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Надёжное сохранение культур микроводорослей и создание генетических банков штаммов —
одна из важных задач современной биологии. В каталоге Всемирной федерации культур в базе
WDCM CCINFO на сегодняшний день зарегистрировано 792 коллекции различных культивируе-
мых организмов из 76 стран. Это самая обширная сводная база данных, включающая как извест-
ные крупные коллекции, так и небольшие хранилища исследовательских и образовательных учре-
ждений со всего мира. В базе представлено 47 альгологических коллекций и 80 коллекций мик-
роорганизмов, которые также включают культуры микроводорослей и цианобактерий. В России
зарегистрировано всего 30 биологических коллекций; фонды только 13 из них включают штам-
мы водорослей. Самый распространённый способ хранения культур микроводорослей — метод
их периодических пересевов на жидкие среды или агар. Его используют в 127 коллекциях (99 %
от общего количества в каталоге). Также применяют криоконсервацию— в 33 коллекциях (27 %),
лиофилизацию — в 13 (11 %), L-высушивание — в 5 (4 %), замораживание — в 19 (16 %), иммо-
билизацию в альгинатных бусинках — в 1 (0,8 %). Между тем при использовании этих методов
изменяются морфологические и функциональные свойства клеток сохраняемых культур и проис-
ходит их измельчание. Кроме того, поддержание культур в жизнеспособном состоянии трудоёмко
и требует дорогостоящего оборудования. При этом хранение микроводорослей, переведённых в со-
стояние ангидробиоза путём их обезвоживания, просто и экономически выгодно. Ангидробиоз —
глубокое и длительное торможение метаболизма, обратимое при благоприятных условиях; это до-
статочно распространённое явление в природе. Единственная коллекция из базыWDCMCCINFO,
для которой применяют способ перевода клеток в покоящееся состояние путём ангидробиоза (для
почвенных водорослей)— коллекция культур водорослей Киевского национального университета
(ACKU WDCM 994). Многолетние опыты по переводу микроводорослей в состояние ангидроби-
оза позволили разработать метод их длительного хранения без использования питательных сред,
включающий перевод клеток в состояние ангидробиоза, их сохранение в дегидратированном со-
стоянии и последующее выведение в активную культуру. С целью поддержания альгологическо-
го биоразнообразия на базе ФИЦ ИнБЮМ создано хранилище микроводорослей, переведённых
в состояние ангидробиоза; их при необходимости можно вывести в активные культуры. Объек-
тами стали морские одноклеточные водоросли, а также пресноводные и галобные виды низших
фототрофов, перспективные для аквакультуры и биотехнологии. Культуры получены в виде ино-
кулята из коллекции живых культур планктонных микроводорослей ФИЦ ИнБЮМ. Водоросли
выращивали в накопительном режиме при постоянном освещении. Биомассу собирали во вре-
мя культивирования альгологически чистых культур микроводорослей на стадии замедления ро-
ста или на стационарной стадии. Клетки отделяли от культуральной среды центрифугированием
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или путём их фильтрации на планктонном сите. Затем водоросли обезвоживали и хранили в герме-
тичных зиплок-пакетах, помещённых в пластиковые ёмкости объёмом от 100 до 500 мл, при тем-
пературе +18…+21 °C в темноте в специально оборудованном помещении. Основная часть кол-
лекции представлена штаммами из отделов Chlorophyta, Cyanophyta, Bacillariophyta, Rodophyta.
В статье приведены список видов и количество сохраняемых изолятов, представлена информация
о формах хранения, описан технологический регламент обслуживания и пополнения хранилища
ангидробиозных культур. Хранилище находится на стадии формирования. Его будущее связано
с расширением фонда за счёт морских, пресноводных и галобных видов. Оптимизация спосо-
ба обезвоживания позволит перевести в состояние ангидробиоза микроводоросли, относящиеся
к разным систематическим отделам.
Ключевые слова: микроводоросли, ангидробиоз, жизнеспособность, дегидратация, хранение
микроводорослей и цианобактерий

