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Зеленые микроводоросли, способные к накоплению вторичных каротиноидов, являются важней-
шими объектами биотехнологии, а поиск новых штаммов с уникальными свойствами, в частности,
приспособленных к росту при низких температурах и повышенной солености в среде – актуальной
задачей. Штамм микроводоросли NAMSU SBB-20 выделен из альго-бактериальной биопленки, об-
наруженной на побережье Белого моря в зоне литорали на Соловецком архипелаге. Идентифика-
ция штамма показала его принадлежность к виду Halochlorella rubescens P.J.L.Dangeard. Вид H. rubes-
cens впервые описан для акватории Белого моря. В условиях высокой интенсивности света показаны
ультраструктурные изменения клеток, среди которых отмечены деструкция фотосинтетического аппа-
рата, формирование цитоплазматических и хлоропластных липидных включений. Показано, что в
неблагоприятных для роста условиях культура штамма NAMSU SBB-20 способна приобретать
оранжевую окраску. Проведена оценка влияния состава среды и интенсивности освещения на пиг-
ментный состав водоросли. Наибольшие абсолютные значения накопления каротиноидов отмече-
ны при культивировании на свету интенсивностью 150 мкмоль квантов ФАР/м2/с на средах BG-11,
не содержащих источника фосфора (15.66 ± 0.18 мг/л) или азота (15.95 ± 0.56 мг/л). Описанный
штамм обладает биотехнологическим потенциалом ввиду изначальной галотолерантности и накоп-
ления высоких значений вторичных каротиноидов в биомассе.
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ВВЕДЕНИЕ
Микроводоросли (оксигенные фототрофные

микроорганизмы) широко применяются в различ-
ных областях биотехнологии. В первую очередь
они являются продуцентами ряда эссенциальных
для человека и животных веществ, например, ка-
ротиноидов и длинноцепочечных полиненасы-
щенных жирных кислот [1–3]. На данный момент
в промышленности применяются в основном та-
кие виды каротиногенных микроводорослей, как
Haematococcus lacustris (Girod-Chantrans) Rostaf-
inski [2] и Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco [1],
используемые для получения астаксантина и β-ка-
ротина, соответственно. Для штаммов, применяе-
мых в биотехнологии, известны сниженная про-
дуктивность и склонность к контаминации, что
указывает на необходимость поиска новых штам-
мов продуцентов кето-каротиноидов и/или ксан-
тофиллов и подходов к оптимизации процессов их

культивирования (в частности, приводящих к уве-
личению продукции каротиноидов) [3]. Техноло-
гия промышленного культивирования оксиген-
ных фотоавтотрофных микроорганизмов в откры-
тых системах культивирования (прудах высокой
интенсивности культивирования, high rate algal
ponds (HRAPs)) налажена, в основном, в странах с
теплым климатом, таких как Израиль, США (юж-
ные штаты), Индия, Австралия и др. [1]. Темпера-
турные режимы средних и северных широт Рос-
сии не подходят для культивирования известных
на данный момент штаммов микроводорослей в
открытых системах, несмотря на достаточное ко-
личество естественного освещения в северных ре-
гионах в течение полярного дня. Разработка тех-
нологий культивирования штаммов, выделенных
из арктических регионов, в частности с побережья
Белого моря [4] позволит выращивать высокопро-
дуктивные штаммы оксигенных фототрофных
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микроорганизмов в условиях пониженных темпе-
ратур и использовать в качестве среды культиви-
рования морскую воду. Микроводоросль штамма
NAMSU SBB-20 была выделена из зоны литора-
ли побережья Белого моря бухты Благополучия
(о. Большой Соловецкий, Архангельская обл.,
Россия) в 2020 году. Соловецкие острова относят-
ся к Арктическому региону России, средняя годо-
вая температура воздуха на них составляет 1.1°С.

