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В настоящее время известно пять видов диатомовых водорослей из родаHaslea, которые способ-
ны продуцировать пигменты мареннины, слегка различающиеся по своим физико-химическим
характеристикам. Имеющиеся сведения относятся главным образом к мареннину H. ostrearia.
Это делает актуальным изучение мареннин-подобных пигментов у других представителей ро-
да, в частности у H. karadagensis — эндемика Чёрного моря. Цель исследования заключалась
в анализе влияния азота и фосфора на накопление внеклеточного мареннин-подобного пигмен-
та в клоновых культурах H. karadagensis. Следует отметить противоречивость литературных
данных о влиянии этих основных биогенных элементов на накопление мареннина в культурах.
Для изученных клонов H. karadagensis установлено отсутствие значимой корреляции между
удельной продуктивностью клеток в отношении выделения внеклеточного мареннин-подобного
пигмента и уровнями азота и фосфора в среде. Определены темпы роста численности клеток
и динамика накопления внеклеточного пигмента в культурах H. karadagensis.
Ключевые слова: диатомовые водоросли,Haslea karadagensis, мареннин, биогенные элементы,
накопление пигмента, удельная продуктивность, численность клеток

Мареннин—водорастворимый пигмент, продуцируемый некоторыми диатомовыми водорос-
лями родаHaslea. Пигменты группы мареннинов имеют голубой, сине-зелёный или серо-зелёный
цвет в зависимости от видовой принадлежности продуцента, обладают антибактериальной, про-
тивовирусной, антипролиферативной [Bergé et al., 1999; Carbonnelle et al., 1999; Gastineau et al.,
2012b, c] и антиоксидантной активностью [Pouvreau et al., 2008] и проявляют аллелопатию в отно-
шении бактерий, некоторых микроводорослей и беспозвоночных [Pouvreau et al., 2007; Prasetiya
et al., 2016, 2020].

Несмотря на практический интерес к использованию мареннинов в аквакультуре устриц
на Атлантическом побережье Франции [Gastineau et al., 2012c, 2018] и на более чем 100-летнюю
историю их изучения, функциональное назначение, структура молекулы и разнообразие этой
группы пигментов остаются нераскрытыми. Считается, что пигмент способен экранировать из-
лишки фотосинтетически активной радиации, выступая таким образом в роли фотопротекто-
ра [Schubert et al., 1995]. Известно, что мареннин имеет 2 формы, отличные между собой по хими-
ческому составу и спектральным характеристикам [Pouvreau et al., 2006]. Внутриклеточная фор-
ма пигмента накапливается в апикальных областях клеток. Высвободившаяся из клетки в окружа-
ющую среду внеклеточная форма мареннина имеет несколько иные физико-химические свойства
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и меньшую молекулярную массу. Долгое время считалось, что единственным видом, способным
продуцировать мареннин, является Haslea ostrearia (Gaillon) Simonsen. Описание в 2012 г. второ-
го мареннинпродуцирующего вида — H. karadagensis Davidovich, Gastineau & Mouget [Gastineau
et al., 2012a], обнаруженного в прибрежной части Чёрного моря, — положило начало изучению
разнообразия мареннинов [Gastineau et al., 2014].

По мнениюD. Neuville и P. Daste [1972; 1978], высвобождение мареннинаH. ostrearia вызвано
неблагоприятными условиями окружающей среды, в особенности нитратным голоданием при на-
личии света. Аналогичного мнения придерживается T. Lebeau [Lebeau et al., 2000], утверждая,
что при недостаточном количестве азота происходит стрессирование клеток, вызывающее уси-
ленный синтез пигмента. R. Nghiem Xuan [Nghiem Xuan et al., 2021] подтверждает, что именно
ограничение, а не дефицит кремния и азота является причиной высокой концентрации внекле-
точного мареннина, зарегистрированной в культурах H. ostrearia. Некоторые авторы объясняют
увеличение содержания внеклеточного мареннина в культуре лизисом клеток при достижении
ими значительной численности и при дефиците питательных веществ [Nghiem Xuan et al., 2020],
не придавая внимания существованию двух различных форм пигмента. Иного мнения придер-
живаются авторы, которые утверждают, что основным фактором, влияющим на высвобождение
мареннина, является количество и спектральный состав света [Mouget et al., 1999, 2004, 2005;
Prasetiya et al., 2016]. Было зафиксировано увеличение продукции мареннина при уменьшении
размеров клеток H. ostrearia на протяжении жизненного цикла [Pedron et al., 2023]. На данный
момент известно пять видов, способных продуцировать мареннин-подобные пигменты. Поми-
мо вышеназванных, к ним относятся H. provincialis Gastineau, Hansen & Mouget [Gastineau et al.,
2016], H. nusantaraMouget, Gastineau & Syakti [Prasetiya et al., 2019] и H. silbo Gastineau, Hansen
& Mouget [Gastineau et al., 2021]. Мареннин-подобные пигменты (далее — мареннины) демон-
стрируют некоторое различие физико-химических характеристик [Gastineau et al., 2014; Pouvreau
et al., 2006]. Разнообразие пигментов обусловило цель настоящей работы, которая заключалась
в определении влияния концентраций азота и фосфора на эффективность продукции мареннина
и на изменение численности клеток в культуре диатомовой водоросли Haslea karadagensis, ранее
в этом отношении не изучавшейся.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В эксперименте с добавлением биогенных элементов было использовано три клона мор-

