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ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННЫХ ОРГАНИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ
И ОСВЕЩЕННОСТИ НА РОСТ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ

Введение

Скорость деления клеток, определяющая выживание популяции микроводорослей, 
зависит в первую очередь от доступности источников энергии и вещества. Для водо-
рослей, как и для всех фототрофов, важнейшим источником энергии является свет, при 
этом большое значение имеют такие его свойства, как интенсивность и спектральный 
состав [1, 2]. Многие микроводоросли способны к миксотрофному питанию — исполь-
зованию энергии света наряду с метаболизацией содержащихся в среде органических 
веществ. Такие организмы получают адаптивное преимущество, так как способны к оп-
тимальному выбору способа питания в зависимости от условий среды [3, 4]. 

Изучение влияния органических веществ на рост и развитие микроводорослей в 
естественных условиях осложнено невозможностью контроля за изменениями окру-
жающей среды. Использование лабораторных культур водорослей в качестве модели 
позволяет анализировать зависимость скорости размножения и интенсивности нако-
пления метаболитов от внешних условий [5–9]. Данные о влиянии экзогенных органи-
ческих веществ на развитие культур водорослей касаются в первую очередь ключевых 
компонентов трофического обмена, таких как глюкоза, малат, глицерин и др. Напри-
мер, при добавлении глюкозы биомасса Ankistrodesmus convolutus возрастает в пять раз 
[10], а также существенно увеличивается плотность культур Golenkinia minutissima [11], 
Platymonas subcordiformis [12], Micractinium pussilum [13]. Показано, что действие экзоген-
ных органических веществ на рост микроводорослей зависит от концентрации вносимо-
го метаболита. Например, малат и ацетат оказывают стимулирующее действие на рост 
культур зеленой водоросли Haematococcus pluvalis в концентрациях, не превышающих 
0,25%, а при более высоких концентрациях — ингибируют рост [14]. Действие глицери-
на и глицеральдегида на изменение биомассы Phaeodactylum tricornutum также зависит 
от их концентрации. При добавлении в среду глицерина в концентрации 0,01 или 0,1 М 
происходит лишь незначительное изменение скорости роста, конечная биомасса возрас-
тает на четверть, а при концентрации 1 М скорость роста падает [15]. Глицеральдегид 
оказывает стимулирующее действие в концентрации 0,01, но не 0,5 М [16]. Характер 
влияния на скорость роста водорослей вносимых органических веществ определяется 

© Р. К. Пузанский, Е. Р. Тараховская, Ю. И. Маслов, М. Ф. Шишова, 2011



86

их химической природой. Различия наблюдаются, даже если тестируемые вещества от-
носятся к одному классу соединений. Так, плотность культуры хлореллы увеличивается 
в присутствии глюкозы или галактозы, но фруктоза, манноза, ксилоза и арабиноза по-
давляют размножение водоросли [17–19]. Особенности усвоения экзогенных органиче-
ских соединений определяются частными чертами метаболизма водорослей. Например, 
клетки Euglena gracilis содержат высокоэффективные алкогольдегидрогеназы, способные 
окислять как этанол, так и спирты с более длинными и разветвленными углеродными 
цепями. Некоторые из них являются уникальными [20], другие — сходны с таковыми 
бактерий и грибов [21] или человека [22]. В клетках эвглены также обнаружены ком-
поненты микросомальной системы окисления спиртов, подобные таковым у млеко-
питающих [23]. Сходство метаболизма, по-видимому, обусловлено тем, что предками 
эвгленовых были вступившие в симбиоз с зелеными водорослями гетеротрофные жгу-
тиконосцы, филогенетически близкие к предкам Animalia. Эти особенности обменных 
процессов обеспечивают увеличение скорости деления клеток E. gracilis при утилизации 
спиртов [22, 24–27]. Разнообразием метаболизма водорослей и путей утилизации орга-
нических веществ можно объяснить различия в реакциях на внесение органики даже 
у представителей одного рода. Так, у Chlamydomonas humicola ацетат стимулирует рост 
биомассы [7], тогда как у Ch. reinhardtii подобной реакции не наблюдается [28]. Этанол и 
глицерин незначительно ингибируют рост Dunaliella primоlecta, но заметно стимулируют 
рост D. euchlora. Присутствие в среде глюкозы несколько замедляет рост культур обоих 
видов Dunaliella [15]. Таким образом, у представителей одного рода могут наблюдать-
ся межвидовые особенности в ответных реакциях на присутствие в среде органических 
субстратов. 

