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Увеличение антропогенной нагрузки на прибрежные экосистемы Чёрного моря определяет
необходимость постоянной оценки состояния сообществ планктона и бентоса. В качестве
тест-объектов традиционно используют планктонные диатомовые микроводоросли, вносящие
до 20–25 % глобальной первичной продукции, между тем как вклад микрофитобентоса сопо-
ставим по своей значимости. Диатомовые бентоса обладают высокой чувствительностью к вли-
янию техногенных поллютантов, накапливающихся в донных отложениях. Изменение физио-
логических параметров бентосных Bacillariophyta объективно отражает воздействие различ-
ных токсикантов, что позволяет применять их как тест-объекты при опосредованной оценке
качества морской среды. Целью работы было изучить динамику численности клеток клоно-
вой культуры нового для практики биотестирования вида морской микроводоросли Ardissonea
crystallina (C. Agardh) Grunow, 1880 (Bacillariophyta) при воздействии разных концентраций
CuSO4·5H2O в течение 10 суток. Данный вид микроводорослей характеризуется широкой встре-
чаемостью в сублиторали Чёрного моря и высокой чувствительностью к различным техноген-
ным поллютантам, включая тяжёлые металлы. Показано, что при концентрациях токсиканта
от 32 до 128 мкг·л−1 (в пересчёте на ионы Cu2+) динамика роста A. crystallina в целом соответ-
ствует кривой отклика тест-объекта в токсикологическом эксперименте. Выявлено снижение
интенсивности прироста культуры и возрастание концентраций токсиканта в эксперименталь-
ной среде. При концентрациях ионов меди в диапазоне от 256 до 320 мкг·л−1 доля живых клеток
в культуре монотонно уменьшается от 62–66 % (1-е сутки) до 34–37 % (10-е сутки); показате-
ли прироста численности клеток в культуре демонстрируют отрицательную динамику в течение
опыта — от −0,01 (на 2-е сутки) до −0,34 (на 10-е сутки). При концентрациях в культуральной
среде ионов Cu2+ 384 мкг·л−1 и выше происходило резкое угнетение и последующее отмирание
клеток A. crystallina, а для 448–1024 мкг·л−1 отмирание 100 % клеток отмечено уже на 3-и сут-
ки эксперимента. Статистическое сравнение вариативности доли живых клеток A. crystallina
и показателей удельного прироста их численности для контроля и концентраций ионов меди
64–128 мкг·л−1 продемонстрировало, что только на 10-е сутки различия между средними зна-
чениями параметров достоверны (P = 0,002…0,020). Изменение общей численности и доли
живых клеток в культуре при 256 мкг·л−1 достоверно отличается (P = 0,002…0,014) от тако-
вого как при меньших, так и при более высоких концентрациях, что позволяет рассматривать
этот уровень токсиканта как критический для обитания данного вида диатомовой водоросли:
его превышение приводит к резкому усилению процесса отмирания клеток. С учётом полу-
ченных результатов вид A. crystallina может быть рекомендован для широкого использования
в качестве тест-объекта в токсикологических экспериментах, а также при экологическом мони-
торинге и опосредованной оценке состояния прибрежных морских акваторий, подверженных
техногенному загрязнению.
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Усиление антропогенной нагрузки на экосистему Чёрного моря, особенно проявляющееся
в прибрежных акваториях, в том числе у берегов Крыма, определяет необходимость регулярной
оценки состояния сообществ планктона и бентоса. В качестве одного из объектов для биотестиро-
вания и биоиндикации традиционно применяют планктонные микроводоросли, что объяснимо
относительной простотой их культивирования и учёта в ходе экспериментов (Гелашвили и др.,
2015 ; Неврова, 2015 ; Спиркина и др., 2014 ; Эколого-токсикологические аспекты, 1985). Сле-
дует отметить, что вклад микрофитобентоса (в который до 99 % численности и биомассы вно-
сят представители отдела Bacillariophyta) в первичную продукцию морей и океанов сопоставим
с таковым сообщества фитопланктона, определяющего 20–25 % глобальной продукции (Diatoms:
Fundamentals and Applications, 2019 ; Kumar et al., 2015 ; The Diatom World, 2011). Наряду с вы-
сокой скоростью размножения, диатомовые бентоса характеризуются приуроченностью к опре-
делённым микробиотопам и чувствительностью к влиянию неблагоприятных экологических фак-
торов (Маркина, 2009 ; Неврова и др., 2015 ; Романова и др., 2017). В связи с этим изменение фи-
зиологических параметров донных диатомовых (рост клеток, размножение, количественное раз-
витие популяций) с большей объективностью (по сравнению с планктонными видами) отражает
воздействие различных поллютантов, что позволяет использовать диатомовые бентоса как удоб-
ные тест-объекты при опосредованной оценке качества морской среды (Гелашвили и др., 2015 ;
Маркина, 2009 ; Маркина и Айздайчер, 2007, 2011, 2019 ; Романова и др., 2017 ; Anantharaj
et al., 2011 ; Florence & Stauber, 1986 ; Markina & Aizdaicher, 2006 ; Rijstenbil & Gerringa, 2002 ;
The Diatom World, 2011 ; Yan et al., 2014).