ской диатомовой водоросли H. karadagensis, 23.1113-KS, 23.1129-KE и 23.1227-KC, кото-
рые являются потомками родительских пар 22.1128-KC+ 23.1129-KU, 22.1129-KA+ 22.1129-
KB и 22.1228-KE+ 22.1128-KH соответственно, взятых из Коллекции диатомовых водорос-
лей Мирового океана (Карадагская научная станция, ФИЦ ИнБЮМ, https://ibss-ras.ru/about-
ibss/structure-ibss/tsentry-kollektivnogo-polzovaniya/collection-of-diatoms-of-world-ocean/). Клоны
23.1129-KE и 23.1113-KS демонстрировали большую концентрацию внеклеточного мареннина
и численность клеток, а клон 23.1227-KC был менее продуктивным. В среднем размеры кле-
ток для клонов 23.1129-KE, 23.1113-KS и 23.1227-KC составляли (15,3 ± 0,28), (48,5 ± 0,32)
и (56,1 ± 0,28) мкм соответственно.

Альгологически чистые культуры содержали в неаксеничных условиях в стеклянных колбах
Эрленмейера объёмом 50 мл. В качестве среды использовали модифицированную искусственную
среду ESAW (Enriched Seawater, Artificial Water) [Полякова и др., 2018] с уровнем солёности
20 ‰, которая была принята за стандартные условия культивирования. Культуры выращивали
при температуре +20 °C при двух уровнях освещённости, 3,3 и 7,2 клк, с применением светоди-
одных ламп LLED-05-T5-FITO-14W-W [ATL Business (Shenzhen) Co., Ltd., Китай]. Фотопериод
свет : темнота — 14 ч : 10 ч. Освещённость измеряли с помощью люксметра Ю-116 (СССР).
В колбы добавляли 0,5 мл инокулята с плотностью клеток 100 кл.·мл−1.
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У шести клонов H. karadagensis в течение 20 дней с интервалом в 2 дня измеряли концен-
трацию пигмента, выделившегося в среду. Концентрацию клеток определяли при помощи каме-
ры Фукса — Розенталя. По изменению численности установлен темп деления клеток для пер-
вых 5 дней согласно экспоненциальной модели роста [Wood et al., 2005]. Аналогичным образом
рассчитана скорость накопления мареннина в культурах для этих же клонов.

В ходе исследования испытано 24 различных варианта концентрации азота и 29 вариантов
концентрации фосфора в 154 сочетаниях. Для двух клонов при более высокой освещённости
(7,2 клк) испытано 12 комбинаций с использованием азота и фосфора.

Предварительно из состава полностью искусственной среды ESAW исключали основные био-
генные элементы (азот и фосфор); затем вносили их необходимое количество в виде соедине-
ний NaNO3 и NaH2PO4. Концентрацию элементов в составе среды задавали в диапазоне от 0,136
до 43,2 мг·л−1 для азота и от 0,014 до 4,481 мг·л−1 для фосфора. В качестве контроля выступала
модифицированная среда ESAW.

Длительность нарастания культур в экспериментах составляла 10 дней, в течение которых
они находились в экспоненциальной фазе роста, не достигая стационарной. При этом высвобож-
дение клетками внеклеточного мареннина в культуральную среду было прижизненным, о чём сви-
детельствовало отсутствие мёртвых клеток (пустых панцирей). В 10-дневный срок в культурах на-
капливался внеклеточныймареннин в концентрации, достаточной для спектрофотометрического
анализа.