Представители рода Dunaliella являются удобными объектами для изучения физио-
логических реакций микроводорослей на присутствие доступных органических соеди-
нений. Для исследования метаболических и сигнальных систем, вовлеченных в инициа-
цию перехода к адаптивной миксотрофии, целесообразен сравнительный анализ роста и 
развития D. salina — гипергаллинного и D. primolecta — морского видов [29]. В ответ на 
сдвиг осмолярности окружающей среды для дуналиелл характерно изменение внутри-
клеточной концентрации глицерина [30, 31] посредством динамического баланса между 
синтетическими и катаболическими процессами [32, 33]. Интенсивность этих процессов 
опосредована различием в биотопах. Следовательно, между этими двумя видами могут 
быть выявлены метаболические различия, связанные с использованием органики. Об-
щие и частные реакции микроводорослей при изменении условий выращивания могут 
быть охарактеризованы в результате сравнительного анализа близкородственных или 
филогенетически отдаленных друг от друга миксотрофов, например при сравнении зеле-
ных водорослей и цианобактерий. Многие цианобактерии способны к миксотрофному 
питанию [34–38], в том числе представители рода Anabaena, изучению которых посвя-
щен ряд исследований и для которых ранее была показана стимуляция роста при внесе-
нии органических субстратов [39].

Таким образом, цель нашей работы заключалась в сравнительном анализе роста и 
развития культур Dunaliella primolecta, D. salina и Anabaena variabilis при авто-, гетеро- 
или миксотрофных условиях питания. 
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Материалы и методы исследования

Общая характеристика объектов и культивирование. В данной работе в качестве 
объектов были использованы представители двух видов зеленых водорослей Dunaliella 
primolecta Butcher и Dunaliella salina Teod. и цианобактерии Anabaena variabilis штамм 
CALU 458 (неазотофиксирующий), полученные из коллекции водорослей лаборатории 
микробиологии СПбГУ. Водоросли культивировали на минеральных средах (табл. 1) 
при 22°С и постоянном освеще-
нии (7500 лк) лампами дневного 
света. Культуры периодически 
перемешивались. 

Схема проведения экспери-
ментов. Водоросли предвари-
тельно культивировали в колбах 
объемом 250 мл, из которых в на-
чале каждого эксперимента от-
бирали пробы для определения 
исходной клеточной плотности, 
содержания белка и пигментов 
(исходная точка). Одновремен-
но отбирали аликвоты культур для вариантов эксперимента: а) без добавления органи-
ческих веществ (контроль); б) с добавлением глюкозы, глицерина или этанола в опытах 
D. primolecta и D. salina, а в опытах с Anabaena variabilis — глюкозы, фруктозы или этанола. 
Все органические вещества использовали в концентрации 0,5% (масса/объем). Через трое 
суток инкубацию завершали и проводили все необходимые измерения. В ходе работы 
анализировали относительные изменения плотности, содержания пигментов и белка за 
три дня. В каждом эксперименте за единицу принимали значение параметра в исходной 
точке эксперимента. Все опыты ставили в двух вариантах: при постоянном освещении и 
в темноте.

