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Исследовали влияние света высокой интенсивности (480 мкмоль квантов/(м2 · с)) и солености (160 и 200 г/л
NaCl) на рост, состав пигментов и жирных кислот (ЖК), суммарных липидов клеток трех новых штаммов
галофильных одноклеточных зеленых водорослей рода Dunaliella. По нуклеотидной последовательности
кластера рибосомальных генов ITS1–5.8S рРНК–ITS2, а также по наличию способности к накоплению вто&
ричного (не связанного с фотосинтетическим аппаратом) β&каротина штаммы Dunaliella sp. BS1 и BS2 иден&
тифицированы как D. salina, штамм Dunaliella sp. R5 – как D. viridis. В оптимальных условиях среди пигмен&
тов у изученных организмов преобладали хлорофиллы и первичные каротиноиды (главным образом люте&
ин), основными ЖК были ненасыщенные С18&ЖК, характерные для структурных липидов мембран тила&
коидов. У всех изученных организмов стрессоры вызывали снижение содержания хлорофиллов и рост доли
ненасыщенных С16& и С18&ЖК, характерных для запасных липидов. У каротиногенного вида D. salina наб&
людали 10&кратный рост содержания каротиноидов в клетках при снижении пропорции лютеина и росте
доли β&каротина до 75% суммы этих пигментов. У D. viridis содержание каротиноидов увеличивалось в
1,5 раза без изменения соотношения доминирующих каротиноидов. Обсуждаются механизмы устойчивос&
ти к стрессам у видов Dunaliella с различной способностью к каротиногенезу в связи с устойчивостью гало&
фильных микроводорослей к фотоокислительному повреждению, а также перспективы использования но&
вых штаммов Dunaliella для биотехнологического получения β&каротина.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: галотолерантность, жирные кислоты, каротиноиды, молекулярная идентификация,
стресс, хлорофиллы, фотоадаптация.

Галофильные одноклеточные водоросли
(микроводоросли) рода Dunaliella (Chlorophyta,
Chlorophyceae) являются основными представи&
телями фитопланктона и продуцентами органи&
ческого вещества в континентальных гиперга&
линных водоемах с нестабильными, часто не&
благоприятными условиями среды [1, 2]. Среди
галофильных видов особое внимание исследо&
вателей привлекает вид Dunaliella salina, способ&
ный к накоплению при действии стрессоров

значительных (до 10% от сухого веса клеток) ко&
личеств вторичного (не связанного структурно
либо функционально с фотосинтетическим ап&
паратом) β&каротина [3–5]. Благодаря этой осо&
бенности D. salina является важнейшим источ&
ником натурального β&каротина, получаемого
биотехнологическим путем из микроводорослей
[2, 6].

Способность к вторичному каротиногенезу,
наряду с прочими факторами, определяет высо&
кую толерантность отдельных представителей
рода Dunaliella к экстремально высоким уров&
ням солености, интенсивности света и темпера&
туры, а также дефициту элементов минерально&
го питания [7–9]. У микроводорослей, включая
Dunaliella, индуцированный действием стрессо&
ров вторичный каротиногенез связан с редукци&
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ей фотосинтетического аппарата и переключе&
нием липидного метаболизма на биосинтез за&
пасных нейтральных липидов [10–12]. Исследо&
вания координированного биосинтеза вторич&
ных каротиноидов (Кар) и запасных липидов
представляют значительный интерес для рас&
шифровки механизмов стресс&устойчивости од&
ноклеточных фототрофных организмов. Следу&
ет также отметить, что выраженный каротино&
генный ответ на действие стрессоров характерен
не для всех представителей рода Dunaliella, и
способность к каротиногенезу является одним
из признаков, отличающих вид D. salina.

С учетом сказанного, наше внимание при&
влек ряд новых штаммов Dunaliella c различной
способностью к каротиногенезу, выделенных из
гипергалинных водоемов на территории России
и предварительно идентифицированных как
D. salina [13]. В настоящей работе был уточнен
таксономический статус новых штаммов Dunaliella,
исследованы индукция каротиногенеза и изме&
нения профиля жирных кислот (ЖК) липидов
клеток этих организмов при действии света вы&
сокой интенсивности и высоких концентраций
NaCl в среде. Полученные данные обсуждаются
в связи с устойчивостью галофильных микрово&
дорослей к фотоокислительному повреждению
и возможностью использования новых штаммов
Dunaliella в биотехнологии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты и условия культивирования. В работе
использовали альгологически чистые культуры
микроводорослей, выделенные из мелких эфе&
мерных водоемов вблизи впадения реки Боль&
шая Сморогда в озеро Эльтон (Волгоградская
область, Россия) – штаммы Dunaliella sp. BS1 и
BS2, а также из гипергалинного озера Развал
(Оренбургская область, Россия) – Dunaliella sp.
R5 (предварительно идентифицированный как
D. salina и депонированный в альгологическую
коллекцию Института физиологии растений
им. К.А. Тимирязева РАН с присвоением иден&
тификатора IPPAS D&232 [13]).