Одной из важных задач современной биологии является надёжное сохранение культур микрово-
дорослей и создание генетических банков штаммов. Согласно каталогу Всемирной федерации куль-
тур (World Federation for Culture Collections), в базе WDCM CCINFO [27] на сегодняшний день
зарегистрировано 792 коллекции различных культивируемых организмов из 76 стран. Самым рас-
пространённым способом хранения культур микроводорослей является метод их периодических
пересевов на жидкие среды [1, 2, 4, 15, 17, 23] или агар [3, 4, 15]. В каталоге представлено 47 альго-
логических коллекций и 80 коллекций разнообразных микроорганизмов, которые также включают
культуры микроводорослей и цианобактерий. Метод периодических пересевов культур на жидкие
среды или агар применяют в 127 коллекциях (99 % от их общего количества в каталоге). Также
используют криоконсервацию — в 33 коллекциях (27 %) [5, 10, 13, 14, 16, 18, 19, 22, 24, 25, 28],
лиофилизацию— в 13 (11 %) [26], L-высушивание — в 5 (4 %) [21], замораживание — в 19 (16 %),
иммобилизацию в альгинатных бусинках — в 1 (0,8 %) [11, 12]. При применении этих методов про-
исходят изменение морфологических и функциональных свойств и измельчание клеток сохраняе-
мых культур. Кроме того, поддержание культур в жизнеспособном состоянии трудоёмко и требует
дорогостоящего оборудования.

Хранение микроводорослей, переведённых в состояние ангидробиоза путём их обезвожива-
ния, — простой и экономически выгодный способ. Ангидробиоз — глубокое и длительное тор-
можение метаболизма, обратимое при благоприятных условиях. Данное явление, достаточно рас-
пространённое в природе, легло в основу способа перевода клеток в покоящееся состояние. Един-
ственная коллекция из базы WDCM CCINFO, для которой применяют этот метод для поч-
венных водорослей, — коллекция культур водорослей Киевского национального университета
(ACKU WDCM 994) [3].

Многолетние опыты позволили разработать способ длительного хранения микроводорослей без
применения питательных сред, включающий перевод клеток в состояние ангидробиоза, их сохране-
ние в дегидратированном состоянии и последующее выведение в активную культуру [6].

Метод апробирован на про- и эукариотических микроводорослях — морских, галобных и прес-
новодных видах; его успешно используют в ФИЦ ИнБЮМ. По инициативе к. б. н. Р. П. Тренкеншу
в отделе биотехнологий и фиторесурсов в 2005 г. создана коллекция ангидробиозных культур низ-
ших фототрофов, обратимых в жизнеспособное состояние и сохранивших способность к делению.

Цель создания коллекции— надёжное сохранение культур низших фототрофов, пригодных так-
же для создания генетического банка штаммов. Практическое значение хранилища связано с воз-
можностью постоянно иметь в своём распоряжении жизнеспособные культуры для обеспечения
экспериментальных научно-исследовательских работ. В дальнейшем планируется использовать кол-
лекцию в качестве банка микроводорослей и цианобактерий для сохранения редких и эндемичных
видов, водорослей, богатых биологически активными веществами и перспективных для прикладно-
го использования в биотестировании, биомониторинге, биоремедиации и научно-образовательном
процессе.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Культуры были получены в виде инокулята из коллекции живых культур планктонных микро-

водорослей ФИЦ ИнБЮМ [9]. Водоросли выращивали в накопительном режиме при постоянном
освещении. Биомассу собирали во время культивирования альгологически чистых культур микро-
водорослей на стадии замедления роста или на стационарной стадии. Клетки отделяли от культу-
ральной среды с помощью центрифугирования при 3000 об.·мин.−1 на центрифуге ОПН-3-УХЛ 42
или путём их фильтрации на планктонном сите 100 ПЭ [20]. Выбор способа фильтрации зависел
от размера клеток и трихом низших фототрофов.

Подготовку к закладке осуществляли тремя способами:
1) для удаления солей клетки промывали от культуральной среды раствором углекислого аммония,

а затем — дистиллированной водой, далее клетки обезвоживали;
2) водоросли, подлежащие закладке на длительное хранение, дегидратировали вместе с культураль-

ной средой;
3) клетки низших фототрофов суспензировали с протекторами.

Для каждой микроводоросли закладку осуществляли разными способами, чтобы иметь возмож-
ность провести сравнительный анализ по критерию жизнеспособности клеток низших фототрофов,
сохраняемых длительное время, и выявить оптимальный метод.

