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ДНК-ШТРИХКОДИРОВАНИЕ ЗЕЛЕНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ: ОБЗОР 

Обсуждаются особенности и проблемы таксономической идентификации зеленых 

водорослей (Chlorophyta). Приведены примеры полифилии родов зеленых водорослей 

и сложности подбора диагностических признаков, основанных на морфологии. Рас-

сматривается новый подход к изучению биоразнообразия органического мира — 

ДНК-штрихкодирование, описаны его этапы и требования к ДНК-штрихкодам. Дана 

характеристика основных молекулярных маркеров: преимущества и недостатки в 

качестве потенциальных ДНК-штрихкодов. Для целого ряда таксонов зеленых водо-

рослей представлена обобщенная информация об их успешном использовании с 

примерами конкретных праймеров. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ДНК-штрихкодирование, зеленые водоросли, молекулярные 

маркеры. 

Зеленые водоросли — самый крупный отдел водорослей, характеризую-

щийся сходным с высшими растениями пигментным составом. Проис-

хождение наземных растений от предковой зеленой водоросли было 

ключевым событием в истории жизни и привело к значительным изме-

нениям окружающей среды, вызвав развитие наземных экосистем 

(Kenrick, Crane, 1997). Предковые зеленые водоросли возникли в ре-

зультате эндосимбиоза гетеротрофных эвкариотов и цианобактерий 

(Cyanobacteria/Cyanoprokaryota), которые интегрировались в хозяйскую 

клетку и, в конечном счете, превратились в пластиды (Archibald, 2009; 

Keeling, 2010). Этот первичный эндосимбиоз, который случился по при-

близительным оценкам 1—1,5 млрд лет назад (Hedges et al., 2004; Yoon et 

al., 2004), привел к образованию самых первых оксигенных фотосинте-

тических эвкариотов. В настоящее время известно более 14 000 видов 

зеленых водорослей, в основном описанных по морфологическим и 

ультраструктурным характеристикам (Norton et al., 1996; Pröschold, 

Leliaert, 2007). Представители отдела Chlorophyta являются неотъемле-

мым компонентом биоразнообразия различных экосистем, многие виды  
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этого таксона широко применяются для решения ряда биотехнологиче-

ских задач (биотопливо, биоремедиация, производство биологически 

активных добавок и удобрений), а также как модельные научные объек-

ты в фотобиологии, генетической инженерии и т.д. (например, Chlorella, 

Dunaliella, Chlamydomonas, Volvox и др.) (Leliaert et al., 2012). Несмотря 

на то, что история изучения зеленых водорослей насчитывает уже не 

одно столетие, открытие новых видов и выявление неожиданных фило-

генетических взаимосвязей происходит ежегодно, тем не менее, систе-

матика и филогения данной группы все еще не ясна. 

Видовая идентификация зеленых водорослей на основе морфологии 

Микроскопические зеленые водоросли — «маленькие зеленые шарики», 

которые повсеместно встречаются в водных и воздушно-наземных ме-

стообитаниях, различаются на основе размеров вегетативных клеток, 

формы и положения хлоропластов и пиреноидов, ультраструктурных 

признаков, а также особенностей жизненного цикла (ЖЦ) (Костiков тa 

iн., 2001; Ettl, Gärtner, 1995; Watanabe, Floyd, 1996; Škaloud et al., 2006). 

Например, зеленые микроводоросли рода Muriella отличаются от рода 

Bracteacoccus отсутствием подвижных репродуктивных стадий. Однако 

вегетативные клетки обоих родов отличить практически невозможно. 

Отличительной особенностью рода Lobosphaeropsis является продолжи-

тельный период клеточного деления. Неделящиеся клетки данной водо-

росли напоминают вегетативные клетки рода Chlorella, а делящиеся, со-

держащие несколько хлоропластов и пиреноидов, — представителей ро-

да Planktosphaerella. Последняя, в свою очередь, сходна с родом 

Planktosphaeria, от которого отличается только отсутствием подвижных 

репродуктивных клеток (Андреева, 1998). Таким образом, во многих слу-

чаях быстрое определение зеленых водорослей, особенно из аэрофитных 

и почвенных местообитаний, невозможно без перевода в культуру, дли-

тельного наблюдения за ЖЦ и достаточных таксономических знаний. 

Выбор морфологического критерия для точной видовой диагности-

ки является достаточно сложной задачей. Некоторые морфологические 

признаки связаны с приспособлением организмов к условиям окру-

жающей среды и могут быть достаточно вариабельны (Krienitz et al., 

2004; Luo et al., 2006). Так, в работе В. Люо с соавт. (Luo et al., 2010) 

было показано, что формирование игл у водных видов Micractinium мо-

жет быть связано с их защитной функцией против поедания зоопланк-

тоном, в то время как у почвенных видов этого же рода иглы не обра-

зуются. Следовательно, этот морфологический признак не может яв-

ляться надежным критерием разграничения таксонов. Еще одним при-

мером служат работы Ф. Трейнора с соавт. (Trainor, 1991; Trainor, Egan, 

1991), которые при изучении культур зеленых водорослей рода 

Scenedesmus обнаружили, что некоторые диагностические признаки ви-

дов (присутствие и форма шипов, величина колонии) зависят от темпера-

туры окружающей среды. Таким образом, изучение исключительно  

морфологии зеленых водорослей и предположение о том, что сходная 
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морфология свидетельствует о близком генетическом родстве, может 