Научно-методические подходы к использованию бентосных диатомовых для мониторинга
прибрежных морских акваторий разработаны пока недостаточно (Anantharaj et al., 2011 ; Leung
et al., 2017 ; Nagajoti et al., 2010) из-за сложностей их клонирования, культивирования и коли-
чественного учёта в эксперименте (Неврова и др., 2015 ; Петров и Неврова, 2020 ; Романова
и др., 2017). Исследователи не только получают новые данные о диапазонах толерантности раз-
ных видов морских диатомовых при воздействии различных токсикантов (медь в ионной форме,
СПАВы, пестициды и пр.) (Айздайчер и Реунова, 2002 ; Маркина, 2009 ; Маркина и Айздай-
чер, 2007), но и отрабатывают методические вопросы. К их числу относятся изучение особен-
ностей содержания клоновых культур, определение критериев учёта живых клеток при визуаль-
ной оценке морфологических изменений и при фотофиксации, оценка прироста численности
популяции, соотношение живых и мёртвых клеток тест-объектов при разных концентрациях ток-
сиканта в культуральной среде, анализ абсорбции тяжёлых металлов клетками и др. (Спиркина
и др., 2014 ; Ahalya et al., 2003 ; Anantharaj et al., 2011 ; Leung et al., 2017). Важным является
и расширение знания о биологии развития различных таксонов Bacillariophyta.

Сульфат меди выбран как модельный токсикант для экспериментов по причине значимости
соединений меди как в биогеохимическом цикле, так и в метаболизме гидробионтов. Медь яв-
ляется эссенциальным микроэлементом и играет важную роль в физиологических процессах, та-
ких как азотный обмен, антиоксидантная защита (Cu/Zn-супероксиддисмутаза), перенос электро-
нов в дыхательной цепи митохондрий эукариот (цитохром-c-оксидаза) и др. (Гелашвили и др.,
2015 ; Miazek et al., 2015 ; Smolyakov et al., 2010). Соединения меди массово встречаются в зем-
ной коре, образуя около 250 минералов, и являются наиболее распространённым техногенным
поллютантом в водной среде и донных отложениях (Гелашвили и др., 2015 ; Smolyakov et al.,
2010), в том числе в прибрежных акваториях Чёрного моря (Неврова и др., 2015). Ионы ме-
ди относятся к наиболее экологически опасным веществам (наряду с ионами ртути) и в повы-
шенных концентрациях становятся остротоксичными для большинства морских и пресноводных
гидробионтов (Гелашвили и др., 2015 ; Эколого-токсикологические аспекты, 1985).
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При проведении токсикологических экспериментов по воздействию Cu2+ в составе CuSO4
на низшие водные растения и планктонные формы Bacillariophyta отмечено ингибирование их ро-
ста при концентрации соединений меди порядка 0,1 мг·л−1 (Гелашвили и др., 2015). Резуль-
таты оценки воздействия сульфата меди в различной концентрации на клетки планктонных
форм Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann et Lewin, 1964, Ditylum brightwellii (West)
Grunow ex Van Heurck emend. Dzhafarova, 1984, Phaeodactylum tricornutum Bohlin, 1897
и Thalassiosira oceanica Hasle, 1983 (Маркина и Айздайчер, 2011, 2019 ; Ahalya et al., 2003 ; Cid
et al., 1995 ; Florence & Stauber, 1986 ; Kim & Price, 2017 ; Markina & Aizdaicher, 2006 ; Rijstenbil
& Gerringa, 2002 ; Yan et al., 2014) позволяют предположить выраженную видоспецифичность
пороговой резистентности диатомовых водорослей к ионам меди.

Отметим, что принятые значения ПДК меди для морских вод составляют 5 мкг·л−1,
притом что содержание меди в прибрежной зоне морских акваторий может достигать
50–100 мкг·л−1 (Маркина и Айздайчер, 2019). По нашему мнению, экологически более значимым
для бентосных диатомовых является содержание меди не в толще воды, а в донных отложениях,
поскольку в них аккумулируются поллютанты, а клетки микроводорослей обитают на поверх-
ности частиц субстрата в свободноживущей либо прикреплённой форме. Известно, что в или-
стых грунтах прибрежных черноморских акваторий содержание меди может составлять от 0,4
до 11,2 мкг·г−1 (Овсяный и др., 2003), а в техногенно загрязнённых бухтах — до 20 и даже
37 мкг·г−1 сухого осадка (Петров и Неврова, 2003 ; Петров и др., 2005 ; Burgess et al., 2009).
Установлено также, что ионы меди, наряду с ионами других тяжёлых металлов, накопленными
в донных осадках, относятся к факторам, которые оказывают значимое воздействие на структу-
ру таксоцена и пространственное распределение донных диатомовых на рыхлых грунтах в аква-
ториях, подвергнутых значительному техногенному загрязнению (Петров и Неврова, 2003, 2004 ;
Петров и др., 2005).