На начальном этапе микроводоросли дегидратировали при температуре +20…+70 °C
с шагом 10 °C. После серии экспериментов был выбран температурный диапазон +30…+40 °C [8].
Контроль уровня остаточной влажности осуществляли во время сушки; значения показателя на-
ходились в пределах 10–17 % для большинства дегидратированных клеток [7]. Сухие водоросли
хранили в герметичных зиплок-пакетах, помещённых в пластиковые ёмкости объёмом 100–500 мл,
при температуре +18…+21 °C в темноте в специально оборудованном помещении.

Хранилище состоит из бокса и помещения, выполняющего функцию инкубационно-
стабилизирующего пространства перед входом в камеру хранения, а также предназначенного
для проведения манипуляций с образцами. В боксе установлен кондиционер для осушения воздуха
и поддержания заданной температуры.

Каждый образец снабжён этикеткой, на которой приведена информация о названии культуры,
условиях обезвоживания (температуре и длительности), дате перевода в состояние ангидробиоза.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Первыми коллекционными образцами была таблетки спирулины, переданные от производителей

(ООО «Агро-Виктория») и приобретённые в аптеках города. Таблетки цианопрокариотов реактиви-
ровали, адаптировали к условиям культивирования и переводили в интенсивную культуру. Затем
культуры подлежали повторному переводу в анабиоз. Метод апробировали на микроводорослях
разных отделов.

На сегодняшний день на длительное хранение заложено 366 образцов обезвоженных культур
микроводорослей из четырёх отделов: цианобактерии Cyanophyta (Cyanobacteria), зелёные микрово-
доросли Chlorophyta, красные водоросли Rodophyta и диатомовые водоросли Bacillariophyta (рис. 1).

Основная часть коллекции представлена штаммами из отдела Chlorophyta и содержит виды
Dunaliella salina (Dunal) Teodorescu, 1905; Tetraselmis viridis Rouchijajnen, 1966; Chlorella vulgaris
f. suboblonga V. M. Andreeva, 1975; Chlorella sp.; Scenedesmus sp. Отдел Cyanophyta представлен
четырьмя видами (Arthrospira (Spirulina) platensis (Nordstedt) Gomont, 1892; Synechococcus elongates
(Nägeli) Nägeli, 1849; Oscillatoria amoena (Kutzing) Gomont, 1892; Nostoc commune var. flagelliforme
Bornet & Flahault, 1886); отдел Bacillariophyta — двумя (Phaeodactylum tricornutum Bohlin, 1897;
Cylindrotheca closterium (Ehrenb.) Reimann et Lewin, 1964); отдел Rodophyta — одним (Porphyridium
purpurerum (Bory de Saint-Vincent) Drew and Ross, 1965) (табл. 1).
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Таблица 1. Таксономическое разнообразие цианобактерий и водорослей в коллекции ангидробиозных
культур ФИЦ ИнБЮМ
Table 1. Taxonomic diversity of cyanobacteria and algae in IBSS RAS collection of anhydrobiotic cultures

От
де
л

Порядок Род Вид Когда и откуда Число

получен/выделен сохраняемых
образцов

CH
LO

RO
PH

YT
A

Chlamydomonadales Dunaliella Dunaliella salina Солёные озёра 126
Сиваша (Крым)

Sphaeropleales Scenedesmus Scenedesmus sp. Сопутствующий 3
при выращивании
хлореллы

Chlorodendrales Tetraselmis Tetraselmis viridis Чёрное море 37
Chlorellales Chlorella Chlorella vulgaris Институт ботаники 12

(Киев, Украина)
Chlorella sp. ООО «Ихляс- 20

агроэнергия»

CY
AN

OB
AC

TE
RI
A

Oscillatoriales Oscillatoria Oscillatoria amoena Обнаружен 2
при выращивании
Spirulina platensis

Spirulina МГУ (Сочи) 94
(Arthrospira)
platensis

Synechococcales Synechococcus Synechococcus Сопутствующий 3
elongates при выращивании

спирулины
Nostocales Nostoc Nostoc commune Институт ботаники 3

(Киев, Украина)

