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Введение 


1. ВВЕДЕНИЕ

Основными первичными продуцентами в водоемах являются планктонные водоросли, которые за счет фотосинтеза осуществляют процесс новообразования органического вещества. Органические вещества клеток водорослей и органические вещества, выделяемые ими в среду - основа функционирования трофической цепи и, следовательно трансформации вещества и энергии в водных экосистемах (Федоров, 1979). Внеклеточные органические вещества (ВОВ) являются связующим звеном в трофической цепи между водорослями, бактериями, зоопланктоном, а также внутри сообщества фитопланктона. Выделение органических веществ водорослями во внешнюю среду - естественный процесс, отражающий жизнедеятельность клеток водорослей. Разнообразие состава ВОВ, биологическая активность отдельных компонентов позволили выдвинуть гипотезу об активном участии внеклеточных продуктов в экологическом метаболизме водоемов (Fogg et al., 1965; Хайлов, 1971; Федоров, Кафар Заде, 1978; Сиренко, Козицкая, 1988; Тамбиев, 1991; Hama et al., 1992).

Изучение взаимодействия водорослей и бактерий с участием внеклеточных метаболитов, в частности, антагонизма, важно для понимания механизмов взаимной регуляции популяций клеток в альгобактериальных ассоциациях, что существенно для прогнозирования изменений в сообществе и поиска путей управления этим взаимодействием и представляет интерес как для теоретических вопросов гидробиологии (Дзержинская, 1993; Садчиков, 1997), так и для практических задач биотехнологии.

В настоящее время достаточно хорошо изучен химический состав ВОВ микроводорослей, в основном с использованием лабораторных культур (Максимова, Горская, 1980; Сиренко, Козицкая, 1988). Однако, до сих пор существуют противоречия в оценке возможных объемов прижизненных выделений, что чрезвычайно важно для правильной оценки первичной продукции (Бульон, 1977; Sharp, 1977; Bjornsen, 1988). Одним из наименее

изученных является вопрос о механизмах выделения ВОВ, собственно определяющий происхождение ВОВ и процессы их накопления во внешней среде микроводорослей. Дело осложняется трудностями методического характера, а также неоднородностью популяций клеток водорослей по физиологическому состоянию, что присуще природным популяциям и накопительным культурам. В результате сложно определить, какая доля ВОВ является результатом прижизненных выделений, а какая образовалась в процессе размножения клеток или их автолиза. Такое положение является следствием отсутствия данных по изучению процессов накопления ВОВ в связи с функциональным состоянием культур и клеток микроскопических водорослей, определяемых в основном активностью фотосинтеза и барьерными свойствами внешних мембран.

Наличие в составе ВОВ физиологически активных соединений липидной, фенольной природы и продуктов их ферментативной или неферментативной трансформации позволяет полагать их участие в формировании качества водной среды как среды обитания (Грановская и др., 1992), а также в регуляции роста и развития водорослей (Таутс, 1983; Наша et al., 1992; Paulsen et al., 1998) и микроорганизмов (Сидорова, Максимова, 1986). Несмотря на длительную историю исследования ВОВ микроскопических водорослей, на современном этапе наименее изученными являются вопросы, связанные с процессами прижизненного выделения ВОВ, физиологической активности отдельных компонентов внеклеточных продуктов и участия их в регуляции роста и развития водорослей.

Настоящая работа является продолжением исследований ВОВ микроскопических водорослей, проводимых в течение ряда лет на кафедре гидробиологии и кафедре микробиологии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова.

1.1. Основная цель диссертационной работы - исследование процессов накопления внеклеточных органических веществ в культурах хлорококковых водорослей в связи с физиологическим состоянием клеток, а также изучение возможных путей регуляции развития культур с участием внеклеточных метаболитов. В связи с этим были сформулированы следующие задачи:

1. исследовать процессы накопления ВОВ в культурах хлорококковых водорослей в связи с фотосинтетической активностью и жизнеспособностью клеток;

2. установить возможности применения данных электроспектроскопии накопительной культуры Chlorella pyrenoidosa S-39 в процессе развития в оптимальных условиях для определения функциональной активности клеток водоросли;

3. оценить альгицидную и бактерицидную активность внеклеточных метаболитов зеленых микроводорослей;

4. определить возможные направления действия механизмов регуляции роста и развития культур микроводорослей внеклеточными метаболитами путем изучения их влияния на фотосинтетическую активность.

