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Проведены морфологическое, биохимическое и молекулярно-генетическое иссле-

дования зелёных микроводорослей из коллекции цианобактерий, водорослей и парази-

тов водорослей Санкт-Петербургского государственного университета (CALU), предпо-

ложительно принадлежащих к роду Parietochloris, с целью оценки биотехнологического 

потенциала и уточнения филогенетического положения. Определено, что исследован-

ные штаммы имеют близкое родство к двум родам из разных классов – Lobosphaera 

(Trebouxiaceae) и Deasonia (Actinochloridaceae) – и могут представлять биотехнологиче-

ский интерес в качестве продуцентов ценных полиненасыщенных жирных кислот, в осо-

бенности арахидоновой, линолевой и α-линоленовой.
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В последние годы наблюдается рост интереса 

исследователей к микроводорослям (МВ) близко-

родственных родов Parietochloris и Lobosphaera, обус-

ловленный их способностью накапливать рекордные 

количества ω6-полиненасыщенных жирных кислот 

(ПНЖК), таких как докозагексаеновая (ДГК, C22:6), 

эйкозапентаеновая (ЭПК, C20:5) и, в особенности,  

арахидоновая (АК, C20:4). Последняя играет одну 

из ключевых ролей в синтезе важной группы био-

генных физиологически активных веществ, эйко-

заноидов, в организме человека [1]. Накопление 

в клетках МВ жирных кислот (ЖК) регулируется 

целым рядом факторов окружающей среды и яв-

ляется, как правило, стрессовым для их роста. В ка-

честве стрессовых факторов выступают изменения  

элементного состава минерального питания (в част-

ности, дефицит азота в питательной среде), низкая 

температура и высокая интенсивность освещения 

[2]. Характер ответа МВ на стрессовые факторы и 

накопления в их клетках ПНЖК, как правило, яв-

ляются штамм-специфичными.

Зелёная МВ Parietochloris incisa (H. Reisigl) 

S.Watanabe на сегодняшний день представляет со-

бой богатейший природный растительный источ-

ник АК [2]. В связи с этим продолжается поиск 

новых штаммов МВ данного вида в природе и су-

ществующих коллекциях, а также подбор условий 

их культивирования для достижения  максимального 

выхода АК [3]. 

Систематическое положение МВ данного вида 

в последнее время подвергается ревизии из-за про-

тиворечий между результатами молекулярной иден-

тификации и литературных данных по таксономии [3]. 

В этой связи целью данной работы было уточ-

нение таксономического статуса и оценка биотех-

нологического потенциала штаммов МВ, предпо-

ложительно относящихся к роду Parietochloris, из 

коллекции цианобактерий, водорослей и паразитов 

водорослей Санкт-Петербургского государственного 

университета (CALU).

Материалы и методы исследования

Культуры шести штаммов зелёных МВ рода 

Parietochloris из коллекции CALU были предостав-

лены ресурсным центром “Культивирование микро-

организмов” научного парка Санкт-Петербургского 

государственного университета. Штаммы P. pseudo-
alveolaris (Deason et Bold) CALU 924 и CALU 925 

были выделены из почвенных проб Дальнего Вос-

тока России, штаммы Parietochloris sp. CALU 934 и 

1488 – из почвенных проб берега озера в посёлке 

Гвардейское (Ленинградская область, Россия), штаммы 

P. bilobata (Vinatzer) V. Andr. comb. nov. CALU 1497 

и CALU 855 – из почвенных проб разнотравного луга 

(Овручский район, Житомирская область, Украина). 

Альгологически чистые культуры МВ выращи-

вали в конических колбах Эрленмейера на азот-



 159

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

ОЦЕНКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА И УТОЧНЕНИЕ СТАТУСА МИКРОВОДОРОСЛЕЙ

содержащей (N+) и безазотной (N–) средах Гро-

мова [4] при температурах +22°C и +10°C при 

постоянном освещении белым светом 40 мкмоль 

квантов ФАР/м2 · с в течение 7 сут (ФАР – фото-

синтетически активная радиация).  Культивирование  

при низкой температуре и отсутствии в среде куль-

тивирования азота моделировало рост МВ в усло-

виях стресса. 