BA
CI
LL
AR

IO
PH

YT
A Bacillariales Phaeodactylum Phaeodactylum Чёрное море 23

tricornutum
Cylindrotheca Cylindrotheca Альгобанк 3

closterium (Кан, Франция),
Средиземное море

RH
OD

OP
HY

TA

Porphyridiales Porphyridium Porphyridium БНИИ (Санкт- 74
purpurerum Петербург)
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28%

51%

7%

14%

Cyanophyta Chlorophyta Rodophyta Bacillariophyta

Рис. 1. Соотношение численностиштаммов водорослей из разных отделов в коллекции ангидробиозных
культур ФИЦ ИнБЮМ
Fig. 1. Ratio of the number of algae strains from different phyla in IBSS RAS collection of anhydrobiotic
cultures

Сохраняемые микроводоросли и цианобактерии переведены в состояние ангидробиоза при раз-
ных режимах обезвоживания, в том числе при различной температуре и длительности дегидратации.
Образцы одних и тех же водорослей и цианобактерий были обезвожены в разные годы, подверга-
лись дегидратации с различными протекторами и без них. Это связано с тем, что предельные сроки
их хранения ещё не установлены. Формы хранения низших фототрофов представлены на рис. 2 и 3.
С целью определения физико-химических изменений микроводорослей в зависимости от сроков
хранения из коллекции периодически изымали аликвоты культур и проводили их биохимический
контроль и реактивацию.

силикагель

9%

51%

30%

7% 1% 2%

таблетки чешуйки порошок

соль фильтры силикагель

Рис. 2. Формы закладки микроводорослей и цианобактерий на длительное хранение
Fig. 2. Forms of microalgae and cyanobacteria preservation for long-term storage

С целью сохранения культур низших фототрофов применён технологический регламент
обслуживания и пополнения коллекции ангидробиозных культур, описанный в табл. 2.

Оптимизация метода даёт возможность перевести в состояние ангидробиоза микроводоросли,
относящиеся к разным систематическим отделам.Метод может быть рекомендован для применения
в научных и учебных учреждениях. Его можно использовать в биотехнологиях, где требуется дли-
тельное сохранение штаммов музейных культур. Хранилище ФИЦ ИнБЮМ на современном этапе
является уникальным и не имеет аналогов. Пополнение коллекции ангидробиозных культур новыми
видами низших фототрофов продолжается постоянно.
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Рис. 3. Внешний вид обезво-
женных проб микроводорослей
и цианобактерий, заложенных
на хранение:
а — таблетки; б — чешуйки;
в — соль; г — порошок;
д, е — силикагель; ж — фильтры
Fig. 3. Appearance of dehydrated
samples of microalgae and cyano-
bacteria stored:
а – tablets; б – flakes;
в – salt; г – powder;
д, е – silica gel; ж – filters

Таблица 2. Технологический регламент обслуживания и пополнения коллекции ангидробиозных
культур микроводорослей и цианобактерий
Table 2. Technological regulations for servicing and replenishing the collection of anhydrobiotic cultures
of microalgae and cyanobacteria

Номер Название этапа Проводимые манипуляции
этапа
I Получение

ангидробиозной культуры
• Получение альгологически чистой культуры из природной популяции;
• паспортизация культуры;
• адаптация культуры к искусственным условиям выращивания;
• интенсивное культивирование;
• перевод культуры в состояние ангидробиоза;
• подготовка к длительному хранению.

II Биохимический контроль
сохраняемых видов
микроводорослей
и цианобактерий

Комплексный биохимический анализ низших фототрофов, подлежащих
закладке на длительное хранение (определение содержания хлорофиллов,
суммарных каротиноидов, общих белков, углеводов, липидов и нуклеиновых
кислот).

III Хранение и контроль
жизнеспособности
сохраняемых культур

• Определение живых и мёртвых клеток низших фототрофов;
• биохимический контроль сохраняемых образцов;
• реактивация и оценка способности к росту на жидких средах.

IV Ведение каталога
ангидробиозных культур

Разработка электронного каталога. Он включает информацию
о наименовании штамма, номер, форму хранения, дату перевода в состояние
ангидробиоза и условия обезвоживания, данные о культивировании
(в том числе ростовые характеристики), результаты биохимического анализа
перед закладкой и в течение хранения, сведения о предшествовавшей
реактивации, морфологические и биохимические характеристики
водорослей после реактивации.