Методы определения плотности культур, количества белка и пигментов. Плот-
ность культуры определяли подсчетом клеток в камере Горяева. Для определения белка 
пробы после экстракции пигментов подвергали обработке при 100°С в растворе, содер-
жащем 0,5°M NaOH и 0,5% SDS. Концентрацию белка определяли по методу Лоури—
Фолина. Для построения калибровочной кривой использовался бычий сывороточный 
альбумин. Пигменты экстрагировали 90%-ным ацетоном с добавлением MgCO3. Расчет 
количества хлорофиллов «a», «b» и суммы каротиноидов производили после спектрофо-
тометрирования (СФ–26) по описанным в литературе формулам [40].

Использованные методы статистической и математической обработки дан-
ных. Статистическую обработку результатов проводили с помощью пакета статистиче-
ских программ SPSS 13.0. Опыты проводили в трех–шести биологических и трех анали-
тических повторностях. Достоверность различий проверяли с применением однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA). Различия считали статистически значимыми 
при p ≤ 0,05, при 0,05 < p ≤ 0,1 констатировали наличие статистической тенденции. 

Функции, описывающие изменение содержания пигментов и белка в расчете на 
клетку D. primolecta, были получены следующим образом. Сначала определяли кривую 
роста плотности культуры. Плотность измеряли в начале эксперимента и в конце, таким 

Таблица 1. Составы сред для культивирования водорослей

D. primolecta, % D. salina, % A. variabilis, %
NaCl 2,9 11,6 –
K2HPO4 0,003 0,02 –
MgSO4 1,25 5 0,05
KNO3 0,0625 0,25 0,3
Na2HPO4 – – 0,05
СaCl2 – – 0,002

П р и м е ч а н и е. Во все среды добавляли 1 мл/л сме-
си микроэлементов Cramer, Mayers 1982 (мод.)
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образом, получали набор изменений плотности за время эксперимента. Эти изменения 
соответствуют средней плотности, которую культура имела в ходе инкубации. Зависи-
мость прироста от плотности выражается уравнением

f(D) =
dD

dt
,
                                                                      

(1)

где D°— клеточная плотность, t°— время. Известно, что кривая роста культуры может 
быть аппроксимирована логистическим уравнением [41]

D(i) =
c

1 + 10a−bt
,
                                                                 

(2)

где c — верхняя асимптота функции, соответствующая максимальной плотности, a и 
b — параметры, определяющие форму кривой [42]. При нашем режиме культивирова-
ния максимальная плотность культуры составляла 9 млн кл./мл, поэтому примем с = 9. 
Производная этой функции описывается уравнением: 

                                              
(3)

Далее из уравнения (2) выразим t через D и подставим в уравнение (3), получим 
уравнение функции (1) 

f(D) =
dD

dt
=

(
1 − c

D

) · ln 10 · b · D2

c
. (4)

Данное уравнение описывает зависимость скорости роста культуры от ее плотно-
сти. Для определения параметров a и b был проведен регрессионный анализ методом 
итераций. При этом начальные значения параметров определяли исходя из того, что на-
чальная плотность культуры равна 0,09 млн кл./мл, конечная (c) 9 млн кл./мл, а скорость 
роста (dD/dt) культуры в этом случае равна нулю. 

Затем рассчитывали кривую зависимости содержания белка и пигментов в культуре 
в зависимости от времени. Данная кривая имеет два участка: первый — возрастающий и 
второй — убывающий. Искомая функция представляет собой сумму двух логистических 
уравнений с общим максимумом, из которой вычитают значение этого максимума. При 
этом первая функция — неубывающая, а вторая — невозрастающая:

M(t) =
c1

1 + 10(a1−b1t)
+ c′ +

c2

1 + 10(a2+b2t)
− c1. (5)

В этом уравнении с1 — максимальная концентрация метаболита, cʹ — конечная кон-
центрация метаболита, с2 — разница между максимальной и конечной концентрациями, 
коэффициенты a и b определяют форму кривой. Исходные значения параметров этих 
логистических кривых определяли с помощью регрессионного анализа. Для этого по-
требовалось установить значения каждой функции в двух точках. Первая точка — на-
чало культивирования (первые сутки). Вторая точка (общая для двух кривых) — это 
максимум функции (с1). Она достигает его через 17 суток. Третье значение — конечное 
содержание (сʹ), которого тестируемые метаболиты достигают приблизительно на 28–
30-е сутки. Значения параметров приведены в табл. 2. Методом итераций находим функ-
цию, описывающую зависимость содержания белка и пигментов в культуре от времени.

