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СЕЗОННЫЕ ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ
ЭПИГЕНОТИПОВ В МЕДЬ -ЧУВСТВИТЕЛЬНОЙ И МЕДЬ-
РЕЗИСТЕНТНОЙ КУЛЬТУРАХ DUNALIELLA VIRIDIS TEOD.
В ПРОЦЕССЕ НАКОПИТЕЛЬНОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Исследована динамика роста и динамика параметров первичного (содержание ДНК, РНК,

белка) и вторичного метаболизма (триацилглицеридов – ТГ и β-каротина) в медь-чувствительной (CuS)

и медь-резистентной (CuR) культурах  Dunaliella viridis Teod. на 10-, 20-, 30- и 40-е сутки

накопительного культивирования в 2006 и 2007 гг. Установлено, что в стандартных условиях динамика

роста CuS- и CuR-культур существенно различается. Специфическая вариабельность параметров

первичного и вторичного метаболизма в процессе накопительного культивирования приводит к

формированию специфических временных профилей содержания ДНК, РНК, белка, ТГ и β-каротина в

клетках микроводорослей CuS- и CuR-культур. Предполагается, что вариабельность временных

профилей интегральных параметров первичного и вторичного метаболизма микро -водорослей

определяется характером флуктуаций электромагнитного излучения Солнца и характеризует различия

эпигенотипов разных культур водорослей рода Dunaliella Teod.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : Dunaliella viridis, динамика роста, эпигенотип, ДНК, РНК,

триацилглицериды, β-каротин.

Введение

Известно, что интенсивность роста клеточных культур, в частности
культур микроводорослей, ха рактеризуется высокой вариабельностью (Conrad,
2006, Stein, 2007), которая определяется условиями культивирования,
генотипическими особенностями, сезонными циклами (Усенко, Божков, 1991).
Изучение механизмов формирования функциональной вариабельности клето чных
культур имеет важный прикладной аспект, связанный с прогнозированием
продуктивности культур и количественного выхода целевых продуктов в условиях
массового культивирования. Эти исследования представляют также теоретический
интерес, так как функциональ ная вариабельность характеризует стратегии
адаптации вида.
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Ранее было установлено, что функциональная вариабельность клеток
микроводорослей D. viridis сохраняется даже при их культивировании в строго
контролируемых постоянных условиях (Мензянова, 2002). Функциональная
вариабельность клеток – это фундаментальное свойство всех биологических
систем, которое является следствием непрерывного адаптациогенеза в
изменяющихся условиях среды. В связи с тем, что выс окая изменчивость
исследуемых показателей затрудняет их интерпретацию, были разработаны
методы ее “устранения” за счет исключения т. н. “выскакивающих” значений.
Однако такой подход исключает возможность исследования реально
существующих механизмов формиро вания функциональной вариабельности и
разработку способов прогнозирования и управления продуктивностью биосистем.

Была высказана гипотеза, согласно которой функциональная вариа -
бельность периодических культур микроводорослей определяется комбини -
рованными эффектами глобальных и локальных факторов. К локальным факторам
относятся: условия культивирования, генотипические особенности и функ -
циональное состояние культуры в момент воздействия факторов, к глобальным –
комплекс гелиофизических факторов (Божков и др ., 2008).

Данная работа посвящена изучению влияния комбинированных эффектов
локальных и глобальных факторов на формирование сезонной вариабельности
микроводорослей в процессе накопительного культивирования.

В нашей лаборатории был получен новый штамм D. viridis, резистентный
к летальным (для этого вида водорослей) концентрациям ионов Cu2+(CuR-
культура). Микроводоросли CuR -культуры отличались от исходной Cu2+-
чувствительной (CuS) культуры активностью метаболизма нуклеиновых кислот и
белков (Божков, Голтвянский, 2000). То есть, в данном случае вариабельность
исследованных биохимических компонентов микроводорослей была связана с
изменением такого локального фактора , как концентрация ионов Cu2+ в среде
культивирования.