2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

2.1. Внеклеточные органические вещества водорослей -

общие положения.

Среди ВОВ могут оказаться продукты основного, промежуточного и вторичного метаболизма растительных клеток, поэтому в тексте редко используется термин растворенное органическое вещество (РОВ), по которому к РОВ относят растворенную органику с молекулярной массой 1 кДа, коллоиды 10 кДа и тонкодисперсные частицы до 0,45 мкм (Хайлов, 1974). Выделение ВОВ водорослями во внешнюю среду - естественный процесс, отражающий жизнедеятельность клеток водорослей. Разнообразие состава ОВ, биологическая активность его компонентов уже давно позволили предположить активное участие ВОВ в экологическом метаболизме водоёмов (Лукас, 1964; Горюнова, 1966; Хайлов, 1971; Fogg, 1983, Остроумов, 1986).

При исследовании внеклеточных продуктов микроводорослей выделяют ряд задач: определение их количества, качественного состава, изучение механизмов выделения экзометаболитов во внешнюю среду, определение их биологической активности (Максимова, Горская, 1980). По количественной стороне ВОВ данные различных авторов наиболее противоречивы. Одни авторы считают, например, что ВОВ водорослей могут достигать величин, сопоставимых с биомассой клеток (Lewin, 1956), другие допускают объем ВОВ 10-45% от общего ассимилированного углерода (Allen, 1956), или 10-30% (Fogg et al., 1965), или даже 75% (Sharp, 1977), 50-80% (Бульон, 1983). В культурах водорослей объёмы ВОВ ниже, чем в естественных водоёмах (Бульон, 1983) и оцениваются в 2-10% от ассимилированного в процессе фотосинтеза углерода (Максимова, 1979). Одной из причин различных оценок количества ВОВ может быть различия в методах определения ВОВ (Горская, 1978; Максимова, Горская, 1980).

Другая причина заключается в трудностях разделения истинно прижизненных внеклеточных ОВ от тех, что оказываются во внешней среде в результате отмирания клеток (Плеханов, Максимова, 1997). ВОВ постлетального происхождения оцениваются и в 75% от биомассы клеток (Хайлов, 1971), и в 15-20% (Денисова, 1978). По другим данным, отмирание клеток водорослей не является определяющим в накоплении ВОВ в среде, а основным их источником являются прижизненные выделения (Сакевич, 1985). Накопление ВОВ в культурах нитчатых водорослей до концентраций 40-100 мг/л относят целиком к прижизненным выделениям (Величко, 1982). Возможной причиной различной оценки количества ВОВ могут быть условия, при которых проводились исследования. Известно, что в олиготрофных водоёмах внеклеточные выделения выше (до 24% от общего ассимилированного углерода), чем в эвтрофных (до 12%), (Berman, 1976; Бульон, 1983), увеличиваются они и в условиях несбалансированного роста и воздействии стрессовых факторов (Sharp, 1984; Тамбиев, 1984; Сакевич, 1985). На Женевском озере, показано, что максимальные величины внеклеточных выделений характерны для летнего периода, минимальные -для зимнего (Feuillade et al., 1986). Выделение вновь синтезированных органических веществ зависят от состава фитопланктона, интенсивности фотосинтеза (Riemann, Sondergaard, 1981, Романенко и др., 1981). На фитопланктоне оз.Онтарио было установлено, что при высокой биомассе водорослей относительная величина внеклеточной продукции составляла

1-4% от общей первичной продукции, а при низкой биомассе - 7-15% (Nalewajko, Schindler, 1976). Продуцирование ВОВ зависит от размера клеток фитопланктона: мелкие формы продуцируют большие объемы по сравнению с крупными (Wiebe, Smith, 1977; Садчиков и др., 1992). При снижении уровня освещенности величина внеклеточной продукции увеличивается (Berman, 1976).