привести к неточностям и даже ошибкам в систематике таксонов. Мно-

гие морфологически сходные таксоны зеленых водорослей вследствие 

конвергентной эволюции и упрощения морфологии до одноклеточных 

или простых нитчатых форм являются полифиле-тичными (Lewis, 

McCourt, 2004). За последнее десятилетие была показана полифилия 

ряда родов зеленых водорослей: Coccomyxa (Rodríguez et al., 2008), 

Trebouxia (Škaloud, Peksa, 2010), Trentepohlia (Rindi et al., 2009), 

Scenedesmus (An et al., 1999; Hegewald, Wolf, 2003), Chlamydomonas 

(Pröschold et al., 2001; Pröschold, Leliaert, 2007), Chaetophora и 

Stigeoclonium (Caisova et al., 2011). Виды морфологически различимых 

родов Neochloris, Characium и Planophila были обнаружены во всех трех 

классах зеленых водорослей (Watanabe, Floyd, 1989; Lewis et al., 1992; 

Watanabe et al., 2000; Friedl, O’Kelly, 2002). Аналогично морфовиды рода 

Chlorococcum присутствуют и в классе Chlorophyceae, и в классе Ulvophyceae 

(Watanabe et al., 2001; Krienitz et al., 2003; Leliaert et al., 2009).  

Наиболее яркий и показательный пример недостаточности исполь-

зования морфологических критериев для разграничения видов зеленых 

водорослей связан с ревизией рода Chlorella. Различные представители 

этого рода были описаны в пресноводных, морских и наземных услови-

ях, среди которых есть как свободноживущие виды, так и эндосимбио-

тические и паразитические. Большое количество научных исследований 

посвящено систематике данного рода, основанной на морфологии (Ан-

дреева, 1975; Fott, Nováková 1969; Nozaki et al., 1995b), биохимии и фи-

зиологии (Atkinson et al., 1972; Kessler, 1976, 1982, 1984; Kessler, Huss, 

1992; Ikeda, Takeda, 1995; Kapaun, Reisser, 1995; Nĕmcová, Kalina, 2000), 

а также молекулярной филогении (Huss et al., 1989, 1999; Huss, Sogin, 

1990; Krienitz et al., 2004; Eliaš, Neustupa, 2009; Darienko et al., 2010; 

Bock et al., 2011). Традиционный род зеленых водорослей Chlorella пред-

ставлен одноклеточными коккоидными видами шаровидной или эллип-

соидной формы, размножающимися посредством автоспор. Представи-

тели рода характеризовались также наличием одного хлоропласта и тон-

кой, гладкой оболочки без слизи. Тем не менее, этот морфологически 

определенный род оказался полифилетичным, и, согласно молекулярно-

генетическому анализу, разные представители рода оказались в разных 

классах — Chlorophyceae и Trebouxiophyceae (Huss, Sogin, 1990; Friedl, 

1995; Huss et al., 1999; Luo et al., 2010; Neustupa et al., 2013). В классе 

Trebouxiophyceae Chlorella-подобные микроводоросли образуют несколь-

ко независимых линий. Порядок Chlorellales включает такие роды, как 

Chlorella, Marinichlorella, Meyerella, Parachlorella и Picochlorum (Henley et 

al., 2004; Krienitz et al., 2004; Fawley et al., 2005; Aslam et al., 2007; Bock 

et al., 2011; Pröschold et al., 2011). Дополнительные Chlorella-подобные 

линии были недавно классифицированы как отдельные роды 

Elliptochloris, Pseudochlorella и Xylochloris (Rindi et al., 2007; Letsch et al., 

2009; Darienko et al., 2010; Neustupa et al., 2011). Несколько других тра-

диционных представителей рода Chlorella, а согласно современной сис-
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тематике — виды отдельных родов Heterochlorella, Heveochlorella и 

Kalinella, были определены в т.н. Watanabea-кладу (Zhang et al., 2008; 