dD

dt
= f(t) =

−bc ln 10 · 10(a+bx)

(1 + 10(a+bx))2
.
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Таблица 2. Концентрации пигментов и белка в 1 мл культуры
на разных сроках культивирования, используемые в качестве параметров

в регрессионном анализе

1-е сутки 17-е сутки 30-е сутки
Хлорофилл «а», мкг/мл 0,01 3,5 1,0
Хлорофилл «b», мкг/мл 0,0035 1,3 0,35
Каротиноиды, мкг/мл 0,01 2,7 1,0
Белок, мкг/мл 0,7 250 70

Далее определяли зависимость содержания белка и пигментов в клетке и в куль-
туре в зависимости от плотности. Для этого время выразили через плотность из урав-
нения (2): 

t =
lg

(
c−D

D

)− a

b
(6)

и подставили в уравнение (5). Полученная функция описывает концентрацию пигмен-
тов или белка в культуре в зависимости от плотности:

M(D) =
c1

1 + 10

[
a1−b1

lg( c−D
D )−a

b

] + c′ +
c2

1 + 10

[
a2+b2

lg( c−D
D )−a

b

] − c1, (7)

разделив правую часть уравнения (7) на D получим уравнение описывающие количество 
пигментов или белка в клетке в зависимости от плотности.

Для регрессионного анализа использовали те же исходные значения параметров, 
что и для нахождения функции содержания метаболитов в культуре в зависимости от 
времени. 

Результаты исследования

Характеристика роста Dunaliella primolecta. Рост плотности культуры описыва-
ется логистической функцией (2). После определения параметров при помощи регрес-
сионного анализа уравнение роста культуры Dunaliella primolecta (2) принимает следую-
щий вид (рис.  1, б)

D(t) =
9

1 + 10(2+0,138·t) .

При изменении плотности культуры меняется скорость ее роста. Этот процесс но-
сит нелинейный характер и описывается уравнением (4), которое после проведения ре-
грессионного анализа имеет вид (рис. 1, а)

При росте плотности культуры D. primolecta количество белка, хлорофилла «а», 
«b» и каротиноидов в культуре возрастает, а затем несколько снижается (рис. 2). Так-
же происходит постепенное снижение количества белка и пигментов в расчете на клет-
ку (рис. 3). Снижение количества пигментов и белка в клетках при росте плотности

f(D) =
dD

dt
=

0, 318 · ( 9
x − 1

) · x2

9
.
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Рис. 1. Изменение скорости роста культуры D. primolecta в зависимости от кле-
точной плотности (а). Кривая роста клеточной плотности D. primolecta, полу-

ченная из функции кривой на рис. 1, а (б)

Рис. 2. Динамика содержания белка и пигментов в культуре D. primolecta:
Зависимость содержания: а —  белка от клеточной плотности, б — хлорофилла «а» от клеточ-

ной плотности, в — белка от времени, г — хлорофилла «а» от времени.
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культуры происходит синхронно, что подтверждается корреляционным анализом. Зна-
чения коэффициента Пирсона, рассчитанные после приведения зависимости к виду, 
близкому к линейному, путем логарифмирования, приведены в табл. 3. Можно видеть, 
что значения коэффициентов Пирсона соответствуют сильной корреляции (> 0,7), а зна-
чения коэффициентов значимости подтверждают ее достоверность (< 0,001). 