Неспецифическое поглощение оказалось крайне низким, что позволяло использовать
для спектрального анализа непрофильтрованную среду, содержащую растворённый внекле-
точный мареннин. Оптическую плотность измеряли в кювете с длиной оптического пути
2 см. Спектры поглощения регистрировали с использованием спектрофотометра ПромЭкоЛаб
ПЭ-5400УФ (Shanghai Mapada Instruments Co., Ltd., Китай) и прилагаемого программного
обеспечения Scan54.

Для расчёта по закону Бугера — Ламберта — Бера концентрации внеклеточного мареннина
H. karadagensis мы применяли единственные известные на данный момент значения молярного
коэффициента экстинкции [ε677 = 120 000 л·моль−1·см−1 для длины волны 677 нм] и молярной
массы [M = (9893 ± 1) Да], полученные для внеклеточного мареннина H. ostrearia [Pouvreau et al.,
2006]. Длина волны 677 нм соответствует максимальной оптической плотности в красной обла-
сти спектра для внеклеточных форм мареннина обоих видов. Концентрацию клеток в культурах
подсчитывали на 10-й день эксперимента.

Средние значения концентрации внеклеточного мареннина, численности клеток и удель-
ной продуктивности клеток в отношении внеклеточного мареннина (далее — удельная
продуктивность) в тексте и на рисунках приведены с учётом ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В принятых нами стандартных условиях культивирования наблюдался экспоненциальный

рост численности клеток H. karadagensis в течение как минимум 5–6 дней (рис. 1A). Это со-
гласуется с данными авторов, у которых при различных концентрациях биогенов поздняя экс-
поненциальная фаза наступала на 8-й день культивирования [Pedron et al., 2023]. В дальнейшем
происходило затухание роста, клетки образовывали скопления, в связи с чем их точный подсчёт
в последующие дни был невозможен.

Концентрация мареннина в культуре на протяжении первой недели также возрастала экс-
поненциально, а в последующем в течение месяца — линейно (рис. 1B). График скорости
накопления внеклеточного мареннина демонстрирует: для получения концентрации пигмен-
та, достаточной для спектрофотометрического анализа, необходимо 5–8 дней, на протяжении
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которых культура H. karadagensis находится в экспоненциальной фазе роста, клетки не поги-
бают и в среде накапливается исключительно внеклеточная форма пигмента. К концу меся-
ца стала заметной вариабельность клонов по численности клеток и содержанию внеклеточного
мареннина.

Рис. 1. Рост численности клеток (A) и накопление внеклеточного мареннина (B) в культурах
Haslea karadagensis при стандартных условиях культивирования. В легенде указаны названия
использованных клонов
Fig. 1. The cell density growth (A) and extracellular marennine accumulation (B) in Haslea karadagensis
cultures under standard cultivation conditions. The legend indicates the names of the clones used

При повышении концентрации азота и фосфора отмечено уменьшение содержания внекле-
точного мареннина, накапливающегося в среде. Эта зависимость с высокой корреляцией аппрок-
симируется экспоненциальной функцией (рис. 2A, B). При этом при увеличении концентрации
азота численность клеток, достигаемая в культурах, заметно снижалась (рис. 2C), в то время
как повышение содержания фосфора в среде в изученном диапазоне не приводило к падению
численности клеток (рис. 2D). Наши данные вполне согласуются с наблюдениями других авто-
ров, проведёнными с использованием культур H. ostrearia [Lebeau et al., 2000; Neuville, Daste,
1972, 1978; Nghiem Xuan et al., 2021].

Marine Biological Journal 2025 Vol. 10 No. 4



64 Е. С. Кириенко, Н. А. Давидович

Рис. 2. Средние значения содержания внеклеточного мареннина (A, B), численности клеток (C, D)
и удельной продуктивности клеток в отношении внеклеточного мареннина (E, F) в культуре Haslea
karadagensis для разных значений азота и фосфора в среде при уровне освещённости 3,3 клк. При ап-
проксимации данных исключены значения концентрации биогенов, близкие к нулю (0,136 мг·л−1
для азота и 0,014 мг·л−1 для фосфора)
Fig. 2. The mean values of extracellular marennine content (A, B), cell density (C, D), and specific ex-
tracellular marennine productivity (E, F) in Haslea karadagensis culture for different concentration of ni-
trogen and phosphorus in the medium at the illuminance level of 3.3 klx. When approximating the data,
concentrations of biogenic elements close to zero were excluded (0.136 μg·L⁻¹ for nitrogen and 0.014 μg·L⁻¹
for phosphorus)