Ранее из Арктического региона (Кандалакш-
ский залив Белого моря) были выделены штаммы
каротиногенных микроводорослей, среди кото-
рых представители рр. Haematococcus, Bracteacoc-
cus и Coelastrella. Показано, что данные штаммы
способны к накоплению как исключительно астак-
сантина (р. Haematococcus), так и смеси данного
пигмента с β-каротином (рр. Bracteacoccus и Coelas-
trella) [4]. Однако представители вида Halochlorel-
la rubescens P.J.L.Dangeard ранее не были обнару-
жены в данном регионе.

Важным элементом биотехнологии получения
пигментов из микроводорослей является индук-
ция в клетках вторичного каротиногенеза. У окси-
генных фототрофных микроорганизмов для этого
традиционно применяют культивирование под
действием стрессовых факторов, таких как высокая
интенсивность света, недостаток элементов мине-
рального питания, изменение температуры или
pH среды, как по отдельности, так и в различных
сочетаниях [3].

Целью данной работы является характеристи-
ка нового арктического штамма микроводоросли
NAMSU SBB-20 и оценка параметров накопле-
ния им каротиноидов в условиях дефицита мине-
рального питания (по азоту и по фосфору) и воз-
действия света высокой интенсивности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение культуры нового штамма 
микроводоросли NAMSU SBB-20 из природы

Штамм микроводоросли NAMSU SBB-20 по-
лучен в 2020 г. из альго-бактериальной биоплен-
ки, содержащейся в водно-грунтовой пробе,
отобранной на Большом Соловецком острове в
бухте Благополучия (65°1′24′′ с.ш. 35°42′21′′ в.д.).
Отбор пробы проводили из зоны средней литора-
ли во время отлива, рядом с трубой, осуществля-
ющей слив сточных вод из поселка Соловецкий
(рис. 2а, б). Выделение штамма осуществляли на
среде BG-11 [5], согласно ранее описанной мето-
дике [4]. Получение аксеничной культуры прово-
дили по методикам, описанным в работе [6].
Штамм был депонирован в коллекцию NAMSU
МГУ имени М.В. Ломоносова.

Таксономическая идентификация 
штамма NAMSU SBB-20

Таксономическую принадлежность микрово-
доросли штамма SBB-20 определяли с помощью
мультилокусного анализа фрагментов генов ри-
булозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы
(rbcL), гена 18S рРНК (18SrRNA) и ядерного рибо-
сомального кластера генов, включающего внутрен-
ние транскрибируемые спейсеры (internal tran-
scribed spacer, ITS) 1 и 2, а также ген 5,8S рРНК
(фрагмент ITS1-5.8SрРНК-ITS2). Для выделения
геномной ДНК осадок клеток микроводоросли
замораживали в жидком азоте в пробирке объе-
мом 1.5 мл (Eppendorf, Германия) с последующей
гомогенизацией с помощью пестика для данных
пробирок. Выделение ДНК из полученного гомо-
гената проводили с помощью набора DNeasy
Plant Pro Kit (QIAGEN, Германия) по протоколу
производителя. Последовательности праймеров
и протоколы ПЦР были использованы из ранее
опубликованных работ [7–9]. Постановку ПЦР,
очистку ПЦР-продуктов и их секвенирование про-
водили в соответствии с процедурой, описанной
ранее [8].

Поиск гомологичных последовательностей про-
водили в базе данных NCBI GenBank при помо-
щи алгоритма парных локальных выравнива-
ний BLAST [10]. Множественное выравнивание
проводили при помощи алгоритма Muscle [11].
Все позиции в нуклеотидной последовательно-
сти, содержащие пропуски, не учитывались. Фи-
логенетические деревья строили в программе
MEGA X [12] с использованием алгоритма макси-
мального правдоподобия (Maximum Likelihood)
[13] и K2+G по модели (2-параметрическая мо-
дель Кимуры с допущением о том, что частоты
нуклеотидных замен подчиняются распределе-
нию Пуассона с параметром формы 5) [14]. По-
строение исходного дерева проводили c помощью
алгоритма “ближайших соседей” (Neighbor-Join-
ing), затем методом обрезки-прививки [15] про-
водили эвристический поиск. Достоверность то-
пологии деревьев проверяли при помощи метода
bootstrap [16] с 1000 повторностей.