Таблица 3. Значения коэффициентов корреляции плотности, содержания белка и пигментов
в клетках D. primolecta

Статистика Хлорофилл «а» Хлорофилл «b» Каротиноиды Белок
Плотность Коэффициент

корреляции Пирсона
– 0,670 – 0,776 – 0,764 – 0,771

Белок То же 0,791 0,799 0,804 –

Фотосинтетические пигменты в клетке синтезируются белками-ферментами и вхо-
дят в состав пигмент-белковых комплексов. Можно предположить, что непосредствен-
ной причиной снижения количества пигментов в расчете на клетку является снижение 
количества белка, а не рост плотности культуры. Для уточнения гипотезы о роли ко-
личества белка в синтезе пигментов в клетках был проведен частный корреляционный 
анализ. Его данные показывают, что при устранении влияния переменной, отражающей 
содержание белка, связь между количеством белка в клетке и плотностью культуры ста-

Рис. 3. Зависимость содержания белка и пигментов в клетках D. primolecta  от  плот-
ности культуры
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новится незначимой. Таким образом, подтверждается гипотеза о ключевой роли белка в 
определении количества пигментов в клетках (табл. 4). 

Таблица 4. Значения коэффициентов корреляции плотности культуры и пигментов
в клетках D. primolecta после исключения искажающей переменной,

описывающей содержание белка

Хлорофилл «а» Хлорофилл «b» Каротиноиды
Плотность – 0,272 – 0,243 – 0,253

Уровень значимости, 
двусторонний 0,393 0,440 0,428

Для выяснения динамики содержания пигментов и белка в суспензии D. primolecta 
был проведен регрессионный анализ, в результате которого были выведены следующие 
12 уравнений (см. рис. 2 и 3): 

1) зависимость содержания белка от времени (расчет на 1 мл суспензии):

250
1 + 10(1,35−0,126t)

+
180

1 + 10(−3,13+0,167t)
− 180;

2) зависимость содержания белка от плотности (расчет на 1 мл суспензии): 
250

1 + 10(−0,89+lg 9−D
D )

+
180

1 + 10(−0,249−0,986 lg 9−D
D )

− 180;

3) зависимость содержания белка от плотности (расчет на 1 млн клеток): 
[

250

1 + 10(−1,84+2,59 lg 9−D
D )

+
180

1 + 10(−0,24−1,50 lg 9−D
D )

− 180
]
÷ D;

4) зависимость содержания хлорофилла «а» от времени (расчет на 1 мл суспензии): 

3, 5
1 + 10(1,51−0,156t)

+
2, 5

1 + 10(−4,03+0,183t)
− 2, 5;

5) зависимость содержания хлорофилла «а» от плотности (расчет на 1 мл суспензии):

3, 5

1 + 10(−0,8+1,17 lg 9−D
D )

+
2, 5

1 + 10(−1,19−1,08 lg 9−D
D )

− 2, 5;

6) зависимость содержания хлорофилла «а» от плотности (расчет на 1 млн клеток): 
[

3, 5

1 + 10(−0,96+1,36 lg 9−D
D )

+
2, 5

1 + 10(−0,898−0,841 lg 9−D
D )

− 2, 5
]

: D;
 

7) зависимость содержания хлорофилла «b» от времени (расчет на 1 мл суспензии): 

1, 3
1 + 10(2,57−0,245t)

+
0, 95

1 + 10(−3,80+0,200t)
− 0, 95;

8) зависимость содержания хлорофилла «b» от плотности (расчет на 1 мл суспензии):
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1, 3

1 + 10(−0,599+1,08 lg 9−D
D )

+
0, 95

1 + 10(−1,59−2,31 lg 9−D
D )

− 0, 95;

9) зависимость содержания хлорофилла «b» от плотности (расчет на 1 млн клеток):[
1, 3

1 + 10(−0,596+1,06 lg 9−D
D )

+
0, 95

1 + 10(−1,78−2,59 lg 9−D
D )

− 0, 95
]

: D;

10) зависимость содержания каротиноидов от времени (расчет на 1 мл суспензии): 

2, 7
1 + 10(2,09−0,165t)

+
1, 7

1 + 10(−16,96+0,734t)
− 1, 7;

11) зависимость содержания каротиноидов от плотности (расчет на 1 мл суспензии): 

2, 7

1 + 10(−0,623+1,10 lg 9−D
D )

+
1, 7

1 + 10(−4,81−4,80 lg 9−D
D )

− 1, 7;

12) зависимость содержания каротиноидов от плотности (расчет на 1 млн клеток): [
2, 7

1 + 10(−0,85+1,37 lg 9−D
D )

+
1, 7

1 + 10(−4,35−4,34 lg 9−D
D )

− 1, 7
]

: D.