Органические вещества, выделяемые клетками водорослей во внешнюю среду - часть фотосинтетической продукции, лежащей в основе функционирования трофической цепи (Лукас, 1964; Fogg, 1983; Фёдоров, 1979). В естественных условиях накопление ВОВ, нередко обладающих высокой биологической активностью, создает возможности как для их использования в энергетическом обмене микроорганизмов и водорослей, так и для участия в регуляции развития микроорганизмов и самих водорослей. Внеклеточным продуктам принадлежит важная роль в функционировании водных биоценозов и формировании определенных химических свойств водной среды как среды обитания (Сиренко, Козицкая, 1988). Особый интерес к роли ЖК в функционировании водных экосистем определяется тем, что установлена связь между количеством ЖК в составе ВОВ фитопланктона и его численностью (Наша, 1991; Hama et al., 1992). Показано, что состав СЖК поверхностного слоя воды может отражать фазы сезонной сукцессии фитопланктона (Gladyshev et al., 1993a; 1993 b).

2.2. Химическая природа внеклеточных органических веществ.

Химическая природа выделяемых водорослями органических соединений, крайне разнообразна. Среди них встречаются углеводы, азотсодержащие вещества, органические кислоты, фенольные соединения, липиды, витамины, фитогормоны (Fogg, 1971; Hellebust, 1974; Максимова, Горская, 1980; Тамбиев, Кирикова, 1981; Тамбиев и др., 1983; Сиренко, Козицкая, 1988).

Растворимые полисахариды обнаруживаются в составе внеклеточных продуктов всех хорошо изученных одноклеточных зелёных водорослей Dunaliella, Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus (Максимова, Горская, 1980). У водорослей Chlorella, Scenedesmus внеклеточные полисахариды составляют 25-40% от общего количества органики в среде, основными среди них являются галактоза и арабиноза, в

меньших количествах встречается фруктоза, манноза, рамноза, уроновые кислоты (Lewin, 1962). У этих водорослей найдены также глюкоза, галактоза, ксилоза, арабиноза, при этом различия внеклеточных полисахаридов связаны с молярным соотношением входящих в их состав моносахаридов и наличием или отсутствием уроновых кислот (Пименова, Максимова, 1966). Простые углеводы у большинства водорослей в средах либо совсем не обнаруживаются, либо присутствуют в следовых количествах (Максимова, Пименова, 1971). Однако у цианобактерий Anacystis nidulans и Synechocystis aquatilis простые углеводы в средах составляют 9-13% от общего содержания ВОВ (Карауш, Фёдоров, 1975). Скорее всего, углеводы в культуральных средах являются компонентами клеточных стенок и накапливаются при лизисе, слущивании, растворении в процессе разложения (Fogg, 1966; Watt, 1969; Максимова, Горская, 1980).

У азотфиксирующей Anabetena cylindrica на долю внеклеточного азота приходилось 30% от связанного (Fogg, 1952). Среди внеклеточных азотсодержащих веществ, как правило, присутствуют белки и полипептиды. Во внеклеточных белках 23 видов морских водорослей содержалось от 0,2 до 5,9% от суммарного выделенного углерода (Hellebust, 1965). Потери связанного азота у зеленых водорослей меньше, у культуры Scenedesmus quadricauda и Chlorella pyrenoidosa на долю внеклеточного азота приходится 5-12% от общего азота среды и клеток. При этом 10-20% внеклеточного азота составляли полипептиды и 4-9% - свободные аминокислоты (Максимова и др., 1972; Максимова, Корженко, 1972).

Среди органических кислот ВОВ особое место занимает гликолевая кислота. Выделение гликолата водорослями происходит в результате простой диффузии и определяется соотношением скоростей ее синтеза и потребления, связанного с активностью ферментов синтеза и ферментов гликолатного пути, в частности, гликолатдегидрогеназы (Максимова, Даль, 1975; Kaplan, Berry, 1981).

Для водорослей родов Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus характерно выделение в среду муравьиной и уксусной кислот (3-8%, иногда до 20% от суммы внеклеточных соединений) (Максимова, Пименова, 1969; Begum, Syrett, 1970). В культуральных средах этих же водорослей обнаруживали малат, оксалат, лактат, щавелевую, пировиноградную кислоты (Максимова, 1980). Установлено, что в культуральных средах Sceredesmus acuminatus, Anabaena variabilis, Mycrocystis aeruginosa максимальное количество органических кислот накапливается в лагфазе и начале экспоненциальной фазы роста. При этом обнаруживали лимонную, фумаровую, гликолевую, винную, янтарную кислоты (Царенко, 1984).

