZS4 и G6 с максималь-
ной статистической поддержкой вошли в состав 
кластера Edaphochloris andreyevii (рис. Прилож. 2), 
типового вида недавно описанного нового рода 
микроводорослей [24]. Уровень генетических раз-
личий с сестринскими штаммами не превышал 
0,1%, что в данной кладе соответствует внутриви-
довому уровню. Различия нуклеотидных последо-
вательностей ITS2 с учетом вторичной структуры 
между исследуемыми штаммами и аутентичным 
штаммом ACSSI 104 не были обнаружены.

В соответствии с морфологическими характе-
ристиками штамм G7 был предварительно опре-
делен как Muriella terrestris (табл. 1), что впослед-
ствии подтвердилось данными 18S рРНК-анализа 
(рис. Прилож. 2). Генетические дистанции не пре-
вышали 0,1%. Дополнительно был проанализиро-
вана нуклеотидная последовательность ITS2, вто-
ричная структура которой у штамма G7 имела тот 
же специфический признак, характерный для 
представителей M. terrestris, но не свойственный 
большинству зеленых водорослей [27], – развет-

Таблица 1

Морфологические характеристики исследуемых штаммов, выделенных из биопрепаратов

Штаммы Форма клеток Размер, мкм Хлоропласт Пиреноид Автоспоры Расхождение 
с типовым диагнозом

Chlorella vulgaris 
S3, ZS1, ChloN4, Ab5 Ш, ШОВ 3,2 ‒6,5 Ч

1, c сегменти-
рованной 

крахмальной 
обверткой

2‒8

отсутствует
[1, 3, 16–24]

C. sorokiniana ZS9, G1 Ш 2,6‒5,5 Ч, П
Parachlorella kessleri ChloN3 О (МК), Ш (ЗК) 4,9‒7,2 Ч, Ш

2–16

Planktochlorella nurekis St1, 
ChloN2 Ш 4‒11 Ч, Б

Chloroidium saccharophilum St6 Ш, ШОВ 4,4 ‒7,8 × 2,9‒6,1 Ч, П
Coelastrella aeroterrestrica
Sysp_8, BA_Chlo4 Ш, ШОВ 5 ‒10 Ц (МК),  

С (ЗК)
Edaphochlorella mirabilis ZS3, 
G4, S2

Ш

3–8 Ч 2–4

Chromochloris
zofingiensis G5 3–20 Л (МК),  

Н (ЗК)
отсутствует

2–16

Muriella terrestris G7 3‒7 Ч, Б (МК),  
Н (ЗК) 2–8

Edaphochloris andreyevii ZS4, G6 2–5,5 Ч 2–8
Примечание: форма клеток: Ш – шаровидная, ШОВ – широкоовальная, О – овальная; МК – молодые клетки, ЗК – зрелые 

клетки; хлоропласт: Ч – чашевидый, П – поясковидный, Ш – шаровидный, Б – блюдцевидный, Ц – цельный, С– сегментиро-
ванный, Л – лопастной, Н – несколько.
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вленную шпильку III CBC между штаммами 
M. terrestris обнаружено не было.

Штаммы S8 и Ab4 изначально были иденти-
фицированы как Coelastrella sp. (табл. 1). Филоге-
нетический анализ 18S–ITS1–5.8S–ITS2 показал, 
что данные штаммы с максимальной статистиче-
ской поддержкой входят в состав кластера 
C.  aeroterrestrica, совместно с аутентичным штам-
мом данного вида SWK 1-2 (рис. Прилож. 3). Уро-
вень генетических различий между штаммами S8, 
Ab4 и аутентичным штаммом SWK 1-2 составил 
менее 0,1%, а между штаммами вида C.  aeroter-
restrica данный показатель колебался от 0 до 0,4%. 
Для сравнения, генетические дистанции между 
таксономически признанными видами С.  striolata 
и С. corcontica, а также между С.  corcontica 
и  С.  aeroterrestrica составляли 0,6%. Кроме того, 
в  составе нуклеотидной последовательности  
18S рРНК у исследуемых штаммов, так же, как 
и  у  других представителей C.  aeroterrestrica, при-
сутствуют два интрона длиной 392 и 598 нуклеоти-
дов. Первичная и вторичная структура ITS1 
у  штаммов, выделенных из биопрепаратов, была 
идентична таковой у аутентичного штамма 
SWK  1-2, включая особенность, присущую мно-
гим штаммам рода Coelastrella – разветвленную 
шпильку I. Вторичная структура ITS2 у исследуе-
мых штаммов также характеризовалась отличи-
тельной чертой в виде разветвленной шпильки I 
[27] и совпадала с таковой у аутентичного штамма 
SWK 1-2. CBC в обоих спейсерах отсутствовали.

Штамм G5 имел морфологические признаки, 
типичные для зеленых микроводорослей рода 
Chromochloris (табл. 1). Однако молодые клетки  
обладают Chlorella-подобной морфологией. По 
данным анализа фрагмента 18S–ITS1–5.8S–ITS2 
исследуемый штамм со 100%-ной статистичес- 
кой поддержкой группировался с Chromochloris 
zofingiensis CCAP 211/14 (рис. Прилож. 3), при этом 
генетические различия с аутентичном штаммом 
отсутствовали. Состав и вторичные структуры ITS1 

и ITS2 штамма G5 и аутентичного штамма  
CCAP 211/14 были идентичны, СВС отсутствовали. 