Рост культур D. salina и A. variabilis. В период экспоненциального роста у D. salina 
и A. variabilis плотность культур возрастала с 0,5 до 5 млн кл./мл. Характеристики куль-
тур A. variabilis и D. salina, такие как плотность, количественный состав пигментов и 
содержание белка, приведены в табл. 5. Из табл. 5 видно, что при культивировании не 
выявлено изменения содержания белка и пигментов в клетках в зависимости от плот-
ности культуры. 

Таблица 5. Характеристики культур микроводорослей в фазе роста

Скорость 
деления клеток 
в фазе роста, 

деления/сутки

Хлорофилл «а», 
мкг/млн кл.

Хлорофилл «b» 
(мкг/млн кл.) ± 

стандартная
ошибка среднего

Каротиноиды 
(мкг/млн кл.) ± 

стандартная 
ошибка среднего

Белок
(мкг/млн кл.) ± 

стандартная 
ошибка среднего

D. salina 0,53 ± 0,145 0,407 ± 0,011 0,635 ± 0,059 1,41 ± 0,107 54,42 ± 11,47
A. variabilis 0,58 ± 0,017 0,239 ± 0,022 Не обнаружено 0,094 ± 0,016 18,0 ± 1,73

Исследование влияния органических субстратов на динамику плотности куль-
тур микроводорослей. Влияние органических веществ на динамику клеточной плот-
ности анализировали для D. primolecta в фазах роста и стационарной, а для D. salina и 
A. variabilis — в фазе роста. Полученные результаты свидетельствуют, что проанализи-
рованные органические вещества не оказывают влияния на рост культуры D. primolecta 
независимо от фазы ее роста (рис. 4), тогда как D. salina на стадии экспоненциального 
роста увеличивает скорость роста плотности культуры в 3 раза при внесении глюкозы 
(см. рис. 4). Данный эффект отсутствует при действии глицерина и этанола. Растущие
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культуры A. variabilis увеличивают скорость деления клеток приблизительно в 2,5 раза 
при добавлении фруктозы. Глюкоза и этанол оказывают значительно более слабый эф-
фект (см. рис. 4). Ни один из исследованных субстратов не был способен поддерживать 
гетеротрофный рост культур всех трех видов водорослей.

Влияние органических субстратов на содержание белка. Увеличение числа кле-
ток в культуре — не единственный процесс, обусловливающий накопление биомассы 
под воздействием используемых субстратов. В ряде случаев метаболиты стимулируют 
синтетическую активность клеток, не вызывая увеличения скорости деления. Индика-
тором синтетической активности клеток может служить содержание белка. На рис. 5 по-
казано, каким образом изменялось содержание белка в клетках стационарной культуры 
Dunaliella primolecta при постоянном освещении. Можно видеть, что глюкоза способ-

ствует большему (на 25%) накоплению белка в клетках. По результатам статистического 
анализа (ANOVA) различия существуют лишь на уровне тенденции (значимость 0,08), 
а из апостериорных тестов лишь LSD (многократный t-тест без альфа-коррекции) дает 
соответствующую группировку. В фазе интенсивного роста, а также при выращивании 
культур в темноте данный эффект не выявлен. 

У D. salina изменения содержания белка в клетках при добавлении глюкозы не вы-
явлено. 

Добавление глюкозы, фруктозы и этанола не приводит к изменению содержания 
белка в клетках Anabaena variabilis, независимо от условий освещения.