Фенольные соединения в составе ВОВ водорослей представлены в виде полифенолов, таких как флавоноиды и таннины у бурых водорослей, например у Fucus vesicolosus (Sieburth, 1969). Для цианобактерий Mycrocystis pulverea, Anabaena variabilis показано, что фенольные соединения, выделяемые в культуральную среду, достигают концентраций 0,48-3,46 мг/л, причем количество выделяемых фенолов не связано с их внутриклеточным содержанием, а зависит от физиологического состояния (Козицкая, 1974; 1984). В культуральной среде зеленой водоросли Chlorella sp. выявлены фенольные соединения флавоноидной природы, которые накапливались в количестве 0,61-1,04% от общего количества органического вещества среды в зависимости от стадии развития культуры и условий выращивания. Автору удалось идентифицировать в клетках вещества, хроматографически близкие к гликозиду флавонола, гликозиду изофлавона, гликозиду кверцитина. После кислотного гидролиза водорастворимых фенолов были обнаружены также фенолкарбоновые кислоты и сложные эфиры. Однако в средах в основном присутствовали продукты превращений фенольных соединений клеток (Таутс, 1978, 1983). Состав фенольных соединений в культуральных средах зеленых водорослей и цианобактерий близок по своему составу (Kroes, 1972). Продуцирование

фенолов отмечалось в природных условиях: цианобактерии, вызывающие "цветение" воды, выделяют фенольные соединения в процессе своей жизнедеятельности и при отмирании, что ухудшает качество воды и вызывает ингибирование роста у сопутствующей альгофлоры (Сиренко, Козицкая, 1988). Таутс, Семененко, 1971).

Липиды в составе ВОВ водорослей составляют 8-10% от сухого вещества клеток (Billmire, Aaronson, 1976). Среди липидов, выделяемых различными группами водорослей, находят нейтральные липиды, стерины, эфиры стеринов, сульфолипиды, гликолипиды, фосфолипиды, триглицериды, свободные жирные кислоты (СЖК). При этом количество ненасыщенных жирных кислот (НЖК) составляет до 60% от общего количества СЖК и положительно коррелирует с морфологической сложностью водорослей. Суммарное содержание липидов и соотношение в них отдельных компонентов, состав ЖК зависят от видовых особенностей, температуры, обеспеченности биогенными элементами (Сиренко, Козицкая, 1988).

Зелёные водоросли, как это было показано на культурах С. vulgar is и S. obliquus, в экспоненциальной и стационарной фазе роста накапливают в среде стерины, триглицериды, фосфолипиды и СЖК. Из ЖК идентифицированы миристиновая, пальмитиновая, олеиновая, эруковая, линолевая кислоты. Среди фосфолипидов - кефалин и лецитин (Телитченко и др., 1972). Близкие данные были получены на культурах водоросли С. pyrenoidosa шт.82 и Chlorella sp. штамм К. В культуральных средах обеих штаммов был обнаружен близкий состав ЖК. В наибольших количествах в среде находились пальмитиновая (16:0) и олеиновая (18:1) кислоты, содержание которых достигало 55 и 43 % соответственно от суммы ЖК. В значительно меньших количествах присутствовали пальмитолеиновая (16:1) и стеариновая (18:0) кислоты, в следовых - миристиновая (14:1), пентодекановая (15:0), линолевая (18:2), линоленовая (18:3) и арахиновая