Neustupa et al., 2009), представители которой имеют автоспоры разного 

размера. В работе чешских альгологов под руководством И. Неуступы 

(Neustupa et al., 2013) два штамма зеленых водорослей, обнаруженные 

на коре деревьев, имели Chlorella-подобную морфологию. Однако, ис-

пользуя молекулярный анализ последовательностей 2 генов (18S рДНК 

и rbcL), авторы классифицировали данные штаммы как новый род и 

вид — Leptochlorella corticola и Kalinella apyrenoidosa. Согласно биохими-

ческим и молекулярным данным, род Chlorella класса Trebouxiophyceae 

включает 5 «истинных» хлорелл: Chlorella vulgaris, Ch. lobophora 

Andreyeva, Ch. sorokiniana Shihira et Krauss, Ch. heliozoae Pröschold et 

Darienko и Ch. variabilis Shihira et Krauss (Huss et al., 1999; Krienitz et al., 

2004; Pröschold et al., 2011). Кроме того, оказалось, что внутри клады 

«истинных» хлорелл, характеризующихся одинаковыми по размеру и 

форме автоспорами, которые развиваются внутри одного спорангия, 

выделяются колониальные виды со слизистыми оболочками. В. Люо с 

коллегами (Luo et al., 2010) показали, что штаммы, предварительно 

идентифицированные как виды родов Dictyosphaerium и Lobosphaeropsis, 

принадлежат роду Chlorella и что слизь, а также соединительные тяжи 

не имеют диакритического значения. В недавнем исследовании К. Бок с 

соавт. (Bock et al., 2011) выделили 6 штаммов, по морфологии сходных с 

Dictyosphaerium, но находящихся в близком родстве с Ch. vulgaris (Ch. 

coloniales, Ch. pituita, Ch. pulchelloides, Ch. singularis, Ch. elongata и Ch. 

chlorelloides). Кроме того, в этой же работе было описано еще 3 новых 

вида хлорелл без слизи: Ch. lewinii, Ch. rotunda и Ch. volutis. Используя в 

качестве молекулярных маркеров 5.8S рДНК и спейсер ITS2, авторы 

разделили не только 5 уже известных «истинных» хлорелл, но и все но-

вые виды.  

В близком родстве с родом Chlorella находятся 5 различных родов: 

Micractinium (шаровидные клетки с иглами в колониях), Didymogenes 

(эллипсоидные клетки в двухклеточных ценобиях, с 2 шипиками на 

клетку или без них), Actinastrum (эллипсоидные клетки в ценобиях в 

форме звезд), Dictyosphaerium (шаровидные клетки с толстой слизистой 

оболочкой в колониях), Meyerella (шаровидные клетки, одиночные, без 

пиреноида) и Hegewaldia (шаровидные клетки, колониальные, с или без 

игл, половой процесс — оогамия), которые формируют кладу Chlorella 

(Krienitz et al., 2004; Fawley et al., 2005; Pröschold et al., 2009). Еще один 

представитель с морфологией, типичной традиционному роду Chlorella, 

описан как новый род Jenufa в составе класса Chlorophyceae (Němcová et 
al., 2011). Таким образом, точное видовое определение Chlorella-

подобных микроводорослей без молекулярного анализа невозможно 

(Neustupa et al., 2013). И в любом таксономическом исследовании  

морфовид — это всего лишь гипотеза о валидности вида, которую необ-

ходимо проверить другими методами, в первую очередь, молекулярными. 
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ДНК-штрихкодирование: новый подход к изучению биоразнообразия 

В 2003 г. канадским ученым Полом Хебертом был предложен новый 

подход к изучению биоразнообразия — ДНК-таксономия, а затем и гло-

бальная международная программа «Штрихкод жизни» (Barcode of Life 

Initiative), которая стала продолжением программы «Геном человека». 

Суть данного подхода и программы состоит в раскрытии и молекуляр-

ной классификации видового разнообразия всего живого мира на осно-

ве расшифровки одного и того же участка генома, последовательность 

которого будет одинаковой у особей одного вида, но различна для раз-

ных видов. Такой участок называется ДНК-штрихкод (DNA-barcode) и 

должен удовлетворять следующим требованиям (Шнеер, 2009а): 

1.  Короткая длина — не более 700-800 п.н. для облегчения выделе-

ния, амплификации и секвенирования ДНК. 

2.  Консервативность, чтобы штрихкоды можно было амплифици-

ровать с широкоспецифичными праймерами (или они должны быть 

фланкированы консервативными участками для работы универсальных 

праймеров), но достаточно дивергентными, чтобы различить близко-

родственные виды.  

3.  Легкое выравнивание, т.е. штрихкод должен содержать мало ин-

делей (вставок-удалений). 

Таким образом, ген, участок которого мог бы стать потенциальным 

ДНК-штрихкодом, должен быть хорошо изучен. В настоящее время мо-

лекулярные данные о зеленых водорослях быстро накапливаются. Так, 

например, секвенированы полные геномы 3 празинофитовых водорослей: 

Ostreococcus tauri (Derelle et al., 2006), O. lucimarinus (Palenik et al., 2007) и 

Micromonas pusilla (Worden et al., 2009), 2 хлорофитовых водорослей: 

Chlamydomonas reinhardtii (Merchant et al., 2007) и Volvox carteri (Prochnik et 

al., 2010) и одной требуксиофитовой водоросли Chlorella variabilis (Blanc et 

al., 2010). Продолжаются несколько геномных проектов, результатами 

которых должна стать полная расшифровка геномов зеленых водорослей 

родов Coccomyxa, Dunaliella, Bathycoccus, Botryococcus и дополнительных 

штаммов Ostreococcus и Micromonas (Tirichine, Bowler, 2011). Открытие и 

изучение свойств генов зеленых водорослей расширят список потенци-

альных ДНК-штрихкодов для надежной таксономической идентифика-

ции этих организмов.  

