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Убиквитные виды копепод Arctodiaptomus salinus (Daday, 1885) и Calanipeda aquaedulcis
(Krichagin, 1873) — важные компоненты пищевых цепей многочисленных пресных и солёных
водоёмов. Данные копеподы пригодны для кормления личинок как морских, так и пресновод-
ных видов рыб, однако влияние питания на продукционные характеристики этих видов копе-
под изучено недостаточно. Ранее нами было определено, что монокультуры микроводорослей
Dinophyceae и Prymnesiophyceae являются оптимальными кормовыми объектами для продуциро-
вания яиц самками A. salinus и C. aquaedulcis, выживаемости и скорости развития этих копепод
на всём протяжении их онтогенеза. Цель данной работы заключалась в определении продукци-
онных характеристик копепод A. salinus и C. aquaedulcis в оптимальных температурных услови-
ях в зависимости от варианта питания смесью микроводорослей Dinophyceae и Prymnesiophyceae.
Наиболее высокие значения выживаемости A. salinus от науплиальной до взрослой стадии разви-
тия (93–95 %) отмечены при питании копепод монокультурой микроводоросли Isochrysis galbana
(Parke, 1949) и смесью I. galbana + Prorocentrum cordatum (Ostenfeld) J. D. Dodge, 1975; наимень-
шая продолжительность развития (19 суток) — при кормлении смесью из трёх микроводорослей
I. galbana + P. cordatum + Prorocentrum micans (Ehrenberg, 1834). Наименьшая средняя продолжи-
тельность развития C. aquaedulcis от науплиальной до взрослой стадии развития (13 сут.) зафик-
сирована при питании смесью микроводорослей I. galbana + P. cordatum. Наименьшая продолжи-
тельность науплиального периода развития копепод обоих видов отмечена тогда, когда в состав
их диеты входила I. galbana в качестве моно- или одного из компонентов смеси. Такая же зако-
номерность сохраняется для копеподитного периода, только уже с P. cordatum. Максимальная аб-
солютная плодовитость C. aquaedulcis достигала 24 яиц на самку (I. galbana), A. salinus — 16 яиц
на самку (P. cordatum). Выклев C. aquaedulcis при питании как монокультурами микроводорослей
P. cordatum и I. galbana, так и их смесью достигал 100 %. Для A. salinus только питание самок
смесью микроводорослей I. galbana + P. micans обуславливает максимальный процент выклева.
Ключевые слова: копеподы, Arctodiaptomus salinus, Calanipeda aquaedulcis, выживае-
мость, развитие, размножение, микроводоросли, смесь микроводорослей, Dinophyceae,
Prymnesiophyceae

В качестве модельных видов для данной экспериментальной работы выбраны два пред-
ставителя Calanoida — солоноватоводные копеподы Arctodiaptomus salinus (Daday, 1885)
и Calanipeda aquaedulcis (Krichagin, 1873). Одно из главных преимуществ использования этих видов
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в качестве объектов питания в аквакультуре — возможность применения их для кормления
как морских, так и пресноводных личинок ценных видов рыб, так как оба вида копепод способны
выдерживать широкий спектр солёности (до 50–60 ‰) [4]. Среди других технологических пре-
имуществ можно выделить то, что у этих видов, в отличие от морских Calanoida, например рода
Acartia, отсутствует каннибализм (взрослые копеподы не выедают ни собственные яйца, ни ранние
науплиальные стадии), вследствие чего науплиальные, копепоподитные и взрослые стадии можно
выращивать совместно.

Основными критериями пищевой ценности микроводорослей для копепод являются: длитель-
ность развития особей при питании одним и тем же видом микроводорослей; выживаемость на про-
тяжении эмбрионального развития (процент выклева); успешность линек при переходе от одной
жизненной стадии к другой; успешность метаморфоза при переходе от последней науплиальной
стадии к первой копеподитной; время достижения половозрелости; плодовитость самок (скорость
продуцирования ими яиц); выживаемость до питающейся науплиальной стадии; успешный переход
науплиев на экзогенное питание.

Результаты наших предыдущих исследований [1 ; 3] показали, что монокультуры микроводорос-
лей Dinophyceae и Prymnesiophyceae являются оптимальными кормовыми объектами для продуци-
рования яиц самками A. salinus и C. aquaedulcis, выживаемости и скорости развития этих копепод
на всём протяжении онтогенеза. Нами выделены температурные оптимумы культивирования копе-
под (+20…+22 °C для A. salinus и +20…+26 °C для C. aquaedulcis [2]), при которых существен-
но сокращается общая продолжительность развития и достигаются наиболее высокие значения
показателей выживаемости и плодовитости особей.