Клетки микроводорослей выращивали по
ранее описанной методике [14]: в 600 мл среды
ОПСМ (основная питательная смесь модифици&
рованная, состав: NaCl – 160 г, MgSO4 · 7 H2O –
50 г, KNO3 – 2,5 г, K2HPO4 – 0,2 г, NaHCO3 – 1,0 г,
водопроводная вода – до 1 л) в стеклянных ци&
линдрах диаметром 6,6 см и емкостью 1,5 л, при
постоянном освещении светодиодными лампа&
ми белого света (480 мкмоль фотонов/(м2 · с)
ФАР). Интенсивность освещения измеряли
квантометром LiCor 850 («LiCor», США). Куль&

туру непрерывно продували атмосферным воз&
духом (0,3 л на 1 л культуры в минуту) и поддер&
живали температуру 27°. В отдельных экспери&
ментах содержание NaCl в среде увеличивали до
200 г/л. Начальная плотность культуры состав&
ляла 3 · 105 (штаммы Dunaliella sp. BS1, BS2) и
2,3 · 106 клеток/мл (штамм Dunaliella sp. R5). Вре&
менные препараты клеточных суспензий мик&
роскопировали с использованием фотомикрос&
копа Nikon Eclipse 90i («Nikon», Япония). Чис&
ленность клеток микроводорослей определяли
под микроскопом с помощью камеры Горяева.

Выделение геномной ДНК, определение и ана?
лиз нуклеотидных последовательностей. Для вы&
деления ДНК биомассу (2–5 мг сухого веса)
осаждали центрифугированием, подвергали
трехкратному замораживанию–оттаиванию и
инкубировали в течение 1 ч в 300 мкл цитрат&
фосфатного буфера (pH 5,0) с 1 мкМ ЭДТА и
2% Ds&Na при 40°. К образцам добавляли 1 M
NaCl и оставляли на ночь для высаливания бел&
ков, после чего ДНК экстрагировали стандарт&
ным фенол&хлороформным методом [15]. Чис&
тоту препаратов ДНК проверяли путем электро&
фореза в 1,5%&ном агарозном геле, содержав&
шем 0,2 мкг/мл бромида этидия.

Для амплификации фрагмента ДНК (~600 п.н.),
включающего внутренние транскрибируемые
спейсеры, ITS1 и ITS2 (фрагмент), а также ген
5.8S рРНК из кластера ядерных рибосомальных
генов (ITS1–5.8S рРНК–ITS2), использовали
праймеры 3'&GCCTGCCTACCCAGTTGCG&5' и
5'&GAACCTGCGGAAGGATCATTG&3' [16]. Амп&
лификацию методом ПЦР осуществляли на
амплификаторе Mastercycler Gradient («Eppendorf»,
Германия) с использованием Taq&полимеразы
(«Евроген», Россия) по следующей программе:
95°, 3 мин – начальная денатурация; 30 циклов:
95° – 20 с, 55° – 30 с, 72° – 35 с; заключительная
элонгация – 72°, 5 мин. Продукт ПЦР очищали
с помощью набора Cleanup Standard («Евроген»)
по протоколу производителя. Последователь&
ность нуклеотидов определяли на автоматичес&
ком секвенаторе 3730 DNA Analyzer («Applied
Biosystems», США).

Поиск гомологичных последовательностей
вели в базе данных NCBI GenBank (база nr/nt) с
помощью онлайн&сервиса BLAST [17]; данные
анализировали с помощью программы MEGA
6.06 [18]; множественное выравнивание нуклео&
тидных последовательностей осуществляли по
алгоритму MUSCLE [19] с параметрами по
умолчанию (см. Приложение).

Экстракция и анализ пигментов и жирных кис?
лот суммарных липидов. Фотосинтетические пиг&
менты экстрагировали из клеток микроводорос&
лей смесью хлороформа c метанолом (2 : 1, v/v),
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содержание хлорофиллов (Хл) а и b, а также
суммы каротиноидов (Кар) определяли спект&
рофотометрически в хлороформной фракции
экстракта [20], состав ЖК суммарных липидов
клеток микроводорослей анализировали мето&
дом газовой хроматографии с масс&селектив&
ным детектированием [14].