Светлопольная микроскопия
Морфологический анализ культуры микрово-

доросли проводили при помощи световой микро-
скопии в светлопольном режиме на микроскопе
Leica DM2500 (LEICA Microsystems, Германия),
снабженном фотокамерой DFC 7000T того же
производителя.

Просвечивающая электронная микроскопия
Ультраструктуру клеток изучали методами про-

свечивающей электронной микроскопии (ПЭМ).
Фиксация и обезвоживание клеток были выпол-
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нены согласно протоколу, описанному в статье
Gorelova с соавт. [17]. Сначала клетки были за-
фиксированы в 2% (масса : объем) растворе глу-
тарового альдегида, приготовленного на 0.1 М бу-
фере какодилата натрия (pH 7.4), при комнатной
температуре в течение получаса. Далее была про-
ведена пост-фиксация клеток в 1% (по массе)
растворе тетраоксида осмия, приготовленного на
том же буфере, в течение 4 ч. Образцы были за-
ключены в эпоксидную смесь Araldite (Sigma-Al-
drich, США). Приготовление полутонких срезов
проводили на ультратоме Leica EM UC7 (Leica
Microsystems, Германия). Срезы были смонтиро-
ваны на медные сеточки для электронной микро-
скопии с ультратонкой подложкой из формвара
(Ted Pella, США). Для изучения ультраструктуры
методом ПЭМ срезы дополнительно были кон-
трастированы раствором цитрата свинца [18].
Изображения были получены на электронном
микроскопе JEM-1011 (JEOL, Япония).

Сканирующая электронная микроскопия

Клеточную поверхность микроводоросли изу-
чали c помощью сканирующей электронной мик-
роскопии (СЭМ). Для этого зафиксированные и
обезвоженные образцы клеток переносили в аце-
тон и высушивали в критической точке CO2 [19] в
сушильной установке HCP-2 (Hitachi, Япония).
Затем поверхность образцов напыляли золотом с
палладием на ионно-напылительной установке
IB Ion Coater (Eiko, Япония) и исследовали в мик-
роскопе JSM-6380LA (JEOL, Япония) при ин-
струментальном увеличении 60-20000х и ускоря-
ющем напряжении 15 кВ [17], в межкафедральной
лаборатории электронной микроскопии биологи-
ческого факультета МГУ.

Оценка влияния факторов стресса 
на пигментный состав

Для оценки влияния состава среды и интен-
сивности освещения на пигментный состав био-
массы культуры проводили культивирование мик-
роводоросли штамма SBB-20 в шести вариантах
комбинации факторов (табл. 1). Были использо-
ваны как стандартная среда BG-11, так и ее моди-
фикации: безазотная среда BG-110 [20] и среда
BG-P, не содержащая источника фосфора, а также
освещение низкой (50 мкмоль квантов ФАР/м2/с)
и высокой (150 мкмоль квантов ФАР/м2/с) ин-
тенсивности. Инкубирование клеток микроводо-
рослей в указанных условиях (табл. 1) проводили
в пластиковых чашках Петри диаметром 10 см, в
которые помещали по 10 мл периодической куль-
туры штамма SBB-20 на 18 сутки роста. Предвари-
тельное культивирование микроводоросли прово-
дили в колбе объемом 750 мл, содержащей 300 мл
среды BG-11, при перемешивании 85 об./мин в
шейкере-инкубаторе New Brunswick Innova 44 (Ep-
pendorf, Германия) и освещении 40 мкмоль фото-
нов/(м2 с) ФАР.

Анализ содержания пигментов во всех про-
бах проводили в экстрактах, полученных путем
инкубирования клеток с диметилсульфоксидом
(ДМСО). Для этого отбирали аликвоты культуры
объемом 1.5 мл. Далее центрифугировали в тече-
ние трех минут на скорости 14200 об./мин на цен-
трифуге Minispin (Eppendorf, Германия), удаляли
супернатант и добавляли к осадку 1.5 мл ДМСО.
Затем проводили инкубирование суспензии при
70°С в течение 5 мин при перемешивании на ор-
битальном термошейкере (800 об./мин), после
центрифугирования (3 мин при максимальной
скорости вращения) удаляли осадок. Далее к рас-
твору добавляли еще 1.5 мл ДМСО и повторяли