Этапы ДНК-штрихкодирования любого биологического объекта схе-

матично отражены на рисунке. Первый этап состоит из сбора, определе-

ния и сохранения ваучерного биологического образца (природный обра-

зец, культивируемый штамм, гербарный экземпляр и т.д.). На втором 

этапе происходит выделение ДНК из биопробы с помощью подобранных 

праймеров, амплификация необходимого фрагмента ДНК и его секвени-

рование. Заключительный этап состоит из сравнения ДНК-штрихкода с 

базой данных и ее пополнение новой записью.  

Таким образом, можно сравнить электронную базу молекулярных 

данных с традиционным бумажным определителем: таксономическая 

идентификация штамма зеленой водоросли может быть успешна только 
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в случае наличия ключа — записи об исследуемой последовательности 

вида в базе данных. 

 

 

Процесс видовой идентификации зеленых водорослей с помощью 

ДНК-штрихкодирования 

Выбор молекулярного маркера 

Для таксономической идентификации зеленых водорослей и определе-

ния их филогенетических взаимоотношений используют целый ряд мо-

лекулярных маркеров. Однако не все из них могут быть надежными и 

удобными ДНК-штрихкодами.  

1. Традиционно ядерный ген 18S рДНК является главным филоге-

нетическим маркером для зеленых водорослей. Однако использование 

этого консервативного гена часто не может обеспечить достаточной ва-

риабельности для разделения близкородственных видов, а следователь-

но, надежно определить их таксономическую принадлежность. Так, на-

пример, в статье Е.В. Минчевой с соавт. (2013) показано, что использо-

вание маркера 18S не позволяет подтвердить таксономический статус 

зеленых водорослей родов Draparnaldioides, Draparnaldia и Chaetophora, в 

отличие от ITS. Разграничение видов рода Chlorosarcinopsis с помощью 

18S маркера также невозможно, в отличие от видов рода Bracteacoccus 

(Hall et al., 2010). Таким образом, использование 18S рДНК целесооб-

разно именно в филогенетических работах: для разделения более эво-

люционно древних родов (например, в работах Aboal, Werner, 2011; 

Neustupa et al., 2011) или выявления новых филогенетических линий (De 
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Wever et al., 2009; Horath, Bachofen, 2009). В то время как для целей видо-

вой идентификации он может оказаться неуспешным ДНК-штрихкодом. 

2. Ген хлоропластной рибосомальной большой субъединицы 23S 

(универсальный пластидный ампликон UPA) также используется в мо-

лекулярно-генетических исследованиях зеленых водорослей. Однако по-

следние исследования подтвердили, что он является менее вариабель-

ным, чем другие штрихкоды, в т.ч. и другие хлоропластные маркеры 

(Sherwood et al., 2008; Clarkston, Saunders, 2010). 

3. Хлоропластный ген rbcL, кодирующий большую субъединицу 

фермента рибулозобифосфат-карбоксилазы, постепенно становится 

стандартным вторым маркером для зеленых водорослей после 18S, и, 

как правило, топологии филогенетических деревьев, построенных на 

основе этих двух маркеров, совпадают (Neustupa et al., 2013). Однако 

существуют и исключения. Например, топология дерева на основе дан-

ных по гену rbcL отличается от таковой по гену 18S рДНК: семейство 

Oocystaceae не образует кластер внутри порядка Chlorellales (Thüs et al., 

2011; Novis, Visnovsky, 2012; Neustupa et al., 2013). Кроме того, не разра-

ботаны универсальные праймеры, комплиментарные фрагменту данного 

гена, которые бы успешно амплифицировались у всех представителей 

отдела Chlorophyta (Nozaki et al., 1995a, 1999, 2000; Buchheim et al., 2010). 

Вследствие чрезвычайной вариабельности rbcL у зеленых водорослей он 

не является, по сути, универсальным геном.  

Как альтернатива rbcL в качестве кандидатов в штрихкоды были 

предложены другие пластидные гены: matK, кодирующий матуразу К, 

rpoB и rpoC1, кодирующие субъединицы РНК-полимераз, и межгенный 

спейсер trnH-psbA, расположенный между генами гистидиновой тРНК и 

геном, контролирующим синтез белка D1 фотосистемы II (Матвеева и 

др., 2011). В работе Л. Келли с соавт. (Kelly et al., 2010) показано, что 

локусы matK и rpoC1 являются наиболее вариабельными у водных рас-

тений семейства Podostemaceae. Рабочая группа по изучению ДНК-

штрихкодирования растений (CBOL Plant Working Group, 2009) реко-

мендовала использовать в качестве молекулярных штрихкодов наземных 

растений rbcL и matK. Однако пока не удалось амплифицировать matK у 

зеленых водорослей (Pombert et al., 2005; Buchheim et al., 2011) и мхов 

(von Cräutlein et al., 2011). 

4. Ген tufA, кодирующий фактор элонгации белкового синтеза хло-

ропластов, был предложен относительно недавно и исследован в основ-

ном у морских зеленых водорослей (Fama et al., 2002). В целом, геномы 

хлоропластов полезны для филогенетических реконструкций вследствие 

относительно высокого содержания генов и более плотной их упаковки. 