Выбор Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow, 1880 как модельного объекта для экспери-
мента обусловлен рядом причин. Вид характеризуется крупным размером клеток, что облегчает
их учёт при фотофиксации и оценку прижизненного состояния, а также отсутствием затрудне-
ний при культивировании, высокой скоростью вегетативного размножения, прикреплённым об-
разом жизни, способностью формировать колонии. По результатам молекулярно-генетических
исследований и экспериментов по половому воспроизведению систематическое положение ви-
да A. crystallina, ранее переведённого из класса Fragilariophyceae в класс Coscinodiscophycea,
а затем — в Mediophyceae, поставлено под сомнение. Предположено, что Ardissonea (и иные
представители Toxariales) могут формировать уникальную эволюционную группу, обособленную
от других пеннатных диатомовых и характеризующуюся необычным способом полового размно-
жения (Davidovich et al., 2017). В недавних исследованиях некоторые виды из рода Ardissonea
были переведены в иные роды, в частности Ardissonea crystallina — в Synedrosphenia crystallina
(C. Agardh) Lobban & Ashworth comb. nov. (род Synedrosphenia (H. Peragallo ex H. Peragallo
et M. Peragallo, 1897–1908) Azpeitia, 1911, emend. Lobban & Ashworth) (Lobban et al., 2022). Тем
не менее, принимая во внимание палочковидную форму панциря и способность к образованию
прикреплённых к субстрату пучковидных колоний, а также опираясь на таксономическую си-
стему (Round et al., 1990), мы в целях своего исследования рассматриваем данный вид именно
в классе Fragilariophyceae (к каковому он и относился до недавнего времени). Отметим, что дан-
ная работа — продолжение серии экспериментов по выявлению видоспецифичной толерантно-
сти у донных диатомовых, являющихся представителями трёх разных классов Bacillariophyta,
с присущими им морфологическими особенностями и с различными жизненными формами. Ра-
нее статистически была подтверждена достоверность выборочной оценки распределения клеток
представителей трёх классов, в том числе A. crystallina, в экспериментальном сосуде (Петров
и Неврова, 2020).
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Цель работы — изучить динамику прироста численности и отмирания клеток морской бен-
тосной диатомовой водоросли Ardissonea crystallina в ходе 10-суточных экспериментов под воз-
действием широкого диапазона концентраций токсиканта (ионов меди) в культуральной сре-
де и оценить пригодность использования данного вида в качестве нового для экотоксикологии
тест-объекта.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объект исследований. Тест-объектом послужила клоновая культура бентосной диатомо-

вой водоросли A. crystallina (Bacillariophyta), выделенная из фитоперифитона искусственного
субстрата, который был отобран в Казачьей бухте (акватория у г. Севастополя) в ноябре 2018 г.
на глубине 5 м. Для получения клоновой линии одиночную клетку изолировали с помощью мик-
ропипетки под бинокуляром МБС-10 при увеличении ×40 и семикратно промыли питательной
средой (Гайсина и др., 2008 ; Петров и Неврова, 2020 ; Романова и др., 2017). Вид морской, бентос-
ный, часто встречается в прибрежных районах; клетки прикрепляются к поверхности субстрата,
образуя пучковидные колонии из 4–30 особей (Петров и Неврова, 2020). Створки узколинейные,
длина 410 мкм, ширина 18 мкм (см. 1–6 на рис. 1). Размеры клеток указаны на момент начала
культивирования.

Рис. 1. Использованный в эксперименте новый тест-объект — морская бентосная диатомовая во-
доросль Ardissonea crystallina: 1 — колония живых клеток (СМ, ×10, масштаб 10 мкм); 2 — живая
клетка со створки (СМ, ×60, масштаб 100 мкм); 3 — живая клетка с пояска (СМ, ×60, масштаб
100 мкм); 4 — створка, вид снаружи (СМ, ×100, масштаб 100 мкм); 5 — створка, вид снаружи (СЭМ,
×550, масштаб 100 мкм); 6 — створка, вид изнутри (СЭМ, ×550, масштаб 100 мкм) (СМ — световой
микроскоп; СЭМ — сканирующий электронный микроскоп)
Fig. 1. Marine benthic diatom Ardissonea crystallina used in the experiment as a new test object: 1, colony
of alive cells (LM, ×10, scale bar 10 µm); 2, alive cell, valve view (LM, ×60, scale bar 100 µm); 3, alive cell,
band view (LM, ×60, scale bar 100 µm); 4, valve external view (LM, ×100, scale bar 100 µm); 5, valve exter-
nal view (SEM, ×550, scale bar 100 µm); 6, valve internal view (SEM, ×550, scale bar 100 µm) (LM denotes
light microscope; SEM, scanning electron microscope)
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Содержание культуры. Клоновую линию A. crystallina содержали на питательной среде
Гольдберг (Andersen et al., 2005), модифицированной для оптимального культивирования мор-
ских бентосных диатомовых (Петров и Неврова, 2020), при постоянной температуре (15 ± 2) °C
и рассеянном естественном освещении. Морскую воду для приготовления среды отбирали
в 12-мильной зоне побережья Крыма в ходе научных рейсов НИС «Профессор Водяницкий»,
фильтровали через фильтр 0,45 мкм и трижды пастеризовали при +75 °C; затем вносили
питательные вещества в соответствии с протоколом (Петров и Неврова, 2020).