Целью данной работы было определить продукционные характеристики копепод A. salinus
и C. aquaedulcis в оптимальных температурных условиях при питании смесью микроводорослей
Dinophyceae и Prymnesiophyceae.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Эксперименты проводили на лабораторных культурах копеподA. salinus иC. aquaedulcis при тем-

пературе (21 ± 1,5) °C. В качестве корма для A. salinus использовали смесь микроводорослей
Prymnesiophyceae (Isochrysis galbana Parke, 1949, 3–6 мкм) и Dinophyceae (Prorocentrum cordatum
(Ostenfeld) J. D. Dodge, 1975, 12–14 мкм; Prorocentrum micans Ehrenberg, 1834, 28–42 мкм).
Для C. aquaedulcis использовали смесь микроводорослей I. galbana + P. cordatum. Концентрацию
пищи поддерживали на уровне 0,02–0,08 мг сух. массы·мл−1 (соотношение микроводорослей в сме-
си уравнивали по сухому весу её компонентов). Использованные в экспериментах микроводоросли
выращивали в накопительном режиме на основе стерилизованной черноморской воды, обогащён-
ной средой Уолна [7], при температуре (24 ± 1,5) °C и круглосуточном освещении интенсивно-
стью 5 тыс. лк. Адаптацию копепод к питанию микроводорослями определённой смеси проводили
в течение минимум двух-трёх недель.

В качестве культуральной среды (суспензия микроводорослей в стерилизованной морской воде)
для копепод применяли воду Чёрного моря [(17,8 ± 0,2) ‰], прошедшую грубую очистку, отсто-
янную, затем механически очищенную последовательной фильтрацией через картриджные филь-
тры (размер пор — 10, 5 и 1 мкм), стерилизованную с помощью ультрафиолета и двукратно па-
стеризованную. Для экспериментов использовали стеклянные сосуды цилиндрической формы (объ-
ём — 50 мл), которые находились в условиях круглосуточного освещения интенсивностью 2000 лк.
Полную замену культуральной среды в экспериментальных сосудах производили каждые
два-три дня.

Для исследования длительности жизненного цикла копепод, выживаемости и соотноше-
ния полов из лабораторных культур C. aquaedulcis и A. salinus, адаптированных к питанию
смесью микроводорослей определённого вида, отсаживали по 15 выклюнувшихся науплиусов
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N1 (см. объяснение ниже) (6 повторностей для каждой смеси микроводорослей) каждого вида ко-
пепод в 50-мл сосуды с культуральной средой. Эксперименты проводили при плотности копепод
в сосудах 0,3 экз.·мл−1.

Выживаемость копепод оценивали как процент особей, выживших при прохождении всех ста-
дий от первой науплиальной (N1) до половозрелой (C6). Продолжительность развития копепод
устанавливали как средний временнόй интервал развития особей от N1 до достижения C6.

В экспериментах по определению репродуктивных характеристикA. salinus иC. aquaedulcis из ла-
бораторных культур копепод, адаптированных к питанию определённой смесью микроводорослей,
в 50-мл стеклянные сосуды цилиндрической формы отсаживали по 1 самке с яйцами (n = 25 для каж-
дой смеси микроводорослей) каждого вида копепод. Подсчитывали количество яиц в кладке (аб-
солютная плодовитость) и выклюнувшихся жизнеспособных науплиев (% выклева). Все наблюде-
ния за копеподами (каждые 1–3 дня) осуществляли прижизненно с помощью микроскопа МБС-12
при увеличении 2×8 и 4×8.

Для сравнения использованы данные по репродуктивным характеристикам копепод A. salinus
и C. aquaedulcis при питании монокультурами микроводорослей Dinophyceae и Prymnesiophyceae,
полученные нами в предыдущих работах [1 ; 3].

Для всех полученных данных рассчитаны средние арифметические (M), доверительный интер-
вал (95 % CI), стандартные отклонения (SD) и достоверность (p) различий выборочных средних
с помощью t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Выживаемость копепод C. aquaedulcis и A. salinus на протяжении линек от стадии N1 до C6

варьировала в зависимости от вида микроводорослей, которыми они питаются.
Процент выживаемости C. aquaedulcis составлял 92,5 % при кормлении P. cordatum; 83 % при пи-

тании I. galbana; 89 % при кормлении смесью I. galbana + P. cordatum (рис. 1). Минимальную вы-
живаемость A. salinus на протяжении всех линек от стадии N1 до C6 (68,6 %) наблюдали при пита-
нии P. cordatum; максимальную — при кормлении I. galbana (94,5 %) и смесью микроводорослей
I. galbana + P. cordatum (93 %) (рис. 1).