Эксперименты проводили в трехкратной пов&
торности. Результаты представляли как средние
значения ± s.d. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования вторичного каротиногенеза
одноклеточных водорослей важны как для рас&
шифровки механизмов стресс&устойчивости
фотоавтотрофных организмов, так и для биотех&
нологического получения ценных каротиноид&
ных пигментов [8, 10]. В этой связи значитель&
ный интерес представляют новые потенциально
каротиногенные микроорганизмы, такие как
исследованные в настоящей работе новые
представители рода Dunaliella. По цитоморфо&
логическим критериям все исследованные
штаммы микроводорослей были предваритель&
но отнесены к виду D. salina, однако обнаружен&
ные в ходе настоящей работы существенные фи&
зиолого&биохимические различия (в частности,
по способности к каротиногенному ответу, см.
ниже) обусловили необходимость уточнения их
таксономического статуса. С этой целью были
амплифицированы фрагменты геномной ДНК,
включающие частичные последовательности ITS1
и ITS2, а также полную последовательность гена
5.8S рРНК, и определены их нуклеотидные по&
следовательности (GenBank ID: штамм BS 1 –
KT013269; BS 2 – KT013270; R5 (IPPAS D&232) –
KT013271). Сопоставление полученных после&
довательностей ITS1–5.8S рРНК–ITS2 с тако&
выми для микроводорослей с установленным
таксономическим статусом выявило высокую
(95–99%) гомологию с последовательностями
представителей рода Dunaliella (Volvocales,
Dunaliellaceae). Последовательности штамма
Dunaliella sp. R5 кластеризовались (рис. S1 При&
ложения) с последовательностями штаммов,
составляющих кладу «viridis clade III». С учетом
этих обстоятельств штамм Dunaliella sp. R5 мож&
но отнести к виду D. viridis [21]. Последователь&
ности штаммов Dunaliella sp. BS1 и BS2 класте&
ризовались с таковыми штаммов, принадлежа&
щими к кладе «salina clade III» [21], что позволя&
ет отнести их к виду D. salina.

Поскольку особый интерес в контексте нас&
тоящего исследования представлял каротино&
генный ответ, динамику численности и морфо&

логию клеток отслеживали при действии света
высокой интенсивности (480 мкмоль квантов
ФАР/(м2 · c)) и повышенной концентрации
NaCl в среде культивирования (160 и 200 г/л) –
факторов, наиболее эффективно индуцирую&
щих накопление вторичных каротиноидов у
Dunaliella [2–5].

Установлено, что штаммы, отнесенные к раз&
ным видам, существенно различались по дина&
мике численности клеток при культивировании
(рисунок). Так, для культур D. salina BS1 и BS2
(рисунок, а) в первые девять суток была харак&
терна низкая скорость роста. После девяти суток
культивирования рост культуры резко ускорял&
ся, и численность клеток возрастала в 3–4 раза.
На 16&е сутки (в отдельных случаях – на 11&е)
рост замедлялся и сменялся резким падением
численности клеток. При этом эффект повыше&
ния концентрации NaCl в среде культивирова&
ния был слабо выраженным. В аналогичных экс&
периментальных условиях наблюдали гибель кле&
ток культуры D. viridis R5, засеянных с началь&
ной плотностью, близкой к таковой культуры
D. salina (данные не приведены). Повышение на&
чальной плотности культуры D. viridis R5 позво&
лило избежать гибели клеток, но и в этом случае
не наблюдали роста культуры (при концентра&
ции NaCl 160 г/л; рисунок, б, кривая 1), а при по&
вышении солености до 200 г/л численность кле&
ток заметно снижалась (рисунок, б, кривая 2).

Культивирование микроводорослей при
действии факторов, индуцирующих каротино&
генез, сопровождалось морфологическими из&
менениями клеток микроводорослей, характер
которых различался в зависимости от вида. У
D. viridis R5 происходило изменение окраски
клеток с зеленой на желтую, в цитоплазме появ&
лялись бесцветные включения (рис. S2 Прило&
жения). Клетки D. salina BS1 и BS2 увеличива&
лись в размерах, округлялись, в клетках обнару&
живались крупные включения округлой формы.
Клетки этих штаммов приобретали сначала
желтоватый оттенок, а затем равномерную ко&
ричнево&оранжевую или кирпично&красную ок&
раску (рис. S2 Приложения), типичную для ка&
ротиногенных видов Dunaliella [1–4].