Микрофотографирование. В процессе эксперимента микрофотографирование жи-
вых клеток осуществляли с помощью светового микроскопа Carl Zeiss Axiostar Plus
с объективом Achroplan ×10 и камерой Canon PowerShot A640 (отдел экологии бентоса
ФИЦ ИнБЮМ). Микрофотографии живых и очищенных створок для таксономического
определения получали под инвертированным световым микроскопом Nikon Eclipse Ts2R
с объективом Plan Fluor ×60 OFN25 DIC и камерой Infinity3-6UR, под световым микроскопом
Carl Zeiss Primostar Plus с объективом N-Achroplan ×100 и интегрированной камерой (лабора-
тория биоразнообразия и функциональной геномики Мирового океана ФИЦ ИнБЮМ), а также
с помощью сканирующего электронного микроскопа Hitachi SU3500. Идентификацию вида
проводили в соответствии с определителями (Гусляков и др., 1992 ; Witkowski et al., 2000).

Схема эксперимента. Был приготовлен стоковый раствор с концентрацией CuSO4·5H2O,
равной 40 000 мкг·л−1 (10 240 мкг·л−1 в пересчёте на ионы Cu2+). В экспериментах по исследова-
нию воздействия ионов меди в каждую чашку Петри диаметром 90 мм вносили микропипеткой-
дозатором определённое количество питательной среды и стокового раствора CuSO4·5H2O, а так-
же 1 мл инокулята клоновой культуры A. crystallina таким образом, чтобы общий объём жидко-
сти в каждой чашке составил 30 мл. Для получения тестовых растворов с возрастающими кон-
центрациями ионов меди (от 32 до 1024 мкг·л−1) в чашки Петри вносили различные аликвоты
стокового раствора (от 0,09 до 3 мл) (табл. 1). Воздействие каждой концентрации ионов меди
исследовали в трёх повторностях. Продолжительность всех экспериментов составляла 10 суток.
Чашки Петри герметизировали плёнкой Parafilm® во избежание контаминации либо испарения
экспериментального раствора.

Таблица 1. Схема эксперимента для исследования влияния сульфата меди (CuSO4·5H2O) на рост
клоновой культуры A. crystallina
Table 1. Design of the experimental study of copper sulfate (CuSO₄·5H₂O) effect on the growth
of A. crystallina clonal strain

Концентрация
CuSO4·5H2O

в экспериментальном
растворе, мкг·л−1

Концентрация
Cu2+

в экспериментальном
растворе, мкг·л−1

Объём вносимого
в чашку стокового

раствора, мл

Объём
питательной

среды, мл
Объём

инокулята, мл

Контроль 0 0 29,00 1
125 32 0,09 28,91 1
250 64 0,19 28,81 1
500 128 0,38 28,62 1
1000 256 0,75 28,25 1
1250 320 0,94 28,06 1
1500 384 1,13 27,87 1
1750 448 1,31 27,69 1
2000 512 1,50 27,50 1
4000 1024 3,00 26,00 1
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Нам неизвестны данные об использовании микроводорослиA. crystallina в практике биотести-
рования, особенностях развития культуры в течение продолжительного периода, уровнях рези-
стентности клеток этого вида к действию меди, а также ПДК меди и других металлов для морских
грунтов. Именно поэтому для выявления критических диапазонов концентрации ионов меди
эксперимент проводили в два последовательных этапа. На первом этапе, помимо контроля (пи-
тательная среда Гольдберг без добавления токсиканта), проводили тестирование A. crystallina
на воздействие двукратно возрастающих концентраций токсиканта — 32, 64, 128, 256, 512
и 1024 мкг·л−1 (в пересчёте на ионы Cu2+).

По итогам первого этапа тестов установили, что пороговые концентрации ионов меди, при ко-
торых начинается резкое отмирание клеток данного вида в культуре, находятся в диапазоне
от 256 до 512 мкг·л−1. В связи с этим провели второй этап эксперимента, в ходе которого тести-
ровали промежуточные концентрации ионов меди — 320, 384 и 448 мкг·л−1. Отклик культуры
на воздействие токсиканта оценивали по изменению доли живых клеток (%). Все эксперимен-
ты выполняли в трёх повторностях для каждой концентрации и периода экспозиции (через 1, 3,
5, 7 и 10 суток). Подсчёт клеток и контроль их прижизненного состояния проводили визуально
по микрофотографиям. Клетку определяли как живую по форме и целостности панциря, неизмен-
ности структуры и цвета хлоропластов, разделению клеток после вегетативного деления. В случае
лизиса клеточного содержимого, резкого потемнения хлоропластов, раскрытия панциря клетку
определяли как мёртвую. Численность живых и мёртвых клеток в каждый период экспозиции
рассчитывали по усреднённым данным, которые были получены в 12–16 случайных полях зре-
ния, сфотографированных в экспериментальных чашках Петри с площадью дна около 5700 мм².
Помимо доли живых клеток, для всех тестируемых концентраций ионов меди оценивали также
скорость прироста (отмирания) численности клеток (кл.·сут−1); это один из базовых показате-
лей, используемых в токсикологии для оценки состояния популяций микроводорослей (Маркина
и Айздайчер, 2007, 2019 ; Спиркина и др., 2014 ; Филенко и др., 2006). Скорость прироста чис-
ленности клеток в культуре оценивали по числу клеточных делений (v) в сутки и рассчитывали
по формуле (Шлегель, 1987):