Выявлено влияние вида микроводоросли на длительность развития стадий копепод (рис. 2).
При кормлении микроводорослями I. galbana и P. cordatum продолжительность развития копепод
C. aquaedulcis составила 14 суток, а при питании смесью I. galbana + P. cordatum — 13 сут. Наи-
меньшая продолжительность науплиального периода развития копепод (6 сут.) получена при корм-
лении I. galbana и I. galbana + P. cordatum. Наименьшая продолжительность копеподитного периода
развития C. aquaedulcis (C1–5) (7 сут.) получена при питании P. cordatum и I. galbana + P. cordatum.

Продолжительность развития от первого науплиуса до взрослой стадии копепод другого ви-
да — A. salinus — оказалась значительно больше, чем продолжительность развития C. aquaedulcis,
при кормлении любыми предложенными видами микроводорослей. Продолжительность разви-
тия A. salinus при питании как монокультурами I. galbana и P. cordatum, так и смесью
I. galbana + P. cordatum составила 20 сут. Наименьшей (19 сут.) продолжительность развития бы-
ла при кормлении смесью трёх микроводорослей I. galbana + P. cordatum + P. micans. При питании
смесью I. galbana + P. micans и монокультурой P. micans продолжительность развития копепод уве-
личивалась до 21 и 22 сут. соответственно. Наибольшую продолжительность (25 сут.) наблюдали
при кормлении смесью P. cordatum + P. micans.

Наименьшая продолжительность науплиального периода развития A. salinus составила 7 сут.
(при питании I. galbana и смесями микроводорослей I. galbana + P. cordatum + P. micans
и I. galbana + P. micans), а наибольшая — 10 сут. (при кормлении P. cordatum + P. micans). Наи-
меньшая продолжительность копеподитного периода развития A. salinus (C1–5) составила 12 сут.
(при питании P. cordatum и смесями I. galbana + P. cordatum + P. micans и I. galbana + P. cordatum),
а наибольшая — 15 сут. (при кормлении P. cordatum + P. micans).
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Рис. 1. Выживаемость копепод Calanipeda aquaedulcis (I) и Arctodiaptomus salinus (II) в эксперименте
в зависимости от питания микроводорослями разных видов (M; 95 % CI; n = 15)
Fig. 1. Survival rate of Calanipeda aquaedulcis (I) andArctodiaptomus salinus (II) in the experiment depending
on being fed with various microalgae species (M; 95 % CI; n = 15)

Процентное соотношение полов при достижении взрослой стадии копепод A. salinus
и C. aquaedulcis также варьировало в зависимости от вида микроводорослей, которыми они пи-
тались (табл. 1). Для C. aquaedulcis наименьший процент самцов (21 %) получен (достоверно)
при кормлении копепод I. galbana; при питании P. cordatum и смесью I. galbana + P. cordatum их до-
ля возрастала до 43 %. Для A. salinus наибольший процент самцов (70 %) получен (недостоверно)
при кормлении копепод смесью I. galbana + P. micans, а наименьший (45–48 %) — при питании
монокультурами P. micans и P. cordatum.

У копепод C. aquaedulcis средняя величина абсолютной плодовитости незначительно варьирова-
ла в пределах от (19,3 ± 3,2) яиц на самку (при кормлении I. galbana + P. cordatum) до (24,2 ± 1,8)
(I. galbana). Выклев при питании как монокультурами микроводорослей P. cordatum и I. galbana,
так и их смесью достигал 100 % (рис. 3).
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Рис. 2. Длительность развития Calanipeda aquaedulcis (I) и Arctodiaptomus salinus (II) в эксперименте
в зависимости от питания микроводорослями разных видов (M; n = 15)
Fig. 2. Development time of Calanipeda aquaedulcis (I) and Arctodiaptomus salinus (II) in the experiment
depending on being fed with various microalgae species (M; n = 15)

Таблица 1. Процентное соотношение самцов (M) и самок (F) копепод Calanipeda aquaedulcis
и Arctodiaptomus salinus при питании микроводорослями разных видов (M ± SD; n = 15) (95 % CI)
Table 1. Percentage of males (M) and females (F) of copepods Calanipeda aquaedulcis and Arctodiaptomus
salinus when being fed with various microalgae species (M ± SD; n = 15) (95 % CI)