(20:0). Суммарные концентрации ЖК в средах были определены как 1-10 мкМ, что составляло 0,1-0,4% от суммы органических веществ среды (Таутс, 1974). В липидах зелёных водорослей родов Chlorella, Scenedesmus преобладающими ЖК можно считать олеиновую, линолевую, линоленовую, пальмитиновую и пальмитолеиновую кислоты (Антонян и др., 1986). В культуральной среде цианобактерии Spirulina platensis преобладали следующие СЖК: пальмитиновая (16:0), стеариновая (18:0), гексадеценовая (16:1), олеиновая (18:1). Достаточно большим было и содержание лауриновой (12:0) и миристиновой (14:0) кислот. Среди ЖК липидов водорослей преобладали пальмитиновая, линоленовая, линолевая, олеиновая, с ростом культуры происходило постепенное увеличение содержания НЖК (Калачёва, Сущик, 1994; Гладышев и др., 1996). Ранее было установлено, что в культуральных средах цианобактерии, зелёных, диатомовых водорослей, содержатся ЖК, присущие клеткам этих водорослей (Кирилова, 1969). Несмотря на качественные отличия в липидном и ЖК составе внеклеточных ОВ различных групп водорослей, в количественном отношении накопление этих веществ в средах близко и имеет важное значение для функционирования культур водорослей и природных сообществ фитопланктона.

2.3. Процессы выделения клетками водорослей органических веществ Выделение клетками органических веществ, таких как сахара, аминокислоты, органические кислоты в нормальных условиях, определяется, главным образом, диффузией через плазмалемму. Скорость диффузии определяется концентрационным градиентом и проницаемостью мембраны для этих соединений (Stadelmann, 1969; Bjornsen, 1988). Для выделения витаминов, гормонов, ферментов предполагают активные механизмы экскреции (Хайлов, 1971; Бульон, 1977; Storch, Saunders, 1975), что однако, ставится под сомнение, как и сама возможность выделения органических веществ клетками водорослей в нормальных условиях (Sharp,

ю

1977). Наиболее вероятный способ выделения крупных молекул, таких как полисахариды, полипептиды, сложные фенолы, состоит в слиянии внутриклеточных везикул, содержащих макромолекулы, с плазмалеммой, в результате чего происходит потеря их клетками (Wathkey et al., 1972; Тамбиев, Кирикова, 1981). Доказательств существования активных механизмов выделения органики аналогичных тем, что присущи высшим растениям (секреция, обратный пиноцитоз) (Шаповалов, 1973), для водорослей пока неизвестно. Однако, процесс выделения ВОВ водорослями можно считать энергозависимым, подтверждением чему служит факт увеличение скорости выделения ОВ при действии неблагоприятных факторов, например, высоких интенсивностях света, лимитировании СОг для фотосинтеза, низкие значения рН, недостаток минерального питания (Hellebust, 1974). При исследовании состава внеклеточных СЖК у Spirulina platensis было высказано предположение, что выделение СЖК в среду происходит с помощью какого-то белка-переносчика, возможно, специфической ацилтрансферазы, поскольку ферменты этой группы в клетке способны трансформировать ЖК с ацилкоэнзима А на глико- и фосфолипиды (Калачёва, Сущик, 1994).

Развитие водорослей, в частности, зеленых, сопровождается постепенным накоплением органики в среде. Однако, данные о количестве внеклеточных органических веществ, полученных разными исследователями, не совпадают. Для пресноводных водорослей приводится величина 7-50% (Fogg et al., 1965), 20-55% (Czeczuga, Gradski, 1973) от общего ассимилированного углерода. Количество выделенного углерода, отнесенное ко всему количеству, фиксированному за 1 ч экспозиции, у 33 штаммов водорослей на свету с ИаН14СОз составило всего лишь 0.2-3,0% (Максимова и др., 1965; Пименова, Максимова, 1966). В то же время в опытах с растущими культурами (26 штаммов) водорослей доля накапливаемых в среде ОВ достигала к 3-10 суткам 5-10% (Максимова,

п

Горская, 1980). Процесс выделения ОВ клетками водорослей считают нормальной физиологической функцией (Storch, Sanders, 1975) и объясняют его пассивной диффузией соединений (Bjornsen, 1988) и активным транспортом (Mague et al., 1980). Однако, существует также точка зрения, что выделение РОВ нормальными клетками составляет незначительную часть от общего баланса органического углерода клеток и становится существенным лишь в условиях несбалансированного роста и под воздействием стресса (Sharp, 1977). Одним из наименее изученных и противоречивых остается вопрос о происхождении внеклеточных ОВ (Плеханов, Максимова, 1996; 1997). Авторами установлена зависимость выделения ВОВ от фазы развития культуры С. pyrenoidosa S-39 (табл. 1). Таблица I. Уравнения регрессии процесса накопления ВОВ в средах С. pyrenoidosa S-39 по фазам развития культуры. Обозначения: БМЖ - биомасса живых клеток; БММ - биомасса мертвых клеток; N - численность клеток.