Таким образом, в составе каждого из исследу-
емых шести отечественных коммерческих биопре-
паратов были обнаружены микроводоросли либо 
из Chlorella-клады, либо из сестринской к ней 
Parachlorella-клады (табл. 2). Непосредственно 
Chlorella vulgaris была изолирована из четырех пре-
паратов – напитков «Зеленое солнце» и «Живая 
хлорелла», удобрений «Биоабсолют» и «Живая 
хлорелла». В остальных препаратах она не была 
обнаружена. Из наиболее близких к ней видов 
в  удобрении «Гера» была выявлена C. sorokiniana, 
в удобрении «StimGarden» – Planktochlorella nurekis. 
Ни один из препаратов не являлся монокульту-
рой, как это было заявлено производителями. 
Среди выделенных штаммов, которые хотя бы на 
какой-то из стадий своего жизненного цикла об-
ладают Chlorella-подобным морфотипом, были об-
наружены представители родов Edaphochlorella, 
Chloroidium, Coelastrella, Edaphochloris, Muriella 
и Chromochloris. Наиболее богатым видовой состав 
Chlorella-подобных водорослей был в удобрении 
«Гера» и напитке «Зеленое солнце», наиболее бед-
ным – в удобрении «Биоабсолют». В составе изу-
ченных биопрепаратов также были выявлены диа-
томовые водоросли и цианобактерии, что, скорее 
всего, является следствием контаминации исход-
ной культуры в производственных условиях. От-
метим, что правильная идентификация штаммов 
с  Chlorella-подобным морфотипом весьма затруд-
нительна вследствие скудности и неинформатив-
ности морфологических признаков, а также высо-
кой фенотипической пластичности. Контроль 
качественного состава микроводорослей биопре-
паратов нельзя осуществлять только при помощи 
световой микроскопии, необходимо привлекать 
современные молекулярно-генетические методы. 
В последнее время метабаркодирование становит-
ся все более популярным методом для изучения 
разнообразия микроорганизмов. Однако в данном 

Таблица 2

Видовой состав зеленых микроводорослей, выделенных из коммерческих биопрепаратов на основе «живой хлореллы»

Вид Zs G Ab ChloN S St
Chlorella vulgaris + – + + + –
C. sorokiniana + + – – – –
Parachlorella kessleri – – – + – –
Planktochlorella nurekis – – – + – +
Chloroidium saccharophilum – – – – – +
Edaphochlorella mirabilis + + – – + –
Edaphochloris andreyevii + + – – – –
Muriella terrestris – + – – – –
Coelastrella aeroterrestrica – – + – + –
Chromochloris zofingiensis – + – – – –

Примечание: ZS – напиток «Зеленое солнце», G – удобрение «Гера», Ab – удобрение «Биоабсолют», ChloN – органический 
напиток «Живая хлорелла», S – удобрение «Живая хлорелла», St – удобрение «StimGarden», «+» – присутствует в биопрепарате, 
«–» – в биопрепарате не обнаружены
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случае крайне важно правильно выбрать ДНК-бар-
код. При исследовании эукариотических организ-
мов, как правило, часто используют короткие вари-
абельные области V4 и V9 гена 18S рРНК [28]. 
В  процессе исследования нами было установлено, 
что эти регионы очень консервативны для предста-
вителей Chlorella-клады. Так, регион V4 гена 18S 
рРНК содержал 90% консервативных сайтов, V9 – 
83% консервативных сайтов, что не позволяет раз-
граничить многие виды. В связи с этим при наличии 
альгологически чистой культуры наиболее надеж-
ным и эффективным методом идентификации мо-
жет стать амплификация в качестве ДНК-баркода 
ITS2 с последующим секвенированием по Сэнгеру. 

В случае смешанных культур, которыми оказались 
изученные биопрепараты, чтобы избежать длитель-
ного этапа очистки и получения отдельных штам-
мов, можно рекомендовать использовать амплифи-
кацию того же ДНК-баркода с последующим 
высокопроизводительным секвенированием. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний в рамках научного проекта № 19-34-60002. 
Авторы подтверждают отсутствие конфликта ин-
тересов. Исследования проводили без использова-
ния животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых.
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In the present study, Chlorella-like strains of green microalgae from various commercial 
biological products were studied for the first time using morphological and molecular genetic 
analyses. It was found that representatives of the Chlorella clade or sister Parachlorella clade 
were present in all analyzed samples. In addition, microalgae from the genera Edaphochlorella, 
Chloroidium, Edaphochloris and Muriella belonging to the Trebouxiophyceae class, as well as 
Coelastrella and Chromochloris belonging to the Chlorophyceae class were found. According to 
direct light microscopy data, filamentous cyanobacteria were observed in all preparations, and 
the presence of diatoms was also noted in the biopreparation “Gera”. Since the correct 
identification of green microalgae based on phenotypic traits is very difficult due to their 
scarcity, lack of information and variability, the control of the composition of microalgae in 
biological products should be carried out using modern molecular genetic methods.
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