В культурах клонов 23.1129-KE и 23.1113-KS, которые демонстрировали наибольшую
продуктивность, накапливалось в среднем 1,8 мг·л−1 мареннина при концентрации азота
0,177–43,200 мг·л−1 и фосфора 0,018–4,784 мг·л−1 и при освещённости 3,3 клк. Средняя
численность клеток и удельная продуктивность — 77 197 кл.·мл−1 и 30 пг·кл.−1 соответственно.

Клон 23.1227-KC оказался менее продуктивным: средняя концентрация мареннина состави-
ла 1,25 мг·л−1. В экспериментах с этим клоном была испытана максимальная концентрация азо-
та (128,5 мг·л−1), что, впрочем, не привело к заметному изменению концентрации мареннина.
Гибель клеток вследствие отравления азотом не наблюдали.

Морской биологический журнал 2025 Том 10 № 4



Влияние азота и фосфора на накопление внеклеточного мареннин-подобного пигмента… 65

Для освещённости 7,2 клк среднее значение содержания внеклеточного мареннина было рав-
но 3,14 мг·л−1. Численность клеток составляла 58 177 кл.·мл−1, а удельная продуктивность —
60 пг·кл.−1, что вдвое выше, чем при меньшей освещённости.

При близких к нулю концентрациях биогенных элементов — 0,136 мг·л−1 для азота
и 0,014 мг·л−1 для фосфора — продукция мареннина была минимальной и составляла в сред-
нем 0,51 мг·л−1. Однако даже незначительное увеличение их содержания— азота до 0,177 мг·л−1
и фосфора до 0,018 мг·л−1 — приводило к достижению такой же концентрации клеток
и мареннина в среде, что и при большей обеспеченности биогенными элементами (рис. 3).

Рис. 3. Численность клеток, достигаемая в культуре Haslea karadagensis на 10-й день
культивирования при низких значениях концентрации азота
Fig. 3. The cell density in the Haslea karadagensis culture after 10 days of cultivation under low nitrogen
concentration

По полученным данным, удельная продуктивность клеток культур H. karadagensis по марен-
нину (внеклеточная форма) не зависела от концентрации основных биогенных элементов в до-
вольно широком диапазоне, за исключением минимальных значений, и составляла в среднем
около 30 пг·кл.−1 (рис. 2E, F).

Предполагается, что основным фактором, лимитирующим продукцию пигмента, является
освещённость, поскольку мареннин, как считают, выполняет фотопротекторную функцию, защи-
щая хлоропласты от ультрафиолетового излучения [Schubert et al., 1995]. Как ранее упоминалось,
спектральный состав света оказывает некоторое воздействие на накопление пигмента: продукция
мареннина заметно возрастала при освещении культур H. ostrearia синим светом по сравнению
с таковой при освещении контрольным белым [Mouget et al., 2005].

Численность клеток диатомовых водорослей, по мнению некоторых авторов, определяется
главным образом доступностью кремния [Nghiem Xuan et al., 2021]. Вторым важным элемен-
том, оказывающим влияние на рост численности клеток, является фосфор [Turpin et al., 1999].
В используемой нами среде ESAW концентрация кремния составляет 3 мг·л−1, чего вполне
достаточно для потребления клетками в течение 10 дней культивирования.

Показано [Nghiem Xuan et al., 2020], что накопление мареннина в среде в значительной ме-
ре зависит от её состава. Также отмечено: если в состав среды одновременно входят органиче-
ские и неорганические источники азота и фосфора, то продукция мареннина оказывается низкой.
При этом, как и в наших экспериментах, увеличение концентрации азота до определённых значе-
ний сначала благоприятствовало синтезу мареннина, а в последующем тормозило рост численно-
сти клеток и накопление пигмента в среде. Наиболее приближенной по составу к ESAW является
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среда ASW (Artificial Seawater). Согласно приведённым данным [Nghiem Xuan et al., 2020], оп-
тимальной для накопления мареннина оказалась среда, разработанная на основе среды ES1/3.
При этом не только состав играл существенную роль в синтезе мареннина, но и концентрация
биогенных элементов.