Для оценки роли локальных факторов в форми ровании сезонной
вариабельности микроводорослей CuR - и CuS-культуры выращивали в накопи -
тельном режиме в феврале -марте 2006 г. и в мае-июне 2007 г. в условиях
постоянной температуры и освещенности. В клетках микроводорослей CuS - и
CuR-культур определяли динамику параметров первичного (содержание ДНК,
РНК, белка) и вторичного обмена (содержание триацилглицеридов и β-каротина).

Материалы и методы

Культивирование микроводорослей

В экспериментах использовали альгологически чистую периодическую
культуру Dunaliella viridis Teod. var. viridis f. euchlora, штамм IBASU-A N 29 (из
коллекции культур водорослей Ин -та ботаники НАН Украины, Киев) .
Микроводоросли культивировали на жидкой среде Артари в модификации Масюк
(1973). Концентрация ионов Cu 2+ в среде Артари (за счет примесей в солях)
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достигала 0,3110-6 М. Культура микроводорослей, которую поддерживали на этой
среде, была названа CuS-культурой (Сu-sensitive). Cu-R (Cu-resistant)-культуру
микроводорослей поддерживали на среде Артари с концентрацией ионов Cu 2+

30010-6 М (в 1000 раз большей, чем в среде для CuS -культур).
Микроводоросли культивировали в плоскодонных конических колбах

Эрленмейера объемом 250 мл (объем культуры – 20 мл, начальная концентрация
клеток 1,3 млн/мл) при постоянной температуре (26 -28 оС) и круглосуточном
освещении (6,5 клк от 4 ламп ЛБ -40) в течение 40 дней. На 10-, 20-, 30- и 40-е
сутки роста определяли концентрацию клеток микроводорослей, содержание в них
ДНК, РНК, белка, ТГ и β-каротина.

Эксперименты проводили в феврале -марте 2006 г. и в мае-июне 2007 г.

Определение содержания общих липидов и β-каротина в
клетках микроводорослей

Клетки микроводорослей (на 10 -, 20-, 30- и 40-е сутки роста) осаждали
центрифугированием (3000 g, 20 мин). Клеточные осадки дважды промыв али
средой Артари, центрифугировали при 3000 g, 20 мин. Клеточные липиды и
пигменты экстрагировали последовательно смесями органических растворителей,
как описано ранее (Bozhkov, Menzyanova, 1995).

Хлороформные экстракты анализировали методом тонкослойной
хроматографии на пластина х Kieselgel 60 (Merck, Германия) в системе
гексан:диэтиловый эфир (4:1). Фракции липидов визуализировали в парах йода и
идентифицировали. Липидные фракции соскабливали с пластин и элюировали
дважды смесью хлороформ:метанол (1:2). Элюаты упаривали досуха и мине-
рализовали в концентрированной серной кислоте. После минерализации пробы
разводили водой и определяли экстинкцию на спектрофотометре СФ -46,
λ = 400 нм (Грибанов, Сергеев, 1975). Содержа ние фракций липидов (мкг/млн кл )
определяли по калибровочным крив ым.

Фракцию β-каротина соскабливали с пластин до визуализации липидных
фракций и элюировали смесью хлороформ:метанол (2:1). Экстинкцию элюатов
определяли на спектрофотометре СФ -46, λ = 440 нм. Содержание β-каротина
(мкг/млн кл) устанавливали по калибровочн ой кривой.

Определение суммарного содержания ДНК и РНК

После экстракции липидов осадок дважды промывали смесью
хлороформ:метанол (1:2) для удаления остатков пигментов, затем подсушивали и
последовательно проводили гидролиз РНК и ДНК, как описано ра нее (Божков,
Мензянова, 2008).

После выделения ДНК и РНК оставшийся осадок растворяли в 1  н. раст-
воре NaOH и определяли содержание белка (мкг/млн кл ) по Лоури (Lowry et al.,
1957). Полученные результаты обрабатывали статистически по методу Стъюдента.
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Результаты исследований

Сезонные особенности роста культур медь -чувствительной и
медь-резистентной культур D. viridis

В первой серии экспериментов в феврале -марте 2006 г. было показано, что
в стандартных условиях культивирования CuS-культура переходит в
стационарную фазу роста на 30-е сутки роста, а CuR-культура – на 20-е сутки
(рис. 1, а). Причем в момент выхода в стационарную фазу роста концентрация
клеток в CuS- и CuR- культурах была одинаковой (около 8 млн кл/мл).
Следовательно, в этой серии экспериментов в первые  20 дней культивирования
интенсивность роста CuR-культур была выше, чем CuS-культур.