Спектры поглощения суспензий и экстрактов 

пигментов регистрировали на спектрофотометре 

Agilent Cary 300 UV-Vis (Agilent Technologies, США). 

Жирнокислотный состав суммарных липидов ана-

лизировали методом газовой хроматографии масс-

спектрометрии с использованием газового хрома-

тографа Agilent 7890A (Agilent Technologies, США), 

соединенного с квадрупольным масс-спектромет-

ром Agilent 5975C (Agilent Technologies, США) [5]. 

Относительное содержание ЖК определяли в весо-

вых процентах (вес.%) от суммарного содержания 

в пробе, коэффициент ненасыщенности ЖК опре-

деляли как описано ранее [6]. Коэффициент нена-

сыщенности ЖК рассчитывали по формуле: 

К = ΣUFA/ΣSFA,

где К – коэффициент ненасыщенности, ΣUFA – 

суммарное содержание ненасыщенных жирных 

кислот (вес.%), ΣSFA – суммарное содержание на-

сыщенных жирных кислот (вес.%) в пробе.

Молекулярно-генетическую идентификацию 

проводили путём анализа нуклеотидной последо-

вательности фрагмента ядерного рибосомального 

кластера генов, включающего последовательности 

внутренних транскрибируемых спейсеров ITS1 и 

ITS2, а также ген 5.8S рРНК, с использованием 

праймеров NS1 и ITS2 [7]. Поиск ближайших го-

мологов полученных  последовательностей прово-

дили в базе данных NCBI GeneBank с помощью 

программы BLAST [8]. Построение филогенетиче-

ских деревьев осуществляли при помощи алгоритма 

ближайших соседей (NJ) [9]. Достоверность топо-

логии оценивалась при помощи bootstrap-теста 

(1 000 повторностей) [10].

Подготовка и исследование образцов с помо-

щью растрового (сканирующего) и просвечиваю-

щего (трансмиссионного) микроскопов проводили 

согласно модифицированной методике, описанной 

ранее [11]. 

Результаты и обсуждение

Исследованные штаммы МВ были представ-

лены в основном неподвижными одиночными 

сферическими вегетативными клетками диаме-

тром 4–10 μm (CALU 924), 2–15 μm (CALU 925), 

7–14 μm (CALU 1497 и CALU 855), до 20 μm 

(CALU 934 и CALU 1488). В жизненном цикле 

большинства штаммов выявлены подвижные зоо-

споры с двумя изоконтными жгутиками на апикаль-

ном конце клетки и неподвижные автоспорангии, 

содержащие в среднем восемь дочерних клеток. 

Исключением был штамм CALU 934, у которого 

основная жизненная форма была представлена ве-

гетативными клетками и апланоспорами, окрашен-

ными в зелёный и оранжевый цвет. 

По данным растровой и трансмиссионной 

электронной микроскопии, клетки всех исследо-

ванных культур обладали толстой клеточной стен-

кой, состоящей, как правило, из четырёх хорошо 

выраженных слоёв. На её поверхности присутство-

вали штамм-специфичные эпиструктуры: бородав-

ки, булавовидные выросты, тяжи. Изученные клетки 

МВ содержали пристенный лопастной хлоропласт, 

окружённый двумя мембранами и имеющий хорошо 

развитую систему тилакоидов в строме. У всех штам-

мов в хлоропластах был обнаружен крупный пире-

ноид с интрапиреноидными тилакоидами, окру-

жённый крахмальными зёрнами. В цитоплазме 

наблюдалось накопление многочисленных липид-

ных глобул. 