𝜈 =
ln 𝑁(𝑡+∆𝑡) − ln 𝑁𝑡

Δ𝑡 × ln 2 , (1)

где Nt — средняя численность клеток в культуре в момент времени t (1-е сутки эксперимента);
N(t+Δt) — средняя численность клеток в культуре в момент времени t + Δt (3, 5, 7 и 10-е сутки);
Δt — период экспозиции (сутки).
Статистическая обработка данных. Статистическая обработка результатов экспери-

ментов проведена с применением стандартных алгоритмов вариационного параметрического
и рангового анализов, входящих в пакет статистических программ SigmaPlot 11.5 (2021).

Сравнение дисперсий трёх независимых повторностей для каждой концентрации токсикан-
та проведено для уровня значимости P = 0,05 по критерию Фишера (ANOVA). Сравнение до-
стоверности различий средних значений численности и доли живых клеток, а также скорости
прироста клеток при различных периодах экспозиции выполнено на основе t-критерия Стьюден-
та (в случае нормальности распределения вариант и равенства дисперсий). Для сравнения незави-
симых выборок, в которых распределение вариант отличалось от нормального, применены непа-
раметрические критерии Манна — Уитни (Mann–WhitneyU test), Холма — Шидака (Holm–Šidák
test) (для равных по объёму выборок) и Данна (Dunn’s test) (при сравнении разноразмерных вы-
борок) (SigmaPlot NG, 2021). Средние значения параметров и стандартные ошибки выборки (SE)
представлены на рис. 2 и в табл. 2 и 3.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выявлено, что при концентрациях меди в экспериментальных чашках от 32
до 128 мкг·л−1 (в пересчёте на ионы Cu2+) изменение доли живых клеток и прирост чис-
ленности A. crystallina в целом соответствуют кривой отклика тест-объекта в токсикологическом
опыте (Гелашвили и др., 2015). В течение 1-х суток в чашках с различными концентрациями
ионов Cu2+ не было статистически достоверных отличий (P = 0,30…0,39) между средними
значениями параметра (доля живых клеток в 12–16 полях зрения составила 56–60 %). По про-
шествии 1-х суток эксперимента для концентраций ионов меди 32–128 мкг·л−1 наблюдали
короткий период адаптации клеток (для контроля и при минимальной концентрации Cu2+,
32 мкг·л−1) либо отсутствие лаг-фазы. В период с 3-х по 7-е сутки выявлены рост значений
параметра и выход на плато; с 7-х по 10-е сутки опыта отмечено снижение значений (рис. 2,
табл. 2). В период с 3-х по 7-е сутки (по средним значениям из выборочных полей зрения) не вы-
явлено статистически достоверного влияния (P = 0,18…0,93) разных концентраций токсиканта
на показатели прироста численности и доли живых клеток тест-объекта. Достоверное сниже-
ние (P = 0,002…0,020) значений тест-параметров отмечено в период с 7-х по 10-е сутки опыта,
что напрямую может быть вызвано негативным влиянием высоких концентраций токсиканта
в экспериментальной среде.

При концентрации в экспериментальных чашках ионов меди 256 мкг·л−1 и выше доля
живых клеток в культуре на всех этапах эксперимента, начиная с 3-х суток, была досто-
верно ниже (P = 0,002…0,014), чем при концентрациях Cu2+ в диапазоне 32–128 мкг·л−1.
При 256–320 мкг·л−1 доля живых клеток монотонно снижалась от 47–49 % (на 3-и сутки)
до 34–37 % (на 10-е сутки), без выраженных перегибов в модельной кривой отклика. Уста-
новленную в ходе экспериментов критическую концентрацию токсиканта (256 мкг·л−1 в пере-
счёте на ионы Cu2+) можно рассматривать в качестве пороговой: при её достижении происхо-
дит статистически достоверное угнетение ростовой активности и физиологического состояния
клоновой тест-культуры.

При концентрациях ионов меди 384 мкг·л−1 и выше отмечено резкое угнетение клоновой
культуры в экспериментальных чашках уже с 1-х суток опыта. На 5-е сутки доля живых клеток
в культуре снижалась до 0 %. Для концентраций ионов меди 448–1024 мкг·л−1 фактически полное
отмирание клеток отмечено уже на 3-и сутки эксперимента (см. рис. 2, табл. 2).