Рис. 1. Концентрация клеток медь -чувствительной (CuS) и медь-резистентной (CuR) культур Dunaliella

viridis в условиях накопительного культивирования в феврале -марте 2006 г. (а) и в мае-июне

2007 г. (б)

Водоросли культивировали при постоянной температуре с кругло -
суточным освещением. Ранее было показано,  что вариабельность интенсивности
роста CuS-культур в стандартных условиях культивирования (при постоянной
температуре и круглосуточном освещении) связана с флуктуациями глобальных
гелиофизических факторов (с флуктуациями интенсивности электромагнитного
излучения Солнца) (Божков и др., 2008). Флуктуации гелиофизических факторов
характеризуются определенной сезонной динамикой. При этом каждый
календарный год имеет «неповторимый рисунок» флуктуаций гелиофизических
факторов (Божков и др., 2008). Это позволяет предположить, что характер
вариабельности интенсивности роста культур микроводорослей в разные годы
также будет существенно различаться.
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В связи с этим интенсивность роста CuR - и CuS-культур определяли в
мае-июне 2007 г. и сравнивали с интенсивностью роста  в феврале-марте 2006 г. в
стандартных условиях культивирования. В этой серии экспериментов CuS -
культуры выходили в стационарную фазу на 10 -е сутки роста, концентрация
клеток при этом достигала 8 млн  кл/мл. Следовательно, в мае-июне 2007 г.
интенсивность роста CuS-культуры была выше, чем в феврале -марте 2006 г.
Причем дальнейшее культивирование микроводорослей CuS -культуры (30-е и 40-е
сутки роста) сопровождалось уменьшением концентрации клеток в культуре
(рис. 1, б).

CuR-культура, как и в 2006 г., выходил а на стационарную фазу на 20 -е
сутки роста (концентрация клеток достигала 10,2 млн  кл/мл). Дальнейшее
культивирование этого штамма (30 - и 40-е сутки роста) сопровождалось резким
снижением концентрации клеток в культуре (рис. 1, б). Уменьшение концентрации
клеток на поздних этапах стационарной фазы может быть обусловлено как
частичной их гибелью, так и процессами образования зигот.

Таким образом, динамика роста CuS- и CuR-культур микроводорослей в
2006 г. и 2007 г. существенно различалась.

Вариабельность интенсивности роста микроводорослей может быть
связана со специфическими флуктуациями гелиофизических факторов в 2006 и
2007 гг. Действительно, рисунок флуктуаций интенсивности электромагнитного
излучения Солнца в период накопительного культивирования микров одорослей в
2006 и 2007 гг. существенно различался (см. таблицу). При этом площадь
солнечных пятен в 2007 г. была в среднем в 5 -20 раз выше, чем в 2006 г.

Т а б л и ц а . Площадь солнечных пятен (S, 10-6hemis*) в период культивирования CuS- и CuR-

культур Dunaliella viridis

Продолжительность культивирования, сут
Период культивирования

10 20 30 40

Февраль-март 2006 г. 13,6 8,6 10,9 23,7

Май-июнь 2007 г. 75,5 177,0 148,4 121,9

*hemis – миллионная доля площади видимой солнечной полусферы.

Вариабельность интенсивности роста определяется флуктуациями не
только глобальных и гелиофизических факторов, но и локальных факторов
(Божков и др., 2008). В данной серии экспериментов флуктуации локальных
факторов – это различная концентрация ионов Cu2+ в среде культивирования.
Можно полагать, что комбинированные эффекты глобальных и локальных
факторов будут приводить к формированию уникальных вариантов адаптивных
ответов – специфической динамики роста CuS - и CuR- культур микроводорослей.