Помимо общетеоретической ценности, полученные результаты имеют практическое значе-
ние для области биотехнологии, в частности для аквакультуры моллюсков-фильтраторов, таких
как устрицы. Мареннин не только улучшает их органолептические свойства и повышает коммер-
ческую стоимость, но и, являясь биологически активным веществом, оказывает профилактиче-
ское действие — предохраняет от болезней [Gastineau et al., 2012c, 2018]. В настоящее время
биотехнология производства мареннина с использованием культур представителей рода Haslea
не применяется; фермеры, выращивающие устриц, довольствуются естественными и слабо пред-
сказуемыми вспышками развития водорослей в прудах, в которых осуществляется передержка
этих моллюсков. Отметим, что в природных условиях не достигается такая же высокая концен-
трация мареннина, как в лабораторных культурах. Так, в одном из натурных экспериментов с обо-
гащением азотом, фосфором и кремнием воды, подаваемой в устричные пруды, максимальное
зарегистрированное содержание внеклеточного мареннина составляло 2,7 мг·л−1 [Turpin et al.,
1999]; во внелабораторном эксперименте концентрация мареннина достигала 3,4 мг·л−1 [Turpin
et al., 2001]. В культуре H. ostrearia, содержавшейся в фотобиореакторе, содержание мареннина
было на порядок бόльшим — 20–30 мг·л−1 [Rossignol et al., 2000].

Ещё один фактор, на который следует обратить внимание, — клоновая вариабельность. В на-
шем исследовании использованы три клона H. karadagensis; два из них демонстрировали более
высокую продуктивность в отношении синтеза внеклеточного мареннина. Аналогичную карти-
ну варьирования наблюдали в экспериментах с H. ostearia [Mouget et al., 2005; Pedron et al.,
2023]. При этом клоны различались размерами клеток, что указывает на их нахождение на раз-
ных стадиях жизненного цикла. Наибольшей продуктивностью в отношении накопления пигмен-
та характеризовались клетки средних размеров. Точные причины вариабельности неизвестны,
и это может стать темой новых исследований.

Заключение. Для мареннинпродуцирующей диатомовой водоросли Haslea karadagensis
не наблюдали значимой корреляции между содержанием азота и фосфора в среде и удельной про-
дуктивностью в отношении синтеза внеклеточного мареннина. Для оптимального роста культур
H. karadagensis и накопления в среде внеклеточного пигмента достаточно относительно неболь-
ших концентраций основных биогенных элементов — 0,177 мг·л−1 азота и 0,018 мг·л−1 фосфора.
Увеличение их содержания оказывает отрицательное воздействие на рост численности клеток
и на накопление внеклеточного мареннина в культуре.

Ключевыми факторами, определяющими продуктивность накопления мареннина, выступи-
ли интенсивность освещения и, вероятно, клоновая вариабельность. Повышение освещённости
с 3,3 до 7,2 клк стимулировало почти двукратный рост как концентрации внеклеточного пиг-
мента, так и удельной продуктивности. Влияние внутриклоновых различий требует дальнейшего
изучения.
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THE EFFECT OF NITROGEN AND PHOSPHORUS
ON THE ACCUMULATION OF EXTRACELLULAR MARENNINE-LIKE PIGMENT

IN THE CULTURE OF HASLEA KARADAGENSIS (BACILLARIOPHYTA)
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Feodosiya, Russian Federation
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Currently, five diatom species from the genus Haslea are known to produce marennine pigments which
slightly differ in their physicochemical characteristics. The available data on these pigments primarily
relate to H. ostrearia, but given the biodiversity noted, it is important to analyze the pigments in other
representatives of the genus, specifically H. karadagensis, endemic to the Black Sea. The aim of this
study was to investigate the effect of nitrogen and phosphorus on the accumulation of marennine-like
pigments inH. karadagensis cultures. Literature data on the effects of these essential biogenic elements
on pigment accumulation in the cultures are conflicting. For the clones analyzed, the absence of a sig-
nificant correlation was established between the specific productivity in relation to the release of extra-
cellular marennine and levels of nitrogen and phosphorus in a medium. Growth rates and dynamics
of extracellular marennine accumulation in H. karadagensis cultures are determined.
Keywords: diatoms, Haslea karadagensis, marennine, biogenic elements, pigment accumulation,
specific productivity, cell abundance
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