Таблица 1. Условия культивирования, применимые в работе для оценки накопления в клетках микроводоросли
вторичных каротиноидов

Примечание: * NaNO3 (1.5 г/л), K2HPO4 (0.04 г/л), MgSO4·7H2O (0.075 г/л), CaCl2·2H2O (0.036 г/л), лимонная кислота
(6 мг/л), цитрат аммонийного железа (6 мг/л), этилендиаминтетраацетат натрия двузамещенный (1 мг/л), Na2CO3 (20 мг/л),
H3BO3 (2.86 мг/л), MnSO4 (1.37 мг/л), ZnSO4·7H2O (0.222 мг/л), (NH4)2MoO4 (0.032 мг/л), CuSO4·5H2O (0.079 мг/л),
Co(NO3)2·6H2O (0.0494 мг/л), dH2О (1 л), pH 7.5.
** среда, не содержащая K2HPO4. 
*** среда, не содержащая NaNO3.

Обозначение Среда культивирования
Интенсивность освещения, 
мкмоль квантов ФАР/м2/с

LL BG-11* 50

LL,-P BG-11 без источника фосфора** 50

LL,-N BG-110 без источника азота*** 50

HL BG-11 150

HL,-P BG-11 без источника фосфора 150

HL,-N BG-110 без источника азота 150
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инкубирование при тех же условиях. Концентра-
ции хлорофиллов a и b, а также суммарную кон-
центрацию каротиноидов в полученных экстрак-
тах определяли спектрофотометрически в стан-
дартных кварцевых кюветах с длиной оптического
пути, равной 1 см. Спектры поглощения в види-
мой и ближней ИК-области (λ = 450–800 нм) ре-
гистрировали на спектрофотометре Agilent Cary
300 UV-Vis (Agilent Technologies, США). Расчеты
концентраций хлорофиллов a и b и суммарной
концентрации каротиноидов в полученных экс-
трактах проводили по уравнениям из работы [21].

Построение графиков, расчет значений стандарт-
ных отклонений проводили в программе Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Таксономическая идентификация 
штамма микроводоросли

Филогенетический анализ полученного штам-
ма микроводоросли проводили по трем локусам:
18SрРНК (рис. 1а), ITS1-5.8S рРНК-ITS2 (рис. 1б) и
rbcL (рис. 1в). Полученные последовательности ис-

Рис. 1. Филогенетические деревья исследуемого штамма микроводоросли по локусам: 18SрРНК (а), ITS1-5.8S
рРНК-ITS2 (б) и rbcL (в), полученные с помощью алгоритма максимального правдоподобия (Maximum likelihood).
Полужирным шрифтом выделен исследуемый штамм. Натуральный логарифм функции правдоподобия дерева с наибо-
лее оптимальной топологией составил: –1368.91 (а); –2582.99 (б); –1907.41 (в). Длина анализируемых последовательно-
стей: 749 (а); 512 (б); 620 (в) нуклеотидов. Перед названием таксона указан идентификатор в базе данных NCBI GenBank.
Числа около узлов показывают, в каком проценте повторностей присутствовал данный элемент топологии при boot-
strap-проверке. Шкала масштаба отражает количество замен, деленное на общее число позиций в выравнивании.

МТ645779.1 Hallociorella rubescens KNUA042

OP810940.1 Halochlorella rubescens NAMSU SBВ-20

OP810416.1 Halochlorella rubescens SBВ-20

X74002.1 Halochlorella rubescens CCAP 232/1

KU057946.1 Halochlorella rubescens IPPAS D-292

HQ246320.1 Tetradesmus bajacalifornicus ZA1-4

X81966.1 Scenedesmus ovaltemus SAG 52.80

AY510463.1 Tetradesmus deserticola BCP-YPGChar

FR865731.1 Tetradesmus obliquus CCAP 276/52

JX513884.1 Coelastrella rubescens CCALA 475

AF388376.1 Coelastrum sphaericum SAG 32.81

FR865723 1 Pectinodesmus pectinatus CCAP 276/44

FR865575 1 Chlamydomonas reinhardtii CCAP 11/32C
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КР702303.1 Coelastrella rubescens shy 210