Микроводоросли C. aquaedulcis A. salinus
M, % F, % M, % F, %

I. galbana 20,8 ± 8,3 79,2 ± 8,3 56,1 ± 12,7 43,9 ± 12,7
P. cordatum 42,7 ± 6,3 57,3 ± 6,3 47,7 ± 10 52,3 ± 10
P. micans – – 45 ± 2,3 55 ± 2,3
I. galbana + P. cordatum 43,3 ± 9,3 56,7 ± 9,3 61 ± 5,9 39 ± 5,9
I. galbana + P. micans – – 70,1 ± 12,3 29,9 ± 12,3
P. cordatum + P. micans – – 59,1 ± 12,4 40,9 ± 12,4
I. galbana + P. cordatum + P. micans – – 52,8 ± 12,7 47,2 ± 12,7
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Рис. 3. Сравнительные диаграммы абсолютной плодовитости и доли выклева жизнеспособных науп-
лиев от общего количества яиц у самок копепод Calanipeda aquaedulcis (I) и Arctodiaptomus salinus (II)
при питании микроводорослями разных видов (M ± SD; n = 15) (95 % CI)
Fig. 3. Comparative diagrams of absolute fecundity and hatching rate of viable nauplii from the total number
of eggs of females of copepods Calanipeda aquaedulcis (I) and Arctodiaptomus salinus (II) when being fed
with various microalgae species (M ± SD; n = 15) (95 % CI)

Обнаружены достоверные различия во влиянии вида микроводорослей на абсолютную плодови-
тость A. salinus. Значение показателя было минимальным (от (8,8 ± 1,9) до (10,3 ± 1,3) яиц на самку)
при кормлении P. cordatum + P. micans; I. galbana + P. cordatum + P. micans; I. galbana + P. micans;
I. galbana; значение было максимальным (от (13,75 ± 2,3) до (16,4 ± 2,4) яиц на самку) при питании
копепод P. micans; I. galbana + P. cordatum; P. cordatum.

Наиболее выраженное влияние трофические условия (хемотаксономические характеристики,
связанные с видом и классом микроводорослей, которыми питались самки копепод) оказывали
на эмбриональное развитие копепод A. salinus, норму которого характеризует процент выклева
из яиц жизнеспособных науплиев. Этот показатель достоверно был минимальным [(62,63 ± 10) %]
при питании самок A. salinus микроводорослями P. cordatum. Затем значение процента выклева
науплиев варьировало (недостоверно) от (84,9 ± 7,3) до (97,46 ± 2,7) %, достигая максимума (100 %)
при питании I. galbana + P. micans.

ОБСУЖДЕНИЕ
При сравнении значений выживаемости и продолжительности развития C. aquaedulcis

иA. salinus обнаружено сходство влияния некоторых видов микроводорослей на показатели копепод.
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Наименьшая продолжительность науплиального периода развития обоих видов отмечена тогда,
когда в состав их диеты входила I. galbana в качестве моно- или одного из компонентов смеси.
Такая закономерность сохраняется и для копеподитного периода, только уже с P. cordatum.

Кормление мелкоразмерными I. galbana оказалось оптимальным для развития науплиальных
стадий, однако такое питание задерживало развитие копеподитных стадий по сравнению с питани-
ем крупноразмерными P. cordatum. Сокращённая длительность развития в течение науплиально-
го периода при кормлении I. galbana нивелируется сокращённой длительностью развития в тече-
ние копеподитного периода при питании P. cordatum. Таким образом, общая продолжительность
развития (науплиальный плюс копеподитный периоды) оказалась наименьшей для C. aquaedulcis
при питании смесью I. galbana + P. cordatum (13 сут.), а для A. salinus — при кормлении
I. galbana + P. cordatum + P. micans (19 сут.).

Известно, что у большинства каляноидных копепод самки всегда больше самцов; меньшие
размеры самцов Calanoida обычно связаны с их более быстрым развитием [6]. Согласно гипоте-
зе [11], под воздействием неблагоприятных условий окружающей среды можно ожидать смеще-
ния соотношения полов в сторону преобладания самцов, а при благоприятных условиях — в сто-
рону самок. В случае с C. aquaedulcis и A. salinus самцы меньше самок. Следовательно, если ги-
потеза верна, смещение соотношения полов в сторону самцов может свидетельствовать о неопти-
мальных условиях окружающей среды — экстремальных температурах и/или высокой солёности
либо неадекватной обеспеченности пищей. Вероятно, биохимический состав пищи может оказы-
вать влияние и на дифференциацию пола развивающихся копепод, как это определено для других
гидробионтов [13]. На численное соотношение полов взрослых Calanus spp. влияют концентрация
и качество пищи: увеличение доли самок наблюдают с повышением концентрации пищи в сре-
де, в которой происходит развитие копепод [8]. При этом полученные данные по предполагаемо-
му нами влиянию хемотаксономических характеристик микроводорослей на соотношение полов
в экспериментальных популяциях копепод требуют дополнительных комплексных исследований
их биологии, совмещённых с изучением биохимического состава микроводорослей и питающихся
ими копепод.