Кроме того, в отличие от многих ядерных генов, которые являются по 

своей природе мультикопийными и могут запутать филогенетическую 

реконструкцию, гены органелл, как правило, являются однокопийными 

и не вызывают таких проблем (Leliaert et al., 2012).  

5. Внутренние транскрибируемые спейсеры (ITS1 и ITS2) ядерного 

рибосомального оперона широко используются для разделения зеленых 
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водорослей на видовом уровне (Verbruggen et al., 2006; Coleman, 2007; 

Mei et al., 2007; Keller et al., 2008; O’Kelly et al., 2010). ITS1 расположен 

между геном малой ядерной рибосомальной субъединицей (18S) и геном 

5.8S рДНК, ITS2 — между геном 5.8S рДНК и геном большой ядерной 

рибосомальной субъединицей (28S). Длина локуса в зависимости от так-

сона варьирует от нескольких сотен до более тысячи пар нуклеотидов. 

Штрихкоды ITS1 и ITS2 вариабельны и многокопийны, что позволяет 

их легко амплифицировать у практически всех Viridiplantae с помощью 

одного набора универсальных праймеров (White et al., 1990). Кроме то-

го, они примыкают к консервативному участку 5.8S рДНК и фланкиро-

ваны консервативными генами 18S и 28S рДНК, что облегчает создание 

праймеров (Шнеер, 2009б). По эффективности амплификации у зеленых 

водорослей ген ITS2 предпочтительнее rbcL (Buchheim et al., 2011). Одна-

ко к недостаткам ITS1 и ITS2 можно отнести высокую вариабельность 

длины и инделей, сложность в выравнивании и определении ортологии 

(Feliner, Rosselу, 2007; Poczai, Hyvхnen, 2010). 

6. Широко используемый для животных (Moore, 1995; Ferri et al., 

2009; Wilson, 2010), некоторых таксонов красных (Sherwood et al., 2008; Le 

Gall, Saunders, 2010), бурых (McDevit, Saunders, 2010) и диатомовых водо-

рослей (Evans et al., 2007) 5'-фрагмент субъединицы 1 митохондриального 

белоккодирующего гена цитохром С оксидазы (СO1 или cox1) наиболее 

детально изучен из всех молекулярных маркеров. Однако для зеленых 

водорослей этот ген сложен для амплификации (Hall et al., 2010). 

В табл. 1 представлена сводная информация о наиболее широко ис-

пользуемых молекулярных маркерах и праймерах для различных таксо-

нов зеленых водорослей. Если сравнивать между собой все предложен-

ные локусы, то rbcL, ITS2 и tufA являются наиболее вероятными канди-

датами в ДНК-штрихкоды зеленых водорослей благодаря умеренной и 

сильной вариабельности (Hall et al., 2010). CO1, 18S и 23S (UPA) мень-

ше подходят в качестве молекулярных маркеров: 18S и 23S недостаточно 

вариабельные, а CO1 не амплифицируется у большинства таксонов. По-

этому, очевидно, для молекулярно-генетического анализа зеленых водо-

рослей необходимо использовать мультилокусный или двухэтапный 

подход. Так, например, монофилия зеленых водорослей порядка 

Sphaeropleales не вызывает сомнения, т.к. была подтверждена как дан-

ными по вторичной структуре ITS2 (Keller et al., 2008), так и филогене-

тическим анализом ядерной рДНК и пластидных генов atpB и rbcL 

(Verghese, 2007). В то время как филогенетические отношения между 

тремя классами зеленых водорослей — Chlorophyceae, Trebouxiophyceae и 

Ulvophyceae — являются спорными (Pröschold, Leliaert, 2007; Zuccarello et 

al., 2009) и отражают, очевидно, их  древнее  происхождение  и быструю 

дивергенцию (O’Kelly, 2007; Cocquyt et al., 2010). Анализ окаменелостей 

показывает присутствие данных классов в среднем неопротерозое, а мо-

лекулярные часы оценивают дивергенцию данных классов в раннем не-

опротерозое (Butterfield et al., 1994; Douzery et al., 2004; Herron et al., 

2009). 
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Применение молекулярных маркеров и праймеров для 

Название праймера: последовательность (5'-3') 
Локус 

Прямой Обратный 

ChloroF:  

TGGCCTATCTTGTTGGTCTGT 

ChloroR:  

GAATCAACCTGACAAGGCAAC 

SSU1:  

TGGTTGATCCTGCCAGTAG 

SSU2: 

TGATCCTTCCGCAGGTTCAC 

 

F: 

AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 

R: 

TGATCCTTCTGCAGGTTCACCT

ACG 

 

 

P1038F: 

GACTCAACACGGGAAAACTTACC 

P1038R:  

GGTAAGTTTTCCCGTGTTGCGTC 

 

 

 

 

 

18S 

P73: 

AATCAGTTATAGTTTATTTGRTGGTACC 

P47: 

TCTCAGGCTCCCTCTCCGGA 

23SU1:  

AGGGGTAAAGCACTGTTTCG 

23SU2: 