JX513882.1 Coelastrella terrestris CCALA 476

GQ375095.1 Coelastrum microporum SAG 2292

KP726229.1 Coelastrum pseudomicroporum KLL-G006

JQ082323.1 Pectinodesmus regularis CCAP 276/56

FR865730.1 Pectinodesmus pectinatus CCAP 276/51

JQ082335.1 Pectinodesmus holtmannii Krienitz 2005-7

HG514421.1 Scenedesmus obtusus SAG 52.80

MK975491.1 Halochlorella rubescens SAG 5.95

JQ082325.1 Tetradsmus nygaardii CCAP 276/62

AY510471.1 Tetradesmus deserticola BCP-SNI-2

HQ246449.1 Tetradesmus bajacalifornicus ZA1-5

KX53Q785.1 Tetradesmus obliquus IPPAS S-2023

HG514430.1 Acutodesmus wisconsinensis SAG 22.81

AY591505.1 Chlorella vulgaris SAG 211-11p

HQ246361.1 Tetradesmus deserticola BCP-YPG-Char

HQ246360.1 Tetradesmus deserticola BCP-SN1-2

HG514373.1 Halochlorella rubescens SAG 5.95

MT655944 1 Halochlorella rubescens KNUA042

OP810880.1 Halochlorella rubescens NAMSU SSB-20
HQ246357.1 Tetradesmus bajecalifornicus ZA1-7

HQ246354.1 Tetradesmus bajacalifornicus ZA1 -2

HG514368.1 Tetradesmus obliquus SAG 276-10

EF113469.1 Tetradesmus obliquus UTEX 393

HG514371.1 Scenedesmus obtusus SAG 52.80

HG514376.1 Scenedesmus obtusus CCAP 276/36
HG514374.1 Scenedesmus vacuolatus SAG 211-8b

HG514379.1 Comasiella arcuata CCAP 276/27

AF499684.1 Chlorella vulgaris SAG 211-11b
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следуемого штамма по всем локусам кластеризова-
лись с последовательностями, ассоциированными с
видом Halochlorella rubescens (штаммы SAG 5.95,
KNUA042, CCAP 232/1), что позволило отнести
исследуемый штамм к данному виду. Полученные
последовательности ДНК были депонированы в ба-
зу данных NCBI GenBank с присвоением иден-
тификаторов OP810940.1 (18SрРНК), OP810416.1
(ITS1-5.8S рРНК-ITS2), OP819880 (rbcL).

Характеристика стадий жизненного цикла 
штамма и особенностей клеточной организации 

H. rubescens NAMSU SBB-20
В условиях, благоприятных для вегетативного

роста (среда BG-11, интенсивность света 40 мкмоль
ФАР/м2/с), суспензия клеток микроводоросли
имела зеленый цвет. Культура была представлена,
в основном, одиночными сферическими одноядер-
ными клетками диаметром 5–8 мкм (рис. 2в). На-
ряду с одиночными клетками встречались скоп-
ления клеток, не объединенных общей поверхност-
ной структурой, и немногочисленные митотически
делящиеся одиночные клетки (рис. 2в, г). Отмечено
формирование автоспорангиев с 4–8 автоспорами.
Подвижные клетки – зооспоры – не обнаружены.

Поверхность одиночных клеток микроводо-
росли при исследовании методом СЭМ характе-
ризовалась наличием четких борозд, которые схо-
дятся в единую точку на полюсах клетки (рис. 2г).
Вскрытие спорангиев и выход автоспор происхо-
дит за счет растворения части материнской обо-
лочки спорангия.

Клетки H. rubescens, культивируемые на свету
низкой интенсивности, на ультратонких срезах
имели сравнительно развитый фотосинтетический
аппарат, представленный пристенным хлоропла-
стом, в котором выявлялись крахмальные зерна
и, как правило, пиреноид, разделенный пиренои-
дальными тилакоидами на 2 – 4 скорлупки. В ци-
топлазме клеток присутствовало одно ядро, мно-
гочисленные митохондрии и вакуоли с различны-
ми включениями (рис. 2д, е).