Молекулярно-клеточные механизмы реали зации комбинированных
эффектов глобальных и локальных факторов могут быть связаны с изменениями в
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метаболизме нуклеиновых кислот, белков и, возможно, с изменениями
метаболизма липидов и каротиноидов.

Характеристика эпигенотипов CuS- и CuR-культур Dunaliella viridis
в разное время года

Содержание ДНК в клетках D. viridis в процессе накопительного
культивирования CuS-культуры достоверно не изменялось (рис. 2, а). Динамика
содержания ДНК в клетках CuR -культуры имела ∩-образный характер.
Количество ДНК увеличивалось в 2,8 раза с 20 по 30-е сутки роста, а к 40-м суткам
уменьшалось, оставаясь при этом в 1,7 раза выше по сравнению с 10 -ми сутками
культивирования (рис. 2).

Продолжительность культивирования, сут

Рис. 2. Содержание ДНК (а), РНК (б), белка (в) в клетках CuS- и CuR-культур Dunaliella viridis на
10-, 20-, 30- и 40-е сут накопительного культивирования в феврале -марте 2006 г.
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Выявленные различия в динамике содержания ДНК позволяют пред -
положить, что “специфично” изменяютс я в этих условиях культивирования и
другие показатели первичного обмена у микроводорослей CuS - и CuR-культур.
Наиболее интересными в этом отношении могут быть показатели активности
экспрессии генома – содержание РНК и общего белка в клетках микроводорослей .

Оказалось, что содержание РНК в клетках микроводорослей CuS -культур
в процессе накопительного культивирования, как и содержание ДНК, достоверно
не изменялось (см. рис. 2, а, б). В клетках микроводорослей CuR -культуры
содержание РНК на 20-е сутки роста было выше, чем в CuS-культурах (рис. 2, б).
Интенсивность роста CuR-культур в этот период была также выше, чем у CuS -
культур (см. рис. 1, а). На 30-е сутки роста содержание РНК в клетках CuR -
культуры снижалось и не отличало сь от содержания в клетках CuS -культур (см.
рис. 2, б).

Отношение содержания ДНК/РНК является интегральным параметром,
который в определенной степени характеризует функциональную активность
генома. В данной серии экспериментов для клеток CuS -культур отношение
ДНК/РНК в течение 40 дней кул ьтивирования не изменялось. В клетках CuR -
культур на 30-е сутки роста отношение ДНК/РНК резко возрастало. Это может
свидетельствовать о различиях в динамике функциональной активности генома в
клетках микроводорослей CuS- и CuR- культур в процессе культивир ования.

Различия между этими двумя штаммами при их культивировании в
феврале-марте 2006 г. выявлялись и в содержании общего белка. Кривая его
содержания в клетках микроводорослей CuS -культур имела S-образный характер и
в определенной степени повторяла кри вую динамики роста D. viridis. Выход CuS-
культур в стационарную фазу роста (30 -40-е сутки) сопровождался увеличением
содержания белка в клетках микроводорослей в 2 раза (см. рис. 1, а; 2, в).

Кривая динамики содержания белка в клетках CuR -культур имела ∩-
образный характер. Его максимум в клетках отмечался на 20 -30-е сутки
культивирования. На более поздних стадиях стационарной фазы (40 -е сутки)
содержание белка в клетках CuR -культур уменьшалось (см. рис. 2, в). Для CuS- и
CuR-культур на ранних (10 дней) и п оздних (40 дней) этапах культивирования
различия в содержании белка в клетках было незначительным. На 20 - и 30-е сутки
выращивания количество белка в клетках CuR -культур в 3 раза превышало
аналогичный показатель клеток CuS -культур.

Сравнительный анализ CuS- и СuR-культур D. viridis позволяет пред-
положить, что вариабельность содержания нуклеиновых кислот и белков может
значительно увеличиваться за счет флуктуаций локальных факторов (в данном
случае – это увеличение концентрации Cu2+ в среде).