Хемотаксономический состав микроводорослей, которыми питаются самки копепод, безуслов-
но, оказывает влияние на их репродуктивные характеристики и особенно на жизнеспособность
науплиусов обоих видов при выклеве. В наших экспериментах максимальный процент выклева
(100 %) науплиусов наблюдали при питании самок C. aquaedulcis как монокультурами I. galbana
и P. cordatum, так и смесью этих микроводорослей. Между тем для A. salinus обнаружены некоторые
отличия во влиянии вида микроводорослей на выживаемость науплиев при выклеве. Так, при корм-
лении P. cordatum получены минимальный процент выклева науплиусов A. salinus и максимальная
абсолютная плодовитость самок.

Микроводоросли Dinophyceae характеризуются высоким содержанием высоконенасыщенных
жирных кислот с преобладанием докозагексаеновой (далее — ДГК) над эйкозапентаеновой (далее —
ЭПК) [12], а Prymnesiophyceae — повышенным содержанием ДГК с низким содержанием ЭПК [10].
Содержание и соотношение ДГК и ЭПК в составе микроводорослей — это, предположительно, один
из основных хемотаксономических факторов, оказывающих влияние на репродукционные характе-
ристики каляноидных копепод [5 ; 9]. Сбалансированное присутствие ДГК и ЭПК в микроводорос-
левой диете на всём протяжении онтогенеза копепод оказывает положительное воздействие на ско-
рость развития C. aquaedulcis и A. salinus. В то же время питание самок смесью микроводорослей
Dinophyceae и Prymnesiophyceae обуславливает максимальный процент выклева науплиусов обоих
видов копепод.

Заключение. Наиболее высокие значения выживаемости A. salinus от науплиальной до взрос-
лой стадии развития (93–95 %) получены при питании копепод монокультурой микроводоросли
I. galbana и смесью I. galbana + P. cordatum, наименьшая продолжительность развития (19 сут.) —
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при кормлении смесью из трёх микроводорослей I. galbana + P. cordatum + P. micans. Наименьшая
средняя продолжительность развития C. aquaedulcis от науплиальной до взрослой стадии развития
(13 сут.) отмечена при питании смесью микроводорослей I. galbana + P. cordatum.

Для копеподC. aquaedulcis наименьший процент самцов (21 %) получен достоверно при питании
I. galbana; при питании P. cordatum и смесью I. galbana + P. cordatum их доля возрастала до 43 %.
УA. salinus достоверных отличий процентного соотношения полов при достижении взрослой стадии
в зависимости от вида микроводорослей не выявлено.

Наименьшая продолжительность науплиального периода развития копепод обоих видов отмече-
на тогда, когда в состав их диеты входила I. galbana в качестве моно- или одного из компонентов
смеси. Эта закономерность сохраняется и для копеподитного периода, только уже с P. cordatum.

Максимальная абсолютная плодовитость C. aquaedulcis достигала 24 яиц на самку (I. galbana),
A. salinus — 16 яиц на самку (P. cordatum). Выклев C. aquaedulcis при питании как монокультурами
микроводорослей P. cordatum и I. galbana, так и их смесью достигал 100 %. Для A. salinus только пи-
тание самок смесью микроводорослей I. galbana + P. micans обуславливает максимальный процент
выклева.

Следовательно, смеси микроводорослей P. cordatum + I. galbana (для C. aquaedulcis)
и I. galbana + P. cordatum + P. micans (для A. salinus), благодаря сбалансированному присут-
ствию эйкозапентаеновой и докозагексаеновой кислот, были определены как оптимальные кор-
мовые объекты для выживаемости и скорости развития копепод на всём протяжении онтогенеза,
а также обусловили максимальный процент выклева жизнеспособных науплиев.

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
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PRODUCTION CHARACTERISTICS OF THE COPEPODS
ARCTODIAPTOMUS SALINUS AND CALANIPEDA AQUAEDULCIS