Рис. 5.  Изменение количества белка в клетках 
стационарной культуры D. primolecta, находя-
щейся при постоянном освещении в течение 
трех суток, после добавления органических

веществ

Рис. 4. Изменение клеточной плот-
ности растущих культур водорослей, 
находившихся при постоянном осве-
щении за трое суток при добавлении 

органических веществ
За единицу принято значение плотности 
культуры в начале эксперимента; звездоч-
кой отмечены достоверные различия; ин-
тервалами показано стандартное отклоне-

ние (то же для рис. 5).
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Обсуждение результатов исследования

В ходе проведенного исследования показано, что содержание белка и пигментов в 
клетках нелинейно зависит от времени культивирования и плотности исследованных 
культур Dunaliella primоlecta. Зависимость содержания пигментов и белка в клетках от 
времени и плотности можно объяснить различиями в метаболизме клеток, в том чис-
ле интенсивности синтеза белка на разных стадиях развития культуры. Рост культуры 
можно разделить на три фазы. В начале роста скорость деления клеток невелика, и в них 
накапливаются метаболиты. По-видимому, это связано с тем, что после посева культуры 
индукция деления происходит медленнее, чем активация синтеза белка и пигментов, так 
как для начала деления клеток необходим запуск метаболических и сигнальных систем, 
а также накопление достаточного количества метаболитов. Тем самым синтез белка ак-
тивируется и достигает максимума быстрее, чем деление клеток. Затем культура плавно 
переходит в стадию экспоненциального роста. На этой стадии количество белка и пиг-
ментов в расчете на клетку падает, по причине отставания скорости синтеза белка от 
скорости деления. Аналогичное явление было обнаружено ранее у других водорослей. 
Например, при добавлении этанола в среду культивирования E. gracilis происходит уве-
личение скорости роста клеточной плотности, а количество белка в расчете на клетку 
снижается [22]. Далее культура переходит к стационарной фазе, при этом скорость деле-
ния клеток снижается, незадолго до конца экспоненциальной фазы количество белка и 
пигментов в расчете на объем культуры также начинает снижаться (см. рис. 1, 2, 3). 

Репрессия синтетических процессов и начало снижения количества метаболитов в 
клетках предшествует переходу культуры в стационарную фазу. При переходе к стаци-
онарной фазе количество белка и пигментов падает приблизительно в три раза, что, по-
видимому, связано со снижением интенсивности синтетических процессов.

Внесение экзогенных органических веществ, утилизируемых клетками водорослей 
в качестве источников энергии и углерода, вызывает изменение скорости накопления 
биомассы и деления клеток различных водорослей [14–19, 43–45]. Однако нами уста-
новлено, что добавление глюкозы, глицерина или этанола к клеткам D. primolecta не вы-
зывает изменения плотности культуры ни на стадии экспоненциального роста, ни в ста-
ционарной фазе развития вне зависимости от наличия освещения. Данный факт свиде-
тельствует о неспособности этого штамма к эффективному миксотрофному росту. В то 
же время внесение глюкозы в среду растущей культуры D. salina приводит к увеличению 
скорости роста, что указывает на наличие межвидовых различий в реакциях на добав-
ление подобного метаболита. Полученные результаты хорошо согласуются с литератур-
ными данными [15] о реакциях представителей рода Dunaliella на внесение органических 
соединений. Выявленные межвидовые различия могут быть обусловлены трофической 
специализацией разных видов. Можно предположить, что D. primоlecta является более 
специализированным автотрофом, по сравнению с D. salina, способной утилизировать 
экзогенную глюкозу и перестраивать свой метаболизм для обеспечения более интенсив-
ного размножения при миксотрофном питании. 