CCTTCTCCCGAAGTTACG 

 

 

 

23S 

p23SrV_f1: 

GGACAGAAAGACCCTATGAA 

p23SrV_r1: 

TCAGCCTGTTATCCCTAGAG 

rbcL M28: 

GGTGTTGGATTTAAAGCTGGTGT 

rbcL M1390: 

CTTTCAAAYTTCACAAGCAGCAG 

PRASF1: 

ATGGTTCCACAAACAGAAAC 

ellaR2: 

TCACGACCTTCATTACGAGCTTG 

PRASF1: 

ATGGTTCCACAAACAGAAAC 

PRASR1: 

TTGTCAATAGTATCAAATTC 

650PRASF2: 

GTAAATTCTCAACCATTTATGCG 

650PRASR2: 

CAGTGAAACCACCAGTTAAATAG 

 

 

 

 

rbcL 

 

rbcL RH1: 

ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC 

1385: 

AATTCAAATTTAATTTCTTTCC 

tufAF: 

TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC 

tufAR: 

CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC 

 

tufA 

tufA.50F: 

TGGATGGTGCTATTYTAGTTG 

tufA.870R: 

ATAGTGTCRCCTGGCATAGC 

ITS1F: 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS4F: 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 

ITS1 (modified): 

AGGAGAAGTCGTAACAAGGT 

ITS4: 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 

 

 

ITS 

ITS4F: 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 

ITS5R: 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

cox1 
cox1.50F: 

TGGTCTGGTGTWATWGCTAC 

cox1.650R: 

TCACCWCCACCWGCWGGC 
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Таблица 1 

   различных таксонов зеленых водорослей 

Зеленые водоросли Ссылка 

Chlorella, Coelastrum, Scenedesmus, Stichococcus, 

Watanabea 

Moro et al., 2009; Scalzi et al., 2012; 

Temraleeva et al., unpubl. 

Bracteacoccus, Chlamydomonas, Chlorosarcinopsis, 

Dictyochloris, Dunaliella, Heterochlamydomonas, 

Scenedesmus 

Wilcox et al., 1992; Shoup, Lewis, 2003; 

Pocock, Lachance, 2004; Hall et al., 2010 

Actinastrum, Catena, Chlorella, Closteriopsis, Dicloster, 

Dictyosphaerium, Didymogenes, Elliptochloris, Heynigia, 

Hindakia, Jenufa, Koliella, Meyerella, Micractinium, 

Mychonastes, Parachlorella, Parietochloris, Stichococ-

cus, Watanabea, Xylochloris 

Katana et al., 2001; Eliáš et al., 2008; 

Bock et al., 2011; Krienitz et al., 2011; 

Nemcová et al., 2011; Neustupa et al., 2011; 

Temraleeva et al., unpubl. 

Prasiola, Rosenvingiella Sherwood et al., 2000 

Chlamydomonas, Chlorella, Stichococcus Bérard et al., 2004 

Asterochloris, Chlamydomonas, Coccomyxa, Dictyochlo-

ropsis, Dilabifilum, Elliptochloris, Heterochlorella, Lepto-

sira, Lobosphaeropsis, Myrmecia, Picochlorum, Sticho-

coccus, Trentepohlia, Tetraselmis, Trebouxia, Trochiscia 

del Campo et al., 2010 

Bracteacoccus, Chlorosarcinopsis, Scenedesmus Hall et al., 2010 

Bracteacoccus, Chlorosarcinopsis, Hydrodictyon, 

Monactinus, Neochloris, Parapediastrum, Pediastrum, 

Pseudopediastrum, Scenedesmus, Sorastrum, Stauridium

Hall et al., 2010; McManus, Lewis, 2011 

Kalinella, Leptochlorella, Prasiola, Rosenvingiella 
Sherwood et al., 2000; Neustupa et al., 

2013 

Chlamydomonas, Eudorina, Gonium, Pandorina, 

Volvox 
Nozaki et al., 1995a 

Prasiola, Rosenvingiella Sherwood et al., 2000 

Ulva Mares et al., 2011 

Bracteacoccus, Caulerpa, Chlorosarcinopsis, 

Scenedesmus 
Fama et al., 2002; Hall et al., 2010 

Bracteacoccus Hall et al., 2010 

Caulerpa Fama et al., 2000 

Bracteacoccus, Chlorosarcinopsis, Scenedesmus Hall et al., 2010  

Mychonastes Yuan et al., 2011 

Bracteacoccus Hall et al., 2010 
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В некоторых ранних филогенетических работах с использованием 18S 

рДНК показаны сестринские взаимоотношения между классами 

Chlorophyceae и Trebouxiophyceae (например, Krienitz et al., 2001), в то 

время как последние исследования с большей выборкой таксонов вы-

явили бóльшую генетическую близость между классами Chlorophyceae и 

Ulvophyceae (например, Friedl, O’Kelly, 2002; Watanabe, Nakayama, 2007; 