Определение содержания вторичных метаболитов, ТГ и -каротина в
клетках микроводорослей CuS - и CuR-культур в процессе накопительного
культивирования в феврале-марте 2006 г. показало, что динамика содержания ТГ и
-каротина в клетках CuS- и CuR-культур существенно не различалась (рис. 3).
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Для обеих культур было характерно увеличение содержания ТГ и -каротина на
поздних этапах культивирования, что согласуется с полученными ранее данными о
накоплении вторичных метаболитов в клетках микроводорослей в процессе
«старения» культур (Bozhkov, Menzyanova, 1995, 1999).

Продолжительность культивирования, сут

Рис. 3. Содержание триацилглицеридов ( а) и β-каротина (б) в клетках CuS- и CuR-культур Dunaliella
viridis на 10-, 20-, 30- и 40-е сут накопительного культивирования в  феврале-марте 2006 г.

Полученные данные свидетельствуют о высокой вариабельности  показа -
телей первичного и вторичного метаболизма микроводорослей в процессе накопи -
тельного культивирования.

На разных этапах культивирования у разных культур D. viridis
формировались специфические временные профили содержания ДНК, РНК, белка
ТГ и β-каротина (рис. 4). Лепестковые диаграммы показывают различную вре -
менную вариабельность профилей параметров первичного и вторичного мета -
болизма для микроводорослей CuS - и CuR-культур. В каждом случае формируется
специфическая «мозаика» соотношения параметров первичного и вторичного
метаболизма.

Очевидно, специфичность этой «мозаики» определяется флуктуациями
локальных факторов (увеличение концентрации ионов Cu2+ в среде для CuR-
культур микроводорослей) и глобальных факторов. В связи с этим определяли
динамику параметров вторичного и первичного метаболизма микроводорослей в
2007 г., когда «рисунок» флуктуаций активности электромагнитного излучения
Солнца значительно отличался от «рисунка» 2006 г. Динамика содержания ДНК в
клетках микроводорослей CuS - и CuR-культур имела ∩-образный характер с
максимумом на 30-е сутки роста, увеличиваясь в 3,3 и 7,6 раза  соответственно, по
сравнению с 10-и сутками роста (см. рис. 5, а).
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Динамика содержания РНК в клетках микроводорослей CuS -культур
имела S-образный характер. Содержание РНК в клетках было одинаковым в
течение первых 20 дней, на 30-е сутки роста оно увеличивалось в 1,5 раза,
достоверно не изменяясь на 40 -е сутки роста (рис. 5, б).

0

34

68
ДНК

РНК

белоккаротин

ТГ

Рис. 4. Временные профили содержания ДНК, РНК, белка, триацилглицеридов и β-каротина в клетках
CuS- (а) и CuR-культур Dunaliella viridis (б) на 10-, 20-, 30- и 40-е сут накопительного
культивирования в феврале-марте 2006 г.

Содержание РНК в клетках микроводорослей CuR-культур линейно
увеличивалось в процессе накопительного культивирования и на 40 -е сутки роста
было в 2,8 раза большим по сравнению с 10 -и сутками роста (см. рис. 5, б).

Продолжительность культивирования, сут

Рис. 5. Содержание ДНК (а), РНК (б), белка (в) в клетках CuS- и CuR-культур Dunaliella viridis на 10-,
20-, 30- и 40-е сут накопительного культивирования в мае -июне 2007 г.
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Содержание белка в клетках микроводорослей CuS - и CuR- культур
увеличивалось в процессе накоп ительного культивирования, но динамика его
содержания в клетках разных штаммов была неодинаковой. При этом, на 10 -е и
40-е сутки культивирования содержание белка в клетках микроводорослей обоих
штаммов было практически одинаковым. Содержание белка в клетка х
микроводорослей CuS- и CuR-культур в мае-июне 2007 г. было значительно ниже,
чем в клетках микроводорослей в аналогичных условиях культивирования в
феврале-марте 2006 г. (см. рис. 2, в; 5, в).

В мае-июне 2007 г. в условиях накопительного культивирования
содержание ТГ в клетках CuS- и CuR-культур линейно уменьшалось на 40 -е сутки
роста. Причем, динамика содержания ТГ была одинаковой для обоих штаммов
микроводорослей (рис. 6, а). В 2006 г. в условиях накопительного культивиро -
вания содержание ТГ в клетках C uS- и CuR-культур, наоборот, увеличивалось.

Продолжительность культивирования, сут

Рис. 6. Содержание ТГ (а) и β-каротина (б) в клетках CuS- и CuR- культур Dunaliella viridis на 10-, 20-,
30- и 40-е сут накопительного культивирования в мае -июне 2007 г.

Динамика содержания β-каротина в условиях накопительного
культивирования в 2007 г. значительно отличалась от таковой в 2006 г. Так, в
2007 г. максимальный уровень β-каротина в клетках CuS-культур отмечали на 30-е
сутки роста, дальнейшее культивирование соп ровождалось его уменьшением
(см. рис. 6, б).

Содержание β-каротина в клетках CuR-культур также значительно
возрастало на 30-е сутки роста и при дальнейшем культивировании уже не
изменялось. При этом, на 30-е сутки роста содержание β-каротина в клетках CuR-
культур было в 1,5 раз меньше , чем в клетках CuS-культур (см. рис. 6, б).
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В результате выявленных особенностей динамики параметров первичного
и вторичного метаболизма микроводорослей в условиях накопительного
культивирования в 2007 г. формировались специфи ческие временные профили
содержания ДНК, РНК, белка, ТГ и β-каротина (рис. 7). Временная «мозаика»
вариабельности параметров метаболизма в 2007 г . была совершенно иной. Надо
полагать, что специфическая «мозаика» параметров метаболизма является
результатом различных адаптивных стратегий биосистем в изменяющихся
условиях среды.

а б
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Рис. 7. Временные профили  содержания ДНК, РНК, белка, ТГ и β-каротина в клетках CuS- (а) и CuR-
культур (б) на 10-, 20-, 30- и 40-е сут накопительного культивирова ния в мае-июне 2007 г.

Обсуждение

Динамика роста и динамика параметров первичного и вторичного
метаболизма (содержание ДНК, РНК, белка, ТГ и β-каротина) в клетках микро-
водорослей в условиях накопительного культивирования характеризуются
сезонной вариабельностью, которая сохраняется даже в условиях круглосуточного
освещения и постоянной температуры. Сезонная вариабельность биологических
систем (от популяций до биоценозов) не вызывает сомнений. В большинстве
случаев эта вариабельность связана с сезонными изменениями температуры,
продолжительности дня и т.д. В наших экспериментах естественные сезонные
изменения температуры, интенсивности и продолжительности освещения
(основных физических параметров, влияющих на интенсивность роста культур
микроводорослей) были исключены. Ранее было высказано предположение, что
функциональная вариабельность микроводорослей в стандартных условиях
культивирования является результатом комбинированных эффектов локальных и
глобальных факторов (Божков и др., 2008).

Даже в стандартных условиях культивирования имеют место флуктуации
локальных факторов, которые, как правило, не учитываются при планировании
экспериментов. Например, сезонные изменения состава воды (изменение
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концентрации тяжелых металлов), вариабельность численности бак териальной
субпопуляции в культуре микроводорослей (Мензянова и др., 2007) могут вносить
определенный вклад в вариабельность микроводорослей в стандартных условиях
культивирования.

Две культуры D. viridis – медь-чувствительный и медь-резистентный –
были получены в результате длительной селекции и различаются между собой
способностью расти на средах с разной концентрацией ионов меди (Божков,
Голтвянский, 1998). Формирование устойчивости микроводорослей к токсическим
концентрациям ионов меди сопровождалось из менениями в метаболизме
нуклеиновых кислот и белков (Божков, 2000). Т.е., эти два штамма можно
рассматривать как два метаболических варианта, два разных функциональных
эпигенотипа микроводорослей.

Принцип условия начального состояния является одним из фунд а-
ментальных принципов функционирования биологических систем (Пригожин,
2005). Этот принцип заключается в том, что ответ биологических систем на
воздействие внешних факторов зависит от функционального состояния системы в
момент воздействия. Значительный вклад в функциональную вариабельность
микроводорослей D. viridis в стандартных условиях культивирования вносит
исходная неопределенность (функциональная гетерогенность) клеточной попу -
ляции.

Можно полагать, что исходная функциональная неопределенность
микроводорослей является следствием комбинированного воздействия различных
локальных и глобальных факторов (Божков и др., 2008). В результате исходной
функциональной неопределенности (стартовая точка культивирования) в процессе
накопительного культивирования мик роводорослей (в результате непрерывного
комбинированного воздействия локальных и глобальных факторов) формируются
различные эпигенотипы, которые могут определять их способность к адаптации к
комплексу локальных и глобальных факторов.

Два функциональных эпигенотипа микроводорослей D. viridis – CuS- и
CuR-культуры – характеризовались специфической динамикой роста в условиях
накопительного культивирования (см. рис. 1). Динамика содержания ДНК, РНК,
общего белка, ТГ и β-каротина у этих двух шта ммов также существенно
различалась (см. рис. 2, 3, 5, 6). Временные профили параметров первичного и
вторичного метаболизма микроводорослей двух штаммов в стандартных условиях
накопительного культивирования характеризовались выраженной сезонной
вариабельностью даже при пост оянной освещенности и температуре (рис. 4;  7).
В результате, сезонная вариабельность выявлялась и для коррелятивных связей
между параметрами первичного и вторичного метаболизма. Так, в условия х
накопительного культивирования  в 2007 г. между содержанием ДН К и β-каротина
в клетках микроводорослей CuS - и CuR-культур наблюдалась положительная
корреляция (см. рис. 5, 6). В условиях накопительного культивирования в 2006 г.
корреляция между этими параметрами отсутствовала.
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Эти результаты могут указывать на отсутс твие «жесткой» связи между
различными звеньями метаболической системы, что в конечном итоге проявляется
в многообразии эпигенотипов культур микроводорослей.

Выводы

1. Интенсивность роста культур Dunaliella viridis зависит не только от
генотипа и функционального состояния клеток, но и от времени года. Причем
ответная реакция на солнечную активность и другие глобальные факторы среды у
разных штаммов микроводорослей различная.

2. В процессе накопительного культивирования формируются различные
патерны в содержании ДНК, РНК белка и продуктов вторичного обмена (липиды и
-каротин). Эти патерны имели свою особенность у разных штаммов ( CuS и CuR)
и по-разному изменялись у этих штаммов в разные годы.

3. На формирование эпигенотипов мик роводорослей влияет активност ь
Солнца даже в случае постоянных условий культивирования (освещенность,
температура, условия культивирования).
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THE SEASONAL PECULIARITIES OF THE EPIGENOTYPES OF THE COPPER-SENSITIVE

AND COPPER-RESISTANT CULTURES OF DUNALIELLA VIRIDIS TEOD. DURING

ACCUMULATIVE CULTIVATION

In present paper was investigated the growth dynamics and the dynamics of para meters of a primary

metabolism (of DNA, RNA and protein content) and a secondary metabolism (threеacylglycerydes (ТG) and

-carotene content) in cells of copper -sensitive (CuS) and copper-resistant (CuR) cultures Dunaliella viridis

Teod. on 10th, 20th, 30th and 40th day of cultivation in 2006 and 2007 years. The growth dynamics of the CuS -

and CuR-cultures was revealed to be different in standard cultivation conditions in 2006 and in 2007 years.

The specific parameters variability of a primary and a seconda ry metabolism resulted in forming of the specific

temporal profiles of DNA, RNA, proteins, ТG and -carotene content in microalgae cells of the CuS - and

CuR-cultures in 2006 and 2007 years. The variability of specific temporal profiles of integral paramete rs of a

primary and a secondary metabolism is supported to be determined by the fluctuation of the electromagnetic

radiation of the Sun and to characterize epigenotyps differences of the different Dunaliella Teod. strains.

K e y w o r d s : Dunaliella viridis, growth dynamics, epigenotypes, DNA, RNA,

threeacylglycerydes, -carotene.
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