Спектры поглощения суспензий клеток изучен-

ных культур имели характерную для зелёных МВ 

форму: они характеризовались наличием максиму-

мов хлорофиллов а (678 и 438–440 нм) и b (плечо 

около 650 нм), а также плечом в диапазоне 460–

490 нм, свойственном каротиноидам. 

Из спектров поглощения суспензий, компен-

сированных на рассеяние, следует, что присутствие 

азота в среде культивирования не влияло на содер-

жание каротиноидов в клетках культуры CALU 934, 

тогда как в клетках штаммов CALU 924, CALU 925, 

CALU 1497 и CALU 855 на безазотной среде их 

количество возрастало. При выращивании на среде 

(N+) штаммы CALU 924, CALU 925, в отличие от 

штаммов CALU 1497 и CALU 855, были чувстви-

тельными к пониженной температуре (+10°С) и 

реагировали на неё снижением содержания хлоро-

филлов. 

У всех штаммов, за исключением CALU 934, 

главными ЖК в составе суммарных липидов были 

пальмитиновая (C16:0), олеиновая (C18:1), лино-

левая (C18:2), α-линоленовая (C18:3) и арахидоно-

вая кислоты. В суммарных липидах клеток всех 

изученных штаммов присутствовала также ЭПК, 

однако её доля не превышала 3 вес.%. 

Состав ЖК липидов клеток МВ CALU 934 зна-

чительно отличался от такового у других изученных 

культур. Суммарные липиды клеток данной культуры 

не содержали ЖК с очень длинной цепью (рис. 1, А). 

Главными ЖК были C
16

-кислоты (27 вес.%), из 

которых 17 вес.% составляла пальмитиновая, и 

C
18

-кислоты (олеиновая, линолевая, α-линолено-

вая), на долю которых приходилось 72 вес.%. 

У штамма CALU 924 на безазотной среде зна-

чительно увеличивалось содержание АК, достигая 

33 вес.%, тогда как доля С18:3 снижалась почти 

втрое (с 10 до 3,5 вес.%). Снижение температуры 

при культивировании на азотсодержащей среде 

индуцировало повышение доли C
18

-кислот (олеи-
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Рис. 1. Состав жирных кислот липидов в клетках штаммов Parietochloris pseudoalveolaris (Deason et Bold) CALU 925 (А) 

и Parietochloris sp. CALU 934 (Б), культивируемых на азотной (N+) и безазотной (N–) средах Громова
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Рис. 2. Филогенетическое положение исследованных штаммов Lobosphaera sp. CALU 924, 925, 1497 (А) и Deasonia sp. CALU 934 (Б) 

(подчёркнуты), определённое по результатам анализа участков нуклеотидной последовательности ITS1-5.8SрРНК-ITS2

ОЦЕНКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА И УТОЧНЕНИЕ СТАТУСА МИКРОВОДОРОСЛЕЙ
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новой и цис-вакценовой) (с 12 до 20 вес.%) и не-

значительный рост относительного содержания 

С20:4 и С20:5 (на 2 и 0,5 вес.%, соответственно). 

Вместе с тем, отмечалось повышение коэффици-

ента ненасыщенности от 2,17 (при +22°С на (N+) 

среде) до 3,00 (при +10°С на (N–) среде). 

МВ CALU 925 характеризовались наиболь-

шим по сравнению с МВ CALU 924, CALU 855 и 

CALU 1497, исходным количеством АК, достига-

ющим 32 вес.% от суммарного содержания ЖК, и 

бóльшим разнообразием минорных ЖК с очень 

длинной цепью, содержание которых не превы-

шало 4 вес.% (рис. 1, Б). Следует отметить, что 

у данного штамма было выявлено низкое, по срав-

нению с CALU 924, CALU 855 и CALU 1497, со-

держание C18:3, составлявшее менее 4 вес.%. Уро-

вень АК у штамма CALU 925 увеличивался лишь 

на 2 вес.% при культивировании при пониженной 

температуре. Отсутствие азота в среде культивиро-

вания не влияло на содержание АК. При пониже-

нии температуры отмечалось незначительное уве-

личение коэффициента ненасыщенности ЖК.