DeWever et al., 2009). Филогенетический анализ на основе хлоропласт-

ных генов, как правило, поддерживает сестринские взаимоотношения 

между Ulvophyceae и Trebouxiophyceae (Pombert et al., 2005; Turmel et al., 

2009). Другой пример мультилокусного исследования зеленых водорос-

лей семейства Hydrodictyaceae, систематика которых до недавнего вре-

мени основывалась практически целиком на морфологических данных, 

также не внес ясности: М. Бухгейм с коллегами, используя молекуляр-

ные маркеры 18S рДНК, 26S рДНК и ITS2, подтвердили полифилетич-

ность рода Pediastrum Meyen и предположили существование еще 4 до-

полнительных родов: Stauridium, Pseudopediastrum, Monactinus и Parapedi-

astrum (Buchheim et al., 2005). Однако Х. Макманус и Л. Левис 

(McManus, Lewis, 2011), применяя для молекулярно-филогенетического 

анализа два молекулярных маркера (26S рДНК и rbcL), выделили только 

2 рода — Stauridium и Monactinus, а систематика родов Pediastrum, 

Pseudopediastrum и Parapediastrum требует уточнения и комплексного 

изучения.  

Последние два примера свидетельствует о том, что до сих пор во-

просы: «Как перевести топологию дерева в таксономический ключ?  

Всегда ли клады, выделенные по отдельным генам, соответствуют само-

стоятельным видам или другим таксонам? Какова должна быть мера 

различий между видами? Существует ли универсальный ДНК-штрихкод 

для зеленых водорослей?» — остаются открытыми и требуют дальнейших 

исследований. 

В целом, при выборе молекулярного маркера для зеленых водорос-

лей исследователю следует руководствоваться следующими принципами: 

1. Для получения надежного результата необходимо использовать 

несколько независимо эволюционирующих маркеров, например ядер-

ных и хлоропластных. Как правило, молекулярный анализ одного гена 

не обеспечивает достаточного разрешения для таксономического опре-

деления большинства организмов, а иногда дает противоречивые ре-

зультаты (как отмечено в примерах выше), которые часто связывают с 

ограниченным числом выровненных нуклеотидов или с различной ско-

ростью генетической эволюции организмов. Молекулярный анализ, ос-

нованный на использовании нескольких генов, увеличивает филогене-

тическое разрешение и лучше согласуется с морфологическими призна-

ками таксона (Gontcharov et al., 2004).  

2. Для анализа таксонов со значительным уровнем дивергенции 

(семейства, порядки) нужен менее изменчивый маркер (например, 18S) 

по сравнению с тем, который потребуется для изучения внутривидовой 

изменчивости. То есть, если в молекулярном анализе использовать 
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очень изменчивый штрихкод, то в случае популяционно-генетических 

исследований он будет работать хорошо, но на видовом уровне плохо. 

Существует риск случайного проявления завышенных оценок генетиче-

ского расстояния и, как следствие, подвиды становятся видами. В рабо-

тах часто можно наблюдать дробление одного вида на несколько, без 

подкрепления межвидовых различий морфологическими, физиологиче-

скими и цитологическими характеристиками, а также экологическими 

особенностями. 

Преимущества использования ДНК-штрихкодирования для иссле-

дований зеленых водорослей очевидны: в первую очередь, данная тех-

нология даст возможность установить видовую принадлежность орга-

низма на любой стадии ЖЦ, используя только фрагмент ДНК, что по-

зволит различать криптические виды (виды-двойники) зеленых водо-

рослей и открывать новые виды для изучения биоразнообразия планеты. 

Кроме того, использование молекулярного анализа увеличит надежность 

и точность видовой идентификации зеленых водорослей. Исследование 

и занесение в базу данных штрихкодов типовых штаммов водорослей, 

даже при потере ваучерного вида, как, например, произошло с 

Mychonastes ruminatus, позволит решить таксономические трудности. 

Филогенетические деревья, построенные по данным баркодов, с разде-

ленными по степени генетического родства видами зеленых водорослей 

на совершенно четкие клады, позволит экспертам сосредоточиться на 

поиске дополнительных диагностических признаков: морфологических, 

биохимических, физиологических, экологических и др., по которым 

данные виды наиболее различимы. Таким образом, ДНК-штрих-

кодирование не конкурирует и не исключает традиционные подходы к 

определению вида и изучению биологического разнообразия, а способ-

ствует дальнейшим исследованиям на новом уровне.  

Для успешного использования ДНК-штрихкодирования зеленых во-

дорослей в качестве инструмента таксономической идентификации и 

оценки их биоразнообразия должны выполняться 3 условия: 

1.  Для различных таксонов Chlorophyta должны быть разработаны и 

утверждены молекулярные маркеры — ДНК-штрихкоды. 

2.  Должна быть создана полная, выверенная и открытая база дан-

ных ДНК-штрихкодов для данного отдела со строгими требованиями к 

качеству данных. Проблема ошибок и неточностей в существующих 

генных банках озвучивалась уже не раз (Clark, Whittam, 1992; Bridge et 

al., 2003; Harris, 2003; Vilgalys, 2003), в то время как эффективность лю-

бого молекулярного анализа напрямую зависит от качества и количества 

данных, а следовательно, от полноты и точности базы данных.  