Характеристика культуры при росте 
в неблагоприятных условиях

Клетки культуры штамма H. rubescens, выра-
щиваемые в условиях высокой интенсивности
света (HL, см. табл. 1), имели оранжевый отте-
нок (рис. 3а). Спектр экстракта пигментов, выде-
ленных с помощью ДМСО из биомассы микрово-
доросли, культивируемой на свету высокой интен-
сивности и стандартной среде BG-11, представлен
на рис. 3б; в качестве контроля приведен спектр
пигментов из культуры, выращиваемой на среде
BG-11 при освещении низкой интенсивности.
Данный спектр показывает увеличение значений
оптической плотности в сине-зеленой области

спектра для клеток, культивируемых в условиях
повышенной интенсивности света, по сравнению
со спектрами контрольной пробы. Максимумы
на спектре экстрактов пигментов располагались в
области поглощения каротиноидов и приблизи-
тельно соответствовали максимумам поглощения
β-каротина (466 нм) и астаксантина (492 нм).

Анализ ультратонких срезок клеток, выращен-
ных в условиях высокой интенсивности света (HL,
см. табл. 1), показал существенные перестройки.
Практически всю площадь среза клеток занима-
ют липидные включения (олеосомы) пониженной
электронной плотности (рис. 3в). Редко выявля-
лись крахмальные зерна и пластоглобулы, разли-
чимые на срезе как округлые включения более
высокой электронной плотности, расположен-
ные в клетке, по-видимому, в области деградиро-
вавшего фотосинтетического аппарата (рис. 3г).
Интактные хлоропласты отсутствовали.

На 14 сутки культивирования H. rubescens в чаш-
ках Петри в условиях высокой интенсивности света
и недостатка элементов минерального питания,
азота (HL,-N, табл. 1) или фосфора (HL,-P, табл. 1),
отмечено наибольшее значимое изменение цвета
культуры среди шести вариантов условий культи-
вирования (табл. 1) (рис. 4а–е). При продолже-
нии выращивания микроводоросли в тех же чаш-
ках Петри при шести комбинациях факторов со-
става среды и интенсивности света, биомасса
клеток всех вариантов культивирования, кроме
контроля (LL), характеризовалась приобретени-
ем оранжевого цвета разной степени интенсивно-
сти (рис. 4ж–м). Оценка количественных пара-
метров накопления каротиноидов, выделенных
из биомассы клеток после 21 суток культивирова-
ния на свету высокой интенсивности и дефицита
азота и фосфора представлена на рис. 5. Показано
увеличение абсолютного (Кар, мг/л) и относи-
тельного (Кар/Хл, мг/мг) содержания каротино-
идов при культивировании на свету высокой ин-
тенсивности. При этом максимальные значения
15.66 ± 0.18 и 15.95 ± 0.56 были отмечены для образ-
цов, находящихся в условиях дефицита фосфора
(HL,-P) и азота (HL,-N), соответственно. Относи-
тельное содержание каротиноидов, нормирован-
ных на концентрацию общего хлорофилла (Схлa +
+ Cхлb), имело наибольшие значения 0.98 ± 0.03 на
полной среде (HL) и 1.00 ± 0.00 на среде, модифи-
цированной по содержанию фосфора (HL,-P).

ОБСУЖДЕНИЕ

Описанный штамм согласно филогенетиче-
скому анализу имеет наибольшую гомологию с
видом Halochlorella rubesens P.J.L.Dangeard (штамм
SAG 5.95) (рис. 1). Данный вид также описан как
Scenedemus rubescens (P.J.L.Dangeard) E.Kessler,
M.Schafer, C.Hummer, A.Kloboucek & V.A.R.Huss,



274

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

ЗАЙЦЕВА и др.