Исходные культуры D. viridis R5, выращен&
ные в оптимальных для роста условиях, облада&
ли сходным пигментным составом, сравнитель&
но высоким содержанием Хл и, по данным жид&
костно&хроматографического анализа, сравни&
тельно низкой долей β&каротина в суммарном
содержании Кар (табл. 1), типичной для первич&
ных Кар зеленых водорослей и высших расте&
ний, выращенных в оптимальных условиях [22].
В клетках D. salina BS1 и BS2 исходное содержа&
ние β&каротина было на 15–20% выше (табл. 1).
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При культивировании в стрессовых услови&
ях, как правило, наблюдали снижение общего
содержания Хл при росте соотношения Хл а/b.
Повышение абсолютного содержания Кар и со&
отношения Кар/Хл также являлось общей тен&
денцией, однако исследованные организмы рез&
ко различались по величине этих изменений: ес&
ли у D. viridis R5 эти параметры увеличивались в
~1,5 раза, то у D. salina BS1 и BS2 зарегистриро&
ван рост более чем на порядок (табл. 1). При
этом профиль Кар у D. viridis R5 не изменялся,
тогда как у D. salina BS1 и BS2 доля β&каротина
увеличивалась до 75–88% общих Кар, преиму&
щественно за счет пропорционального сниже&
ния доли лютеина (табл. 1). Снижение относи&
тельного содержания лютеина, выполняющего,
главным образом, функцию светосбора, согла&
суется с наблюдаемым снижением содержания
Хл; эти процессы могут быть проявлением ти&
пичного для микроводорослей ответа на
действие стрессоров различной природы, вклю&
чающего редукцию антенных комплексов, сни&
жающего потенциально высокий при стрессе
риск фотоокислительного повреждения [23].

Вышеописанные изменения пигментного сос&
тава сопровождались характерной динамикой
профиля ЖК&состава суммарных липидов кле&
ток (табл. 2). Во всех вариантах опыта основны&
ми ЖК были миристиновая (14 : 0, 0,8–12,8%),

пальмитиновая (16 : 0, 22,4–38,3%), пальмитоле&
иновая (16 : 1, 1,8–11,9%), гексадекатетраеновая
(16 : 4, 0,8–13,6%), стеариновая (18 : 0, 0,7–11,4%),
а у D. viridis – также α&линоленовая (18 : 3,
16,8–36,9%). Помимо этого были обнаружены
минорные ЖК: пентадекановая (15 : 0), марга&
риновая (17 : 0), арахиновая (20 : 0) и цис&вакце&
новая (18 : 1), массовая доля каждой из которых
не превышала 0,3%. В ходе культивирования
D. salina BS1 в среде с 160 г/л NaCl доля мирис&
тиновой кислоты в суммарных липидах клеток
снижалась в 2,3 раза, в то время как у других
штаммов ее концентрация значительно возрас&
тала к концу культивирования (в 2,6–12,8 раза),
при этом у D. salina BS1 и D. viridis увеличива&
лось содержание пальмитиновой и стеариновой
ЖК, что говорит об активном синтезе ЖК в
клетках этих водорослей и о конверсии мирис&
тиновой ЖК в пальмитиновую с последующей
элонгацией до стеариновой. Эти насыщенные
ЖК, как известно, преобладают в запасных ли&
пидах – триацилглицеринах [24]. У штамма BS2,
а также при культивировании D. salina в среде с
200 г/л NaCl были отмечены сходные тенденции
изменения ЖК&состава. Следует отметить зна&
чительное снижение триненасыщенных ЖК
(представленных, главным образом, α&линоле&
новой кислотой, ассоциированной с гликоли&
пидами мембран тилакоидов [24]) у D. viridis.

Динамика численности клеток микроводорослей D. salina (а) и D. viridis (б), культивируемых на свету высокой интенсив&
ности на среде с концентрацией NaCl 160 (1, 3) либо 200 г/л (2, 4)
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Таблица 1. Пигментный состав клеток исследованных галофильных водорослей рода Dunaliella при засеве (0 сут) и после
23 сут культивирования при 480 мкмоль квантов/(м2 · с) и различной концентрации NaCl в среде культивирования
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При культивировании в присутствии 160 г/л
NaCl в среде этот процесс сопровождался рос&
том доли диненасыщенных ЖК, а при более ин&
тенсивном действии данного стрессора (200 г/л
NaCl) – ростом мононенасыщенных ЖК. По
всей видимости, подобные изменения состава
ЖК отражают функционирование двух меха&
низмов приспособления к действию стрессоров:
редукции мембран тилакоидов и индукции син&
теза запасных липидов, обеспечивающих сток
избыточных фотоассимилятов при замедлении
деления клеток [25]. Эти особенности объясня&
ют тот факт, что у каротиногенных видов
Dunaliella накопление β&каротина сильнее кор&
релирует с ростом доли пальмитиновой и олеи&
новой кислот, чем с общим содержанием ЖК в
клетке [10]. Эта особенность также согласуется с
представлениями о ведущей роли биосинтеза
ЖК в развитии каротиногенного ответа как ис&
точника «строительных блоков» для сборки три&
ацилглицеринов — доминирующих компонен&
тов пластоглобул, в которых накапливается вто&
ричный β&каротин [8, 12].