Вариативность данных при подсчёте числа клеток в полях зрения в разные периоды экс-
перимента заметно различалась. Так, коэффициент вариации в выборках A. crystallina в те-
чение 1-х суток с начала эксперимента составлял до 46 %, через 5 суток — 31 %, что мо-
жет быть связано с неравномерностью распределения, когда наряду с одиночно расположен-
ными клетками в полях зрения присутствуют и их агрегации, в которых клетки образуют
пучковидные колонии, прикреплённые ко дну чашки в одной точке (см. 1 на рис. 1). Ре-
зультаты анализа показали, что дисперсии выборок при сравнении трёх повторностей ста-
тистически не различаются: P = 0,25…0,28 (через сутки) и P = 0,09…0,23 (через пять су-
ток). Все попарные различия по средней численности клеток A. crystallina между повтор-
ностями как на 1-е, так и на 5-е сутки экспозиции недостоверны (Pэксп >> 0,05). Можно
считать, что вариативность средней численности клеток в разных повторностях эксперимен-
та не выходит за пределы статистической погрешности, что даёт основание рассматривать
все повторности (случайные выборки клеток) как принадлежащие одной исходно взятой сово-
купности со сходным характером вариативности показателей (Петров и Неврова, 2020). Дан-
ный факт является важным аспектом для корректного сравнения различий в абсолютной чис-
ленности клеток в чашках на разных стадиях эксперимента и при разных концентрациях
токсиканта.
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Таблица 2. Доля (%) живых клетокA. crystallina (среднее ± SE) при разных концентрациях токсикан-
та (в пересчёте на ионы Cu2+) и сроках экспозиции (объединены результаты первого и второго этапов)
Table 2. Ratio (%) of A. crystallina alive cells (mean ± SE) at different toxicant concentrations (in terms
of Cu²⁺ ions) and exposure time (results of the first and second stages are combined)

Концентрация
Cu2+, мкг·л−1 1-е сутки 3-и сутки 5-е сутки 7-е сутки 10-е сутки P (7-е сутки

vs. 10-е сутки)
Контроль 63 ± 3 67 ± 2 85 ± 2 84 ± 2 76 ± 3 0,071

32 58 ± 1 75 ± 4 86 ± 4 84 ± 1 81 ± 3 0,248
64 60 ± 6 79 ± 2 86 ± 1 80 ± 1 67 ± 4 0,002
128 60 ± 2 83 ± 2 83 ± 2 79 ± 4 65 ± 10 0,003
256 56 ± 2 77 ± 6 79 ± 1 77 ± 3 60 ± 1 0,017
320 58 ± 2 49 ± 1 47 ± 2 44 ± 1 46 ± 5 0,398
384 30 ± 5 22 ± 3 8 ± 1 0,8 ± 0,8 0,6 ± 0,6 0,412
448 21 ± 5 0,6 ± 0,4 0 1,0 ± 0,6 0,5 ± 0,5 −
512 13 ± 3 0,3 ± 0,1 0 0 0 −
1024 3,6 ± 1 0,2 ± 0,1 0 0 0 −

Примечание: P — уровень значимости отсутствия различий между средними значениями параметра
при сравнении доли живых клеток на 7-е и 10-е сутки эксперимента. Статистически значимые различия
выделены жирным шрифтом.
Note: P is significance level of no differences between the mean values of the indicator when comparing the ratio
of alive cells on the 7th and 10th days of the experiment. Statistically significant differences are highlighted in bold.

Рис. 2. Изменения доли (%) живых клеток (среднее ± SE) в культуреA. crystallina в ходе эксперимента
при разных концентрациях токсиканта (в пересчёте на ионы Cu2+)
Fig. 2. Changes in the ratio (%) of alive cells (mean ± SE) inA. crystallina clonal strain during the experiment
at different toxicant concentrations (in terms of Cu²⁺ ions)

Дополнительным показателем оценки токсического влияния меди на культуру A. crystallina
послужило среднее число клеточных делений в сутки (v). Сопоставление средних значений удель-
ных приростов численности клеток в культуре при разных концентрациях токсиканта отражено
в табл. 3. Установлено, что в первые трое суток культура характеризуется положительным при-
ростом в диапазоне концентраций от 32 до 128 мкг·л−1. Важно отметить, что с возрастанием кон-
центраций ионов меди повышалась и суточная скорость прироста; наибольший удельный прирост
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выявлен при 128 мкг·л−1. Возможно, именно при этой концентрации происходит первичная сти-
муляция ионами меди процессов роста и деления клеток (Филенко и др., 2006). Так, по сравнению
с контролем, скорость деления клетокA. crystallina возросла в 18 раз (с 0,17 до 3 делений в сутки);
между тем уже при 256 мкг·л−1 она замедлилась практически до нуля. При концентрациях токси-
канта 320 мкг·л−1 и выше прирост численности становился отрицательным, а скорость отмирания
клеток увеличивалась (см. табл. 3). Отметим, что в контроле удельная скорость прироста числен-
ности сначала возрастала (до 0,42 деления на 7-е сутки), а после снижалась (до 0,21 деления
на 10-е сутки), в культуре было зарегистрировано заметное отмирание клеток. В целом прирост
численности клеток наблюдался по 5-е сутки эксперимента при концентрациях токсиканта от 32
до 128 мкг·л−1. При более высоких концентрациях ионов меди и бόльших сроках экспозиции
были выявлены отрицательные значения прироста численности клеток в тест-культуре.