однако, согласно современной точке зрения и он-
лайн базе данных AlgaeBase [22], S. rubescens при-
знан синонимом H. rubescens. Виды рода Scened-
esmus являются в основном пресноводными пред-
ставителями, в то время как, штамм, описанный

как Halochlorella rubescens CCAC 0126, был выде-
лен, как и штамм SBB-20 с морского побережья,
из зоны супралиторали (www.ccac.uni-koeln.de).

По-видимому, наиболее ранним описанным
штаммом данного вида является Scenedesmus

Рис. 2. Характеристика штамма H. rubescens NAMSU SBB-20: а, б – место выделения штамма и внешний вид альго-бак-
териальной биопленки, из которой был выделен штамм; в – морфологические особенности вегетативных “зеленых”
клеток; г – поверхность одиночных вегетативных клеток и спорангиев, исследованная с помощью СЭМ; д, е – уль-
траструктурные особенности вегетативных клеток. Масштабные отрезки: 3 мкм (а); 2 мкм (в, г); 1 мкм (д); 200 нм (е).
Обозначения: Б – борозда, В – вакуоль, КЗ – крахмальное зерно, КС – клеточная стенка, П – пиреноид, Сп – спорангий
с автоспорами, Т – тилакоиды хлоропласта, Хл – хлоропласт, Я – ядро.
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Рис. 3. Характеристика клеток штамма H. rubescens NAMSU SBB-20 после индукции каротиногенеза: а – морфоло-
гические особенности “оранжевых” клеток; б – спектр поглощения экстрактов пигментов в ДМСО “зеленых”
(спектр зеленого цвета) и “оранжевых” (спектр красного цвета) клеток, нормированных по поглощению при
λ = 666 нм; ультраструктурные особенности “оранжевых” клетки (в) и фрагмента автоспоры в автоспорангии (г).
Обозначения: КЗ – крахмальное зерно, КС – клеточная стенка, Пг – пластоглобулы, Ос – олеосомы, Хл – хлоропласт.
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Рис. 4. Внешний вид чашек Петри, содержащих биомассу культуры микроводоросли штамма H. rubescens NAMSU
SBB-20 после 14 (а–е) и 21 (ж–м) суток культивирования в стрессовых условиях: а, ж – неяркий свет (50 мкмоль кван-
тов ФАР/м2/с), полная среда BG-11 (LL); б, з – неяркий свет, среда BG-11 без источника N (LL,-N); в, и – неяркий
свет, среда BG-11 без источника P (LL,-P); г, к – яркий свет (150 мкмоль квантов ФАР/м2/с), полная среда BG-11 (HL);
д, л – яркий свет, среда BG-11 без источника N (HL,-N); е, м – яркий свет, среда BG-11 без источника P (HL,-P).
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rubescens CCAP 232/1, который первоначально (до
проведения филогенетического анализа [23]) от-
носился к виду Chlorella fusca var. rubescens [24].
Данный таксон также является синонимом H. ru-
bescens согласно онлайн базе данных AlgaeBase.
Штамм S. rubescens CCAP 232/1, как и исследо-
ванный в настоящей работе штамм H. rubescens
SBB-20, имеет сеть тонких ребер и полярных
утолщений на поверхности клетки [25], является
одноклеточной водорослью с пиреноидом в хло-
ропласте и характеризуется способностью к на-
коплению вторичных каротиноидов [26]. Поми-
мо филогенетического анализа (рис. 1), сходство
в экологической приуроченности и морфологи-
ческих и физиологических признаках подтвержда-
ют принадлежность исследуемого штамма SBB-20 к
виду Halochlorella rubescens. Согласно доступным
информационным источникам, данный вид был
обнаружен в биоте Белого моря впервые [27].

Штаммы вида H. rubescens (S. rubescens) являются
объектом ряда исследований, в которых рассматри-
валась возможность его применение для биоизъя-
тия азота и фосфора из сточных вод [28], продук-
ции биотоплива [29, 30], в качестве источника
смеси вторичных каротиноидов [29].