BEING FEDWITH A MIXTURE OF MICROALGAE
DINOPHYCEAE AND PRYMNESIOPHYCEA

L. O. Aganesova

A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: la7risa@gmail.com

The ubiquitous copepod species Arctodiaptomus salinus (Daday, 1885) and Calanipeda aquaedulcis
(Krichagin, 1873) are important components of food chains of numerous fresh- and saltwater areas. These
copepods are suitable for feeding larvae of both marine and freshwater fish species; however, influence
of nutrition on the production characteristics of these species is not well understood. Previously we deter-
mined that monocultures of microalgae Dinophyceae and Prymnesiophyceae are optimal feeding objects
for egg production by females ofA. salinus andC. aquaedulcis, survival rate, and development time of these
copepods throughout ontogenesis. The aim of this work was to determine the production characteristics
of copepods A. salinus and C. aquaedulcis under optimal temperature conditions depending on the model
of the feeding with a mixture of microalgae Dinophyceae and Prymnesiophyceae. The highest survival
rates of A. salinus from the naupliar stage to the adult one (93–95 %) were observed when copepods
were fed with a monoculture of microalga Isochrysis galbana (Parke, 1949) or a mixture I. galbana + Pro-
rocentrum cordatum (Ostenfeld) J. D. Dodge, 1975; the shortest development time (19 days) – when cope-
pods were fed with a mixture of three microalgae I. galbana + P. cordatum + Prorocentrum micans (Ehren-
berg, 1834). The shortest development time of C. aquaedulcis from the naupliar stage to the adult one
(13 days) was observed when copepods were fed with a mixture of microalgae I. galbana + P. corda-
tum. The shortest duration of the naupliar stage of development of both copepod species was observed
when their diet included I. galbana as a monoculture or one of mixture components. During the cope-
podit stage, the pattern remains the same, only with P. cordatum. The maximum absolute fecundity
of C. aquaedulcis reached 24 eggs per female (I. galbana), of A. salinus – 16 eggs per female (P. cor-
datum). Egg hatching of C. aquaedulcis when being fed with both monocultures of microalgae P. corda-
tum and I. galbana and with their mixture reached 100 %. The highest egg hatching rate for A. salinus
was reached only when copepod females were fed with a mixture of microalgae I. galbana + P. micans.
Keywords: copepods, Arctodiaptomus salinus, Calanipeda aquaedulcis, survival, development,
reproduction, microalgae, mixture of microalgae, Dinophyceae, Prymnesiophyceae
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Приведены результаты исследований культивирования красной черноморской водоросли
Gelidium spinosum (S. G. Gmelin) P. C. Silva, 1996 (Rhodophyta) в лабораторных условиях в по-
ликультуре микроводоросль Tetraselmis viridis — мидия Mytilus galloprovincialis — гелидиум
с целью повышения концентрации R-фикоэритрина в последнем. Описано положительное
влияние экзометаболитов мидий на концентрацию R-фикоэритрина в гелидиуме в поликультуре.
Актуальность работы определяется ценностью фикоэритрина, который используют как мощный
антиоксидант, а также как метчик в цитометрии и микроскопии. Цель исследования — увеличить
концентрацию R-фикоэритрина в гелидиуме с применением метода поликультуры. В качестве
материала использовали гелидиум из обрастания скал и берегоукрепительных сооружений
в районе бухты Карантинная (г. Севастополь); его культивировали в лабораторной установке
с восемью рабочими объёмами, в четырёх из которых содержали мидий. Деконтат мидий,
дополненный минеральными солями и биогенами, использовали как питательную среду для гели-
диума. Сочетание экзометаболитов мидий с разработанной ранее питательной средой на основе
черноморской воды, обогащённой биогенами и минеральными солями, приводит к увеличению
содержания R-фикоэритрина более чем вдвое, в то время как внесение экзометаболитов в чистую
профильтрованную черноморскую воду повышает его максимум на 35 %. Ориентировочные
весовые соотношения элементов поликультуры в 1,5-литровых объёмах, позволяющие достичь
желаемого результата уже через две недели, — это 2 г гелидиума / 50–60 г двухлетних мидий
/ 0,4–0,6 г сырого веса микроводорослей.
Ключевые слова: культивирование, поликультура, микроводоросли, моллюски, макрофиты,
питательная среда

Черноморский гелидиум Gelidium spinosum (S. G. Gmelin) P. C. Silva, 1996 является ценным сы-
рьевым источником особо качественного агара и R-фикоэритрина — пигмента-фикобилипротеина,
который широко используется в иммунной диагностике, микроскопии и цитометрии [13]. Водорос-
ли, содержащие агар и R-фикоэритрин, — объект культивирования во многих странах Азиатско-
Тихоокеанского региона [9 ; 14], при этом стоимость 1 г очищенного R-фикоэритрина достигает
3250–14000 долларов [12].

Нами в предыдущие годы проведены работы по определению оптимальных условий для ро-
ста гелидиума и накопления в нём R-фикоэритрина — концентраций минеральных солей и био-
генов, светового и температурного режимов, насыщения углекислым газом питательной среды,
а также скорости её протока и циркуляции [2].
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Известно, что в природных условиях гелидиум часто встречается как эпибионт моллюсков-
фильтраторов. Такой симбиоз вызван положительным влиянием экзометаболитов моллюсков
на рост макрофита, в связи с чем получило развитие выращивание гидробионтов в поликультуре
[7 ; 14].