Таблица 3. Сопоставление удельного прироста численности клеток A. crystallina (v, кл.·сут−1)
в разные периоды эксперимента и при разных концентрациях токсиканта (в пересчёте на ионы Cu2+)
Table 3. Comparison of the specific growth in A. crystallina cell abundance (v, cells·day⁻¹) at different
stages of experiment and different toxicant concentrations (in terms of Cu²⁺ ions)

Концентрация
ионов меди

Период
С 1-х по 3-и сутки С 3-х по 5-е сутки С 5-х по 7-е сутки С 7-х по 10-е сутки

Контроль 0,17 ± 0,04 0,27 ± 0,07 0,42 ± 0,10 0,21 ± 0,06
32 1,15 ± 0,11 0,30 ± 0,03 0,03 ± 0,01 −0,03
64 1,60 ± 0,05 0,11 ± 0,01 −0,12 −0,13
128 3,00 ± 0,32 0,06 ± 0,01 −0,13 −0,11
256 −0,01 −0,10 −0,19 −0,04
320 −0,02 −0,11 −0,25 −0,34
384 −0,04 −0,32 −0,47
448 −0,48 −0,50
512 −0,49 −0,50
1024 −0,47

Примечание: значения положительного прироста числа клеток выделены жирным шрифтом.
Note: values of positive increase in cell abundance are highlighted in bold.

В наших экспериментах выявлена более высокая резистентность клеток бентосной ди-
атомовой водоросли A. crystallina к воздействию меди, чем у планктонных микроводорос-
лей. Так, в работе по изучению воздействия хлорида меди на выживание и размножение
Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson, 1835 (Филенко и др., 2006) отмечено, что замет-
ное снижение общей численности и доли живых клеток происходит уже при концентрации
меди 10–100 мкг·л−1 на экспоненциальной фазе роста культуры (10–14-е сутки). При этом
через 14 дней эксперимента доля активно размножающихся клеток не превышала 10 %
уже при 1–10 мкг·л−1, а остальная часть культуры находилась в покоящейся стадии, не оказывая
влияние на показатели прироста численности клеток в тест-культуре. При тестировании влияния
ионов меди на другую планктонную микроводоросль, Porphyridium purpureum (Bory) K. M. Drew
& R. Ross, 1965 (Маркина и Айздайчер, 2019), показано, что при концентрациях токсиканта
50–100 мкг·л−1 отмечены выраженное угнетение роста популяции и снижение содержания в клет-
ках фотосинтетических пигментов, по сравнению с контролем, уже на 4-е сутки. Установлено
также, что тяжёлые металлы (медь и кадмий) подавляют рост клеток и могут вызывать наруше-
ние клеточной мембраны, что приводит к уменьшению содержания пигментов хлорофилла бен-
тосной диатомовой Amphora coffeaeformis (C. Agardh) Kützing, 1844 в диапазоне концентраций
ионов меди от 0,02 до 10 мкг·л−1 (Anantharaj et al., 2011).
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Угнетение роста численности и физиологического состояния клеток A. crystallina и других
видов микроводорослей может быть связано как с негативным воздействием ионов меди на фо-
тосинтетический аппарат и повреждением мембран хлоропластов, которые участвуют в синтезе
аминокислот и фитогормонов, влияющих на рост популяции (Kiseleva et al., 2012), так и с процес-
сом подавления вегетативного размножения клеток (Филенко и др., 2006). Более высокая рези-
стентность к токсическому воздействию меди у бентосной диатомовой A. crystallina, чем у планк-
тонных видов, может быть обусловлена наличием толстого силифицированного одностеночно-
го (single-wall) с псевдосептами панциря, который снабжён сложной системой ареол, обеспечива-
ющих контакт с водной средой, но не допускающих непосредственного поступления частиц грун-
та внутрь клетки (Lobban et al., 2022 ; The Diatom World, 2011). Именно подобные морфологиче-
ские адаптации обусловливают устойчивое развитие бентосных диатомовых на рыхлом донном
субстрате, в котором уровни содержания меди значительно выше, чем в водной толще. Помимо
этого, диатомовые водоросли обладают уникальной способностью к биоаккумуляции тяжёлых
металлов — к их накоплению до значений в десятки тысяч раз выше, чем в окружающей среде.
Повышенное содержание меди может также вызывать у диатомовых водорослей дополнительное
выделение полисахаридной слизи, что служит одним из универсальных механизмов детоксика-
ции тяжёлых металлов, включая медь (Crespo et al., 2013 ; Miazek et al., 2015). Представляется
важным продолжить исследования по оценке состояния донных диатомовых с целью определения
видоспецифичных пороговых концентраций токсикантов для более полного понимания характе-
ра отклика этой ключевой для бентосных морских экосистем группы одноклеточных автотрофов.