Изменение условий культивирования МВ 

CALU 1497 не влияло на содержание АК (21–25 вес.%). 

Для данного штамма было характерно накопление 

C18:1 до 30–32 вес.%  на безазотной среде. Коэф-

фициент ненасыщенности ЖК возрастал с 3,4 при 

культивировании на полной среде и температуре 

+22°С до 4,5 на безазотной среде и температуре 

+10°С.

Полученные в ходе молекулярно-генетических 

исследований данные свидетельствуют о близком 

родстве штаммов CALU 924 и CALU 925, иденти-

фицированных при первичном депонировании как 

P. pseudoalveolaris Watanabe et Floyd, и штаммов 

CALU 1497 и CALU 855, определённых как P. bilo-
bata V. Andr. comb. nov., с МВ рода Lobosphaera (Tre-

bouxiaceae), а штамма P. pseudoalveolaris Watanabe 

et Floyd CALU 934 с МВ рода Deasonia (Actinochlo-

ridaceae). На основании сравнительного анализа 

нуклеотидных последовательностей фрагмента 

ITS1-5.8SрРНК-ITS2 МВ можно заключить, что все 

изученные штаммы, за исключением Deasonia sp. 
CALU 934, имеют близкое родство между собой и, 

вместе с тем, с МВ рода Parietochloris (рис. 2, А, Б). 

Таким образом, в ходе исследования был про-

ведён сравнительный морфологический, биохими-

ческий и молекулярно-генетический анализ шести 

штаммов МВ из коллекции CALU.  Установлено, что 

как по молекулярно-генетическим, так и биохи-

мическим данным штамм CALU 934 и CALU 1488 

имеют родство с МВ рода Deasonia (Actinochlorida-

ceae), тогда как МВ CALU 924, CALU 925, CALU 855 

и CALU 1497 имеют близкое родство между собой 

и с МВ рода Lobosphaera (Trebouxiaceae). Проведена 

оценка биотехнологического потенциала исследо-

ванных штаммов МВ. По результатам биохимиче-

ских исследований Deasonia sp. CALU 934 может 

представлять биотехнологический интерес как по-

тенциальный продуцент С18-ПНЖК, в частности, 

линолевой и α-линоленовой кислот, а штаммы  Lobo-
sphaera sp. CALU 924 и CALU 925 – в качестве про-

дуцентов в рекордных количествах С20-ПНЖК, 

в особенности АК. Особый интерес для биотехно-

логии может представлять штамм Lobosphaera sp. 
CALU 1497, как продуцент АК, не требующий соз-

дания особых условий культивирования для накоп-

ления в биомассе данной ПНЖК в значительных 

количествах.
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL ASSESSMENT AND TAXONOMIC STATUS 
REFINEMENT OF MICROALGAE OF THE GENUS PARIETOCHLORIS 

(TREBOUXIOPHYCEAE) IN THE CALU-COLLECTION

K.A. Shibzukhova1,*, O.V. Gavrilova2, O.B. Chivkunova1, 
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We have carried out morphological, biochemical, as well as molecular and genetic studies of 

green microalgae from the Collection of cyanobacteria, algae and algal parasites of Saint-Peters-

burg State University (CALU), presumably belonging to the genus Parietochloris, to assess their 

biotechnological potential and to refine their phylogenetic position. It was found that the investi-

gated strains have a close relationship to two genera from different classes – Lobosphaera 

(Trebouxiaceae) and Deasonia (Actinochloridaceae). They can be of interest as producers of 

valuable polyunsaturated fatty acids, especially arachidonic, linoleic, α-linolenic.

Keywords: green microalgae, Parietochloris, Lobosphaera, Deasonia, arachidonic acid, molecular 

identification
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