Ранее нами получены результаты, указывающие на благоприятное воздействие экзометаболитов
анадарыAnadara kagoshimensis, голодающей в чистой черноморской воде в течение 15 суток, на рост
гелидиума и содержание в нём R-фикоэритрина. При возрастании биомассы гелидиума на 11,6 %
содержание R-фикоэритрина по сравнению с контролем увеличилось на 40 % [4].

Цель работы — повысить концентрацию R-фикоэритрина при культивировании гелидиума
в поликультуре. Для этого поставлена следующая задача: определить оптимальное соотношение
элементов поликультуры микроводоросль — мидия — макрофит.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В качестве материала использовали Gelidium spinosum из обрастаний скал и берегоукрепитель-

ных сооружений в районе севастопольских бухт Мартынова и Карантинная, который культивиро-
вали в лабораторной установке с восемью рабочими объёмами [1] при температуре в диапазоне
+15…+27 °C и освещённости 10–25 клк в режиме 18 ч день : 6 ч ночь. Питательную среду готовили
на основе фильтрованной черноморской воды с повышением её солёности до 26 ‰ и добавлени-
ем азота, фосфора, железа, магния и марганца [3]. Мидий (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819)
размером 45–50 мм снимали с коллекторов фермы, расположенной южнее входа в бух. Севасто-
польская, напротив радиобиологического корпуса ФИЦ ИнБЮМ. Микроводоросли культивировали
отдельно в плоском культиваторе.

Четыре из восьми рабочих объёмов установки с правонаклонным дном были модернизированы
под содержание мидий — перегорожены левонаклонными перфорированными полками для посадки
от двух до шести особей со средним весом 9,5–11,5 г. Постоянный барботаж объёмов установки воз-
духом регулировали так, чтобы фекалии моллюсков не взмучивались и оставались в заглубленной
части дна.

Мидий от одного-двух раз в сутки до одного раза в двое суток кормили взвесью культуры
Tetraselmis viridis (Rouchijajnen) R. E. Norris, Hori & Chihara, 1980 из музея отдела биотехнологий
и фиторесурсов ФИЦ ИнБЮМ плотностью 12–17 мг сырого веса микроводорослей на 1 мл в преде-
лах 5–35 мл на один объём. Содержимое объёмов с мидиями один раз в двое суток полностью сли-
вали в предварительно осушенные ёмкости с гелидиумом, куда добавляли набор минералов и биоге-
нов [2]. Измерения концентрации R-фикоэритрина в гелидиуме проводили по стандартной методи-
ке [10] один раз в неделю и в конце эксперимента. Исходный вес макрофита составлял (2,00 ± 0,05) г
в каждом рабочем объёме. Для измерений использовали весы Sartorius L 220 S.

Исследования проводили в осенние и зимние периоды. В первом эксперименте в сосуды с гели-
диумом сливали деконтат из объёмов с мидиями (по 4 экземпляра в каждом), которых содержали
в чистой профильтрованной морской воде, доведённой до солёности 26 ‰, и кормили микрово-
дорослью Tetraselmis viridis. Таким образом, питанием для гелидиума, без минерализации среды,
как и в эксперименте с анадарой [4], служили исключительно метаболиты мидий.

Во втором эксперименте слитый деконтат насыщали компонентами разработанной ранее пи-
тательной среды: азотом (8,54 мг·л−1 в виде KNO3); фосфором (1,77 мг·л−1 в виде KH2PO4); же-
лезом (1,39 мг·л−1 в виде FeSO4·7H2O в сочетании с 17 мг Na2ЭДТА на 1 г соли); марганцем
(0,55 мг·л−1 в виде MnCl2·4H2O); магнием (120 мг·л−1 в виде MgSO4·7H2O) [2]. В каждый из четырёх
модернизированных объёмов установки помещали по 4 мидии со средним весом 9,5–11,5 г, а в че-
тыре других объёма — по (2 ± 0,05) г гелидиума. Мидий кормили микроводорослью — 5–20 мл
суспензии в сутки.
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Первые два эксперимента проводили в соответствии с нашим патентом [3] с элементом
недельного «дозревания» гелидиума для повышения концентрации R-фикоэритрина. В третьем
эксперименте из-за еженедельного измерения концентрации пигмента этот элемент был исключён.

В третьем эксперименте, как и во втором, гелидиум выращивали на деконтате мидий с добав-
лением минералов и биогенов. Для выявления динамики накопления пигмента в гелидиуме и опре-
деления оптимального весового соотношения элементов поликультуры в ёмкостях содержали раз-
ное количество мидий (3; 4; 5 особей с суммарным начальным весом 33,4; 41,4; 57 г) и корми-
ли их взвесью Tetraselmis viridis в количестве 15; 25; 35 мл соответственно. Плотность культуры
микроводоросли составляла 17 мг сырой массы на 1 мл и поддерживалась постоянной на протя-
жении всего эксперимента. В двух контрольных рабочих объёмах (№ 1 и 5) гелидиум культиви-
ровали на упомянутой выше среде [2] без добавления метаболитов, насыщая её только минерала-
ми и биогенами. Концентрацию R-фикоэритрина определяли после двух, трёх и четырёх недель
культивирования.