Суммируя накопленные в литературе и полу&
ченные в настоящей работе данные, можно за&

ключить, что способность к вторичному кароти&
ногенезу является определяющей для стратегии
приспособления Dunaliella к неблагоприятным
условиям среды. Так, виды, неспособные к на&
коплению высоких количеств вторичных каро&
тиноидов (такие как D. viridis), отвечают на
действие света высокой интенсивности и высо&
кой солености главным образом снижением со&
держания Хл и редукцией гранально&ламелляр&
ной системы тилакоидов [26, 27], а также накоп&
лением осмопротекторов, таких как глицерин
[2]. Каротиногенные виды Dunaliella, такие как
D. salina, наряду со снижением содержания Хл
накапливают β&каротин, обеспечивающий до&
полнительную защиту клеток микроводоросли
благодаря оптическому экранированию [28] и,
возможно, локальному антиоксидантному эф&
фекту [29]. Кроме того, биосинтез ЖК и нейт&
ральных липидов, согласованный с накоплени&
ем вторичных Кар, по&видимому, обеспечивает
дополнительный сток избыточных фотоассими&
лятов, снижая риск фотоокислительного пов&
реждения, особенно высокий при действии
комбинированного стрессора (свет высокой ин&
тенсивности и высокая соленость) [26].
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Судя по динамике численности клеток, ка&
ротиногенный вид D. salina более успешно адап&
тировался к действию стрессоров, смоделиро&
ванных в наших экспериментальных условиях, по
сравнению с некаротиногенным видом D. viridis.
При этом негативное влияние повышения соле&
ности на D. salina было существенно менее вы&
ражено, чем у D. viridis (рисунок). Таким обра&
зом, ввиду существенно более высокой стрессо&
устойчивости и способности накапливать β&ка&
ротин новые штаммы D. salina BS1 и BS2 обла&

дают значительным потенциалом для биотехно&
логического получения этого ценного пигмента.

Авторы выражают благодарность к.м.н.
А.О. Плотникову за сотрудничество при получе&
нии чистых культур микроводорослей и к.б.н.
Т.А. Федоренко за помощь при выделении ДНК
из микроводорослей.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант 14&50&00029).
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Таблица 2. Изменения ЖК&состава суммарных липидов клеток исследованных штаммов Dunaliella после девяти суток
культивирования на среде с 160 г/л NaCl при 480 мкмоль квантов/(м2 · с)

D. viridis R5 D. salina BS2

* Процент суммарного содержания ЖК.
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We report on the effects of high light (480 μM quanta/(m2 · s)) irradiance and salinity (160 and 200 g/liter NaCl) on
the culture growth as well as on the cell lipid pigment and fatty acid (FA) composition in three novel strains of
halophile microalga from the genus Dunaliella. Based on the ITS1–5.8S rRNA–ITS2 sequence and on the capabili&
ty of accumulation of secondary (non&related to the photosynthetic apparatus) β&carotene, the strains Dunaliella sp.
BS1 and BS2 were identified as D. salina and Dunaliella sp. R5 as D. viridis. Under conditions optimal for growth,
chlorophylls and primary carotenoids (mainly lutein) dominated the pigment profile of all strains studied. The main
FAs were unsaturated C18&FA typical of thylakoid membrane structural lipids. In all organisms studied, applied stres&
sors caused a decline in chlorophylls and an increase in unsaturated C16& and C18&FA associated with reserve lipids.
The carotenogenic species D. salina demonstrated 10&fold increase in carotenoids accompanied by a decline in lutein
and a drastic increase in в&carotene (up to 75% of total carotenoids). In D. viridis, only 1.5&fold increase in carotenoid
content took place, and the ratio of major carotenoids remained essentially unchanged. The role of carotenogenic
response in mechanisms of photooxidative damage is discussed in view of halophile microalgae stress tolerance and
application of new Dunaliella strains for biotechnological production of β&carotene.

Key words: halotolerance, fatty acids, carotenoids, molecular identification, stress, chlorophyll, photoadaptation