Заключение. В ходе 10-суточных токсикологических экспериментов с новым тест-объектом,
морской бентосной диатомовой водорослью Ardissonea crystallina, проанализированы разные ти-
пы отклика на воздействие меди — изменение общей численности клеток, доли живых клеток
и удельной скорости роста популяции — при концентрациях ионов меди в диапазоне от 32
до 1024 мкг·л−1. Установлено, что при концентрациях Cu2+ от 32 до 128 мкг·л−1 динамика
удельного прироста численности и выживания клеток A. crystallina в целом соответствует сиг-
моидной кривой отклика тест-объекта в токсикологическом опыте: минимальный период лаг-
фазы (1-е сутки эксперимента), выход на плато (с 3-х по 7-е сутки) и более или менее выра-
женный отрицательный удельный прирост численности клеток в культурах (с 7-х по 10-е суток).
Выявлена зависимость, при которой с увеличением концентрации токсиканта происходит до-
стоверное снижение доли живых клеток и интенсивности удельного прироста в культуральной
среде. Впервые установлена критическая (пороговая) концентрация (256 мкг·л−1 в пересчёте
на ионы Cu2+), при достижении которой отмечено статистически достоверное угнетение росто-
вой активности и физиологического состояния клоновой тест-культуры. Эта пороговая концен-
трация значительно выше (в 3–10 раз), чем экспериментально полученные пороговые концентра-
ции меди, критичные для выживания и роста некоторых видов планктонных микроводорослей.
При концентрациях меди 384 мкг·л−1 и выше уже с 1-х суток опыта происходило резкое угне-
тение и последующее отмирание клеток A. crystallina; на 5–7-е сутки смертность клеток дости-
гала 100 %. При 448–1024 мкг·л−1 прекращение прироста и полное отмирание клеток отмечено
уже на 3-и сутки эксперимента.

Более высокая резистентность A. crystallina к токсическому воздействию меди, чем у планк-
тонных видов, обусловлена, по-видимому, адаптациями, обеспечивающими устойчивое развитие
бентосных диатомовых при непосредственном контакте с рыхлым донным субстратом, в кото-
ром поллютанты накапливаются в значительно бόльших концентрациях, чем в водной толще.
Результаты экспериментов позволяют рекомендовать бентосную диатомовую микроводоросль
A. crystallina в качестве нового тест-объекта для токсикологических экспериментов с тяжёлыми
металлами, а также при экологическом мониторинге прибрежных морских акваторий в условиях
высокого техногенного загрязнения донных биотопов.
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GROWTH DYNAMICS OF THE BENTHIC DIATOM
ARDISSONEA CRYSTALLINA (C. AGARDH) GRUNOW, 1880 (BACILLARIOPHYTA)

UNDER COPPER IONS EFFECT

E. L. Nevrova and A. N. Petrov

A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: el_nevrova@mail.ru

Increasing anthropogenic load on coastal ecosystems of the Black Sea determines the need for reg-
ular assessing the state of planktonic and benthic communities. Planktonic microalgae contributing
up to 20–25 % of global primary production are traditionally used as test objects; however, the con-
tribution of microphytobenthos is comparable to that of phytoplankton. Benthic diatoms are close-
associated with bottom substrate, and most of them are highly sensitive to the effect of technogenic
pollutants accumulating in sediments. The changes in physiological indicators of benthic Bacillario-
phyta may objectively reflect the negative effect of various toxicants; accordingly, benthic diatoms
can be used as test objects in the indirect assessment of the marine environment quality. We aimed
to study the growth dynamics of abundance of clonal strain cells for a new biotesting object – the di-
atom Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow, 1880 (Bacillariophyta) – under the effect of var-
ious CuSO₄·5H₂O concentrations during 10-day laboratory experiments. This species is widespread
in the Black Sea sublittoral and highly sensitive to the effect of different technogenic pollutants, in-
ter alia heavy metals. As shown, at copper ions concentrations of 32–128 μg·L⁻¹, A. crystallina growth
dynamics generally corresponds to the dose–response curve in a toxicological experiment. The corre-
lation was found between a decrease in intensity of the culture growth and increase in toxicant concen-
tration in the experimental medium. At copper ions concentration of 256–320 μg·L⁻¹, the ratio of alive
cells in the clonal strain decreases gradually from 62–66 % (the 1ˢᵗ day) to 34–37 % (the 10ᵗʰ day);
the indicators of an increase in cell abundance in the clonal strain are characterized by a neg-
ative trend – from −0.01 (on the 2ⁿᵈ day) to −0.34 (on the 10ᵗʰ day). At Cu²⁺ concentrations
of 384 μg·L⁻¹ and higher, drastic inhibition and subsequent death of A. crystallina cells were re-
vealed. At 448–1,024 μg·L⁻¹, complete cell mortality was registered already on the 3ʳᵈ day of the ex-
periment. Statistical comparison of the ratio variability of A. crystallina alive cells and the specific
growth in their abundance for the control and Cu²⁺ concentrations of 64–128 μg·L⁻¹ showed as fol-
lows: at 32–128 μg·L⁻¹, the differences between the mean values of the test indicators were signifi-
cant (P = 0.002…0.020). At 256 μg·L⁻¹, the changes in total abundance and alive cells ratio in the test
culture significantly differ (P = 0.002…0.014) from those both at lower and higher copper concen-
trations. This fact allows to consider the toxicant level of 256 μg·L⁻¹ as a critical one for A. crys-
tallina: its exceeding will result in a sharp increase in cell mortality. Based on the results obtained,
this benthic diatom can be recommended for use as a suitable test object in toxicological experi-
ments, as well as for monitoring and indirect environmental assessment of coastal water areas subjected
to technogenic pollution.
Keywords: toxicological experiment, copper ions, clonal strain, cell abundance, benthic diatom algae,
Black Sea
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