3.  Рутинный молекулярный анализ должен быть массовым и деше-

вым. Так, по данным Н.В. Ивановой с коллегами (Ivanova et al., 2006), 

затраты на получение последовательности штрихкода длиной до 350 п.н. 

должны укладываться в диапазон цен от 3.60 до 5.19 $. 
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Однако на сегодняшний день ДНК-штрихкод для зеленых водорос-

лей официально не утвержден. Малочисленность молекулярных данных 

зеленых водорослей представлена табл. 2. 

Таблица 2 

Видовое богатство таксонов зеленых водорослей и степень наполнения  

базы данных по ДНК-штрихкодированию 

Род (класс) 

Количество таксономи-

чески принятых видов1 

Количество видов с 

баркодами2 

Asterochloris (Trebouxiophyceae) 8 5 

Chlorococcum (Chlorophyceae) 34 2 

Chloroidium (Trebouxiophyceae) 4 1 

Chlorosarcinopsis (Chlorophyceae) 20 3 

Cladophora (Ulvophyceae) 183 13 

Cymbomonas (Prasinophyceae) 3 1 

Pseudendoclonium (Ulvophyceae) 10 1 

Rosenvingiella (Trebouxiophyceae) 5 4 

Scenedesmus (Chlorophyceae) 81 5 

Tetracystis (Chlorophyceae) 21 1 

Ulothrix (Ulvophyceae) 42 2 

1Согласно данным http://www.algaebase.org на 9.12.12 
2Согласно данным http://www.boldsystems.org на 9.12.12 

Следовательно, на современном этапе развития молекулярных тех-

нологий любой альголог при использовании филогенетического анализа 

наверняка столкнется с устойчивой проблемой большинства молекуляр-

но-филогенетических исследований — малым объемом и неравномерно-

стью охвата выборок по эколого-географическим ареалам с последую-

щей недооценкой внутривидовой изменчивости, что может привести к 

ошибочным филогенетическим реконструкциям (Leliaert et al., 2012). 

Как и в любом молекулярном анализе, результаты ДНК-штрихкодиро-

вания можно считать убедительными лишь тогда, когда подробно ис-

следована внутривидовая изменчивость — индивидуальная и географи-

ческая. Так как возможность различать близкородственные виды зеле-

ных водорослей друг от друга может быть осложнена высоким поли-

морфизмом внутри каждого из видов или, наоборот, высоким межвидо-

вым морфологическим сходством (в случае криптических видов). Кроме 

того, ДНК-штрихкодирование само по себе недостаточно для описания 

нового таксона, однако совместно с другими данными (морфологиче-

скими, биохимическими, физиологическими, экологическими и т.д.) 

может быть его основой (Hebert, Gregory, 2005). В настоящее время яс-

но, что для построения надежной филогении такой древней и разнооб-

разной группы как зеленые водоросли, нужно проанализировать огром-

ное количество генов многих видов (Philippe, Telford, 2006).  
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Таким образом, ДНК-штрихкоды могут быть использованы для так-

сономической идентификации зеленых водорослей независимо от их 

жизненной стадии и квалификации специалиста в области альгологии, 

что позволит исследователям найти криптические виды, оценить био-

разнообразие Chlorophyta, связанное с их географическим распределени-

ем и экологическими особенностями. Поиск идеального молекулярного 

маркера для всех зеленых водорослей осложняется древностью и вариа-

бельностью представителей отдела Chlorophyta. Поэтому все бóльшим 

признанием пользуется утверждение, что анализ одного гена не в со-

стоянии разрешить взаимосвязи между главными линиями зеленых во-

дорослей, и точная филогенетическая реконструкция этого отдела тре-

бует использования ряда молекулярных маркеров, современных филоге-

нетических методов и широкого набора таксонов. Проблема концепции 

вида зеленых водорослей и поиск диагностически значимых видовых 

признаков (молекулярных, морфологических, биохимических, экологи-

ческих и др.) пока остаются нерешенными, и более чем 150-летнее вы-

сказывание Ч. Дарвина (Цит.: по Дарвин, 1991): «нет непогрешимого 

критерия, позволяющего различить виды и хорошо выраженные разно-

видности … размеры различия, признаваемые необходимыми для возве-

дения двух форм в степень видов, не поддаются определению», является 

как нельзя актуальным. 

Работа выполнена при поддержке Российского Фонда Фундаменталь-

ных исследований (грант 12-04-90811-мол_рф_нр) и Федеральной Целевой 

программы "Научные и научно-педагогические кадры инновационной России 

на 2009-2013 гг." (соглашение № 8099). 
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DNA-BARCODING OF GREEN ALGAE: A REVIEW 

The features and problems of taxonomical identification of green algae are discussed in this 

review. The examples of the polyphyly in some genera of Chlorophyta and the difficulties of 

selection of diagnostic morphological properties are given. The new approach to study of 

biodiversity — DNA-barcoding are considered, its steps and requirements to DNA-barcodes 

are described. The advantages and disadvantages of eventual DNA-barcodes for green algae 

are shown. The data on successful usage of certain primers are presented for a number of 

green algae. 
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