В то же время нельзя полностью отрицать способность к миксотрофному питанию 
у D. primolecta. В ряде случаев клеткам требуется длительный адаптационный период 
для перестройки метаболизма, необходимой при миксотрофном или гетеротрофном 
питании. По литературным данным глюкоза положительно влияет на скорость роста 
Platymonas subcordiformis только после 48-часовой лаг-фазы [12]. Добавление глюкозы
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в среду выращивания цианобактерии Nostoc linckia вызывало интенсификацию деления 
лишь через четыре дня [37]. Переход красной водоросли Galdieria sulphuraria от авто-
трофного роста к гетеротрофному происходит после лаг-фазы длительностью 45 дней. 
Продолжительность лаг-фазы прямо пропорциональна длительности предварительного 
фотоавтотрофного культивирования [46]. Таким образом, отсутствие заметного эффек-
та глюкозы на D. primolecta в нашем исследовании может объясняться недостаточной 
продолжительностью воздействия.

На незначительную способность D. primolecta утилизировать экзогенную органику 
указывает увеличение количества белка в клетках при добавлении глюкозы в культуру, 
находящуюся в состоянии, близком к стационарному. В фазе активного роста подобной 
реакции не выявлено. Возможно, эта способность связана с различиями в физиологиче-
ском состоянии клеток на разных стадиях развития культуры, а следовательно, с разли-
чиями в содержании белка в клетках. Данный эффект не наблюдался при выращивании 
клеток в темноте, что согласуется с тем, что данному организму, как специализирован-
ному автотрофу, необходим свет для поглощения органики и синтеза белка. У типичных 
миксотрофов снижение интенсивности фотоавтотрофного питания индуцирует усвое-
ние экзогенной органики [13, 27, 47–50]. В то же время у D. salina значимого изменения 
содержания белка в расчете на клетку при добавлении органических веществ не выяв-
лено.

Многочисленные литературные данные свидетельствуют о положительном влия-
нии органических веществ на рост культур таких цианобактерий, как Synechococcus [51], 
Spirulina platensis [36, 38, 52], Nostock muscorum, Anacystis nidulans [53, 54]. В нашем ис-
следовании при добавлении фруктозы в среду культивирования Anabaena variabilis про-
исходило значительное увеличение скорости роста культуры, что согласуется с резуль-
татами других исследований [39, 53, 54]. Сходная реакция была выявлена при добавле-
нии этанола, что указывает на способность утилизации анабеной этих двух субстратов 
и увеличениe продуктивности цианобактерии. Отсутствие положительного действия 
глюкозы на рост культуры анабены согласуется с данными о неспособности A. variabilis 
утилизировать глюкозу и сахарозу при культивировании на среде, содержащей нитра-
ты в качестве источника азота [53, 55]. Ни один из использованных нами субстратов 
не был способен поддерживать рост цианобактерии в темноте. Известно, что для не-
которых штаммов A. variabilis описана возможность гетеротрофного культивирования, 
однако большинство штаммов анабены неспособны к росту в темноте [56]. Торможение 
или остановка ростовых процессов в отсутствии освещения описаны и для других циа-
нобактерий. При помещении плектонемы в гетеротрофные условия происходит восьми-
кратное падение скорости роста [57], а Agmenellum quadroplicatum, метаболизирующий 
глицерин в качестве единственного источника углерода, не способен к росту в темноте 
[34, 58]. 

Заключение

Таким образом, у представителей рода Dunaliella выявлены межвидовые различия 
в реакциях на добавление органических веществ. D. primolecta не увеличивает скорости 
роста при добавлении органических субстратов, что свойственно специализированным 
автотрофам. Скорость роста культур D. salina и A. variabilis повышается при добавлении 
глюкозы и фруктозы соответственно, что сближает эти организмы с миксотрофами из 
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различных групп водорослей. Полученные результаты позволяют сделать заключение, 
что способность к увеличению скорости роста при миксотрофном питании зависит в 
большей степени от частных особенностей метаболизма, чем от уровня организации 
растительной клетки. Исследованные нами водоросли не способны к гетеротрофному 
росту с использованием органических субстратов, что говорит о ведущей роли фотосин-
тетических процессов (облигатная фототрофия). 

Работа частично поддержана из средств темы гос. регистр. 01201052819 и РФФИ 
(грант № 10-04-01035-а).
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