Заключение. Коллекция ангидробиозных культур ФИЦ ИнБЮМ находится на стадии форми-
рования. Её будущее связано с расширением фонда за счёт морских, пресноводных и галобных
видов. Разработка индивидуальных протоколов обезвоживания и реактивации позволит перевести
в состояние ангидробиоза микроводоросли, относящиеся к разным систематическим отделам.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Исследование механизмов
управления продукционными процессами в биотехнологических комплексах с целью разработки научных основ
получения биологически активных веществ и технических продуктов морского генезиса» (№ гос. регистрации
АААА-А18-118021350003-6).
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Reliable preservation of microalgae cultures and creation of genetic banks of strains is one of the impor-
tant tasks of modern biology. To date, 792 collections of various cultivated organisms from 76 countries
are registered in the catalog of the World Federation for Culture Collections in the WDCM CCINFO
database. This is the most extensive consolidated database of culture collections, which includes both
well-known large collections and small repositories of research and educational institutions from all
over the world. The database contains 47 algological collections and 80 collections of various mi-
croorganisms, which also include microalgae and cyanobacteria cultures. Only 30 biological collec-
tions are registered in Russia, from which only 13 contain algae strains. The most common technique
of microalgae cultures storage is the method of their periodic re-sowing onto liquid media or agar.
It is used in 127 collections (99 % of the total number in the catalog). Other methods used are: cry-
opreservation – in 33 collections (27 %), lyophilization – in 13 (11 %), L-drying – in 5 (4 %), freezing –
in 19 (16 %), and immobilization in alginate beads – in 1 (0.8 %). However, when using these meth-
ods, there is a change in morphological and functional features of cells of the cultures stored, as well
as their shredding. In addition, cultures maintaining in a viable state is time-consuming and requires
expensive equipment. Preservation of microalgae, transferred to the state of anhydrobiosis by dehydra-
tion, is simple and cost-effective. Anhydrobiosis is a deep and long-term inhibition of metabolism, re-
versible under favorable conditions; it is a quite common phenomenon in nature. The only collection
in the WDCM CCINFO database that applies the method of transferring cells to a resting state (for soil
algae) is the collection of algae cultures of the National University of Kyiv (ACKU WDCM 994). Many
years of experiments on the transfer of microalgae to the state of anhydrobiosis allowed us to develop
a method of long-term preservation of microalgae without the use of nutrient media. This technique in-
cludes cells transfer to the state of anhydrobiosis, their preservation in a dehydrated state, and subsequent
removal to an active culture. In order to preserve algological biodiversity, IBSS RAS created a repository
of microalgae transferred to the state of anhydrobiosis, which can be converted to active cultures if nec-
essary. The objects of the repository were marine unicellular algae, as well as freshwater and halobic
species of lower phototrophs which are perspective for biotechnology and aquaculture. The cultures were
obtained as an inoculum from IBSS RAS collection of live cultures of planktonic microalgae. The algae
were grown in an accumulative mode under constant lighting. The biomass was collected during cultivation
of algologically pure microalgae cultures at the growth retardation or at the stationary stage. Cells were
separated from the culture medium by centrifugation or by filtering them on a plankton sieve. Then the al-
gae were dehydrated and maintained in hermetic zipper bags placed in plastic containers of 100 to 500 ml,
at a temperature of +18…+21 °C in the dark in a specially equipped room. The main part of the collec-
tion is represented by strains from the phyla Chlorophyta, Cyanophyta, Bacillariophyta, and Rodophyta.
The list of species, the number of isolates stored, and the information on preservation forms are provided
in this article. The technological regulations for maintenance and replenishment of the storage of anhy-
drobiotic cultures are described. The repository is at the stage of formation. Its future lies in the fund
expansion to include marine, freshwater, and halobic species. Optimization of the dehydration method
will allow the transfer of microalgae belonging to different systematic phyla to the state of anhydrobiosis.
Keywords: microalgae, anhydrobiosis, viability, dehydration, storage of microalgae and cyanobacteria
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