Согласно анализу пигментного состава экс-
трактов биомассы H. rubescens NAMSU SBB-20,
наибольшие показатели накопления каротинои-
дов отмечены для условий культивирования при
высокой интенсивности света и в отсутствии источ-
ника азота (HL,-N, табл. 1) или фосфора (HL,-P,
табл. 1) (рис. 5). В связи с тем, что штамм H. rubes-
cens NAMSU SBB-20 был выделен из точки, распо-
ложенной в непосредственной близости от стока

бытовых отходов (см. раздел Материалы и мето-
ды), для которых показано повышенное содержа-
ние фосфора и азота [28], недостаток данных эле-
ментов в среде культивирования может являться
стрессовым фактором и индуцировать вторичный
каротиногенез. Количественные данные по на-
коплению каротиноидов в биомассе штамма
SBB-20 в условиях стресса соответствуют данным
литературы по накоплению пигментов пресновод-
ным штаммом Scenedesmus (Halochlorella) rubescens
KNUA042 [29]. Наибольшее относительное коли-
чество каротиноидов в условиях стресса в данной
работе превышало таковые значения для штамма
SBB-20 (1.50 ± 0.01 против 1.00 ± 0.00 для штам-
мов KNUA042 и SBB-20, соответственно). Одна-
ко абсолютные значения концентрации каротино-
идов в экстрактах, полученных из биомассы клеток
штамма H. rubescens NAMSU SBB-20, культивируе-
мых в неблагоприятных условиях, были выше,
чем содержание тех же пигментов в экстрактах
клеток штамма KNUA042 после индукции кароти-
ногенеза (15.95 ± 0.56 мг/л против 6.94 ± 0.06 мг/л
для штаммов SBB-20 и KNUA042, соответственно).

Ультраструктурные изменения в клетках мик-
роводоросли H. rubescens при культивировании на
свету высокой интенсивности, типичны для кле-
ток зеленых каротиногенных микроводорослей
[31]. В условиях стресса происходит разборка фо-
тосинтетического аппарата клетки, необходимая
для защиты от избыточного света, и накопление об-
разованных при этом триацилглицеринов в олеосо-
мах цитоплазмы [32, 33], занимающих практически
весь объем клетки [31]. Описанные изменения уль-
траструктурной организации характерны и для кле-

Рис. 5. Параметры накопления каротиноидов клетками штамма H. rubescens SBB-20 при различных условиях культи-
вирования. 1 – абсолютные значения (Кар, мг/л); 2 – относительные значения (Кар/Хл, мг/мг). LL – культивирова-
ние на свету низкой интенсивности (50 мкмоль квантов ФАР/м2/с); LL,-N – неяркий свет, среда BG-11 без источ-
ника N; LL,-P – неяркий свет, среда BG-11 без источника P; HL – культивирование на свету высокой интенсивности
(150 мкмоль квантов ФАР/м2/с); HL,-N – яркий свет, среда BG-11 без источника N; HL,-P – яркий свет, среда BG-11
без источника P. Указаны стандартные отклонения, рассчитанные по двум повторностям.
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ток H. rubescens NAMSU SBB-20. Известно, что в
цитоплазматических глобулах у каротиногенных
микроводорослей может происходить накопление
астаксантина [34], при этом β-каротин преимуще-
ственно накапливается в пластоглобулах [33]. Фор-
мирование в клетках H. rubescens NAMSU SBB-20,
культивируемых в условиях стресса, липидных
включений обоих типов (рис. 3в, г), а также харак-
терные пики двух данных каротиноидов на спек-
трах экстрактов пигментов клеток (рис. 3б), позво-
ляют предположить накопление данной микрово-
дорослью смеси каротиноидов, среди которых
присутствуют астаксантин и β-каротин, что встре-
чается у штаммов родственных видов [31, 35], а
также других штаммов H. rubescens [29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе охарактеризован новый перспектив-
ный для биотехнологии штамм микроводоросли
H. rubescens NAMSU SBB-20, описаны ультраструк-
турные изменения под действием стресса, вы-
званного светом высокой интенсивности, а также
изменение пигментного состава (увеличение со-
держания каротиноидов). В связи с тем, что дан-
ный штамм был выделен из морской среды обита-
ния, он, по-видимому, обладает устойчивостью к
повышенной солености и может быть использо-
ван для культивирования на морской воде, что
требует дальнейших исследований.
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