Особенность третьего эксперимента заключалась в том, что гелидиум культивировали в пяти
объёмах (№ 1–5) при равных исходных массах 2 г. В трёх из них (№ 2–4) количество поступающих
метаболитов последовательно возрастало как за счёт разного числа особей мидий (3; 4; 5) из объёмов
№ 6–8, так и за счёт увеличения их рациона (5; 6,25; 7 мл культуры на особь).

Результаты первых двух экспериментов представлены в табл. 1 и 2, третьего — в табл. 3
и на рис. 1.

Таблица 1. Содержание R-фикоэритрина в гелидиуме, выращенном на экзометаболитах черноморских
мидий с разными рационами питания микроводорослью
Table 1. R-phycoerythrin concentration in Gelidium grown on exometabolites of Black Sea mussels
with different microalga diet

№ опыта Объём культуры Tetraselmis viridis
плотностью 12 мг сырого веса на 1 мл

Концентрация
R-фикоэритрина, мг·г−1

Контроль 0 5,8 ± 0,5
1 10 6,4 ± 0,9
2 15 5,6 ± 0,4
3 20 7,9 ± 0,8

Из табл. 1 видно, что в поликультуре микроводоросль Tetraselmis viridis — мидия
Mytilus galloprovincialis — макрофит Gelidium spinosum при кормлении экзометаболитами мидий
концентрация R-фикоэритрина в гелидиуме возрастала в диапазоне 10–35 % (если результат опыта
№ 2 посчитать артефактом). Последняя цифра близка к результатам, полученным в эксперименте
с анадарой [4].

Таблица 2. Содержание R-фикоэритрина в гелидиуме, выращенном на экзометаболитах мидий
с добавлением в питательную среду биогенов и минеральных солей
Table 2. R-phycoerythrin concentration in Gelidium grown on mussel exometabolites with the addition
of nutrients and mineral salts into the culture medium

№ опыта Объём культуры Tetraselmis viridis
плотностью 12 мг сырого веса на 1 мл

Концентрация
R-фикоэритрина, мг·г−1

Контроль 0 7,9 ± 0,8
1 5 16,1 ± 1,5
2 10 20,3 ± 4,4
3 15 18,3 ± 2,2
4 20 28,8 ± 4,5
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В табл. 2 представлены результаты эксперимента, в котором в рабочие объёмы с гелидиумом
из объёмов с мидиями полностью сливали деконтат и обогащали его набором биогенов и микро-
элементов. Испытаны четыре варианта рациона кормления мидий; максимальный (20 мл на объём)
способствовал возрастанию концентрации R-фикоэритрина в гелидиуме более чем в три раза.

Результаты динамики весового роста и концентрации пигмента в третьем эксперименте
представлены в табл. 3, а накопления R-фикоэритрина — на рис. 1.

Таблица 3. Динамика весового роста и концентрации R-фикоэритрина в талломах гелидиума
при разном количестве особей мидий в поликультуре
Table 3. Dynamics of weight growth and R-phycoerythrin concentration in Gelidium thalli at different
number of mussels in the polyculture

№ объёма Кол-во мидий Vмв, мл Вес гелидиума, г / Содержание R-фикоэритрина, мг·г−1

30.01.2019 11.02.2019* 18.02.2019* 25.02.2019*
1; 5 0 0 2,0 / 6,9 ± 2,3 2,90 / 8,0 ± 2,3 3,00 / 9,6 ± 1,6 3,20 / 11,1 ± 1,2
2 3 15 2,0 / 6,9 ± 2,3 3,00 / 11,4 ± 2,4 2,55 / 8,7 ± 0,9 3,00 / 12,3 ± 1,2
3 4 25 2,0 / 6,9 ± 2,3 3,25 / 12,4 ± 1,8 3,10 / 10,6 ± 0,8 3,22 / 13,6 ± 0,9
4 5 35 2,0 / 6,9 ± 2,3 3,05 / 14,4 ± 1,4 2,85 / 14,9 ± 1,7 3,30 / 14,4 ± 0,1

Примечания: в отмеченные астериском (*) даты отбирали пробы на измерение R-фикоэритрина и возвращали
вес гелидиума к W0 = 2 г; Vмв — объём суспензии микроводоросли.
Note: at the dates marked with an asterisk (*), samples were taken to measure R-