Фазы развития культуры Уравнения регрессии Вероятность Р (%)

Логарифмическая, 2-5 сут ОВ=12,03+19БМЖ + 0,64Ы+0,16БММ 91 (БМЖ)

Линейного роста, 5-15 сут. ОВ=0,34+0,06БМЖ+ +5,6БММ 90 (БМЖ)

Стационарная, 15-20 сут. ОВ= 13-0,5 БМЖ+0.7Ы+ +0,25БММ 84 (БММ)

Отмирания, после 20 сут. ОВ=21+0,31 БММ 98 (БММ)

Ясно, что ОВ являются продуктами автолиза клеток водорослей и результатом прижизненных выделений, но не выяснен вклад каждого из этих процессов. Одни авторы считают, что 15-50% (Денисова, 1978), или
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даже до 75% (Хайлов, 1974) биомассы отмирающих клеток становятся частью среды, другие утверждают, что определяющим является процесс прижизненного выделения, связанный в значительной степени с размножением клеток (Сакевич, 1985).

2.4. Электроспектроскопия в оценке функционального состояния

клеток и культур микроводорослей

Среди существующего множества методов при мониторинге загрязняющих или воздействующих на окружающую среду факторов приоритет следует отдать инструментальным методам массового и быстрого анализа, которые призваны обеспечить оценку влияния на биологические объекты достаточно широкой номенклатуры опасных неорганических и органических веществ. К одним из таких методов анализа, обладающим определенными преимуществами перед другими, относится изучение поведения биологических клеток и тканей при прохождении через них постоянного или переменного электрического тока, причём последнем случае в зависимости от его частоты, которая сводится к регистрации и анализу их электрических свойств - сопротивления R и ёмкости С. Более информативным методом является измерение электрических свойств биологических клеток и тканей в переменном электрическом поле в зависимости от его частоты или электроспектроскопия.

Электрические свойства в общем случае определяются двумя основными параметрами среды - проводимостью а и диэлектрической проницаемостью б, величины, которых зависят от частоты электрического поля и температуры среды (Шван, 1963; Pethig, Kell, 1987; Келл, 1992; Markx, Davey, 1999). В биологической среде присутствуют как свободные, так и связанные заряды, которые под действием внешнего переменного электрического поля, могут перемещаться или ориентироваться. Такое разделение на свободные и связанные весьма условно, поскольку заряды, например, ионы, являющиеся свободными в однородной среде, при
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перемещении внутри клетки ограничены мембранами или другими клеточными структурами. Процесс изменения положения зарядов под действием электрического поля представляет собой поляризацию, в которой различают несколько видов. Процессы поляризации связаны с изменением напряженности внешнего электрического поля от нулевого значения до максимальной величины, когда перемещение зарядов или ориентация диполей, связанные с преодолением сил вязкости или межмолекулярного трения, не происходит мгновенно, а требует некоторого времени. При противоположном изменении напряженности поля весь процесс протекает в обратном направлении. Этот процесс представляет собой релаксацию, а время за которое поляризация достигает предельного значения при возрастании напряженности электрического поля от нуля до максимальной величины является временем релаксации. Процесс поляризации в реальной клетке очень сложен: он может включать несколько описанных выше идеальных механизмов поляризации одновременно, которые накладываясь друг на друга дают иногда довольно сложную картину.

Характер взаимодействия переменного электрического поля с биологическими средами на микроскопическом уровне определяется свойствами входящих в состав его тканей молекул. Анализ их поведения, а также мембранных и клеточных структур, необходим для понимания механизмов действия и на других уровнях организации биологических объектов. В данном случае представляют интерес те виды поляризации, которые определяют молекулярные механизмы поведения биологических сред в переменном электрическом поле.

Содержание в среде молекул, обладающих дипольным моментом или полярных молекул, определяет дипольную или ориентационную поляризацию. Дипольными моментами обладают, например, молекулы воды и, благодаря диссоциации ионогенных групп и адсорбции ионов, белка. Полярные молекулы представляют собой жесткий, т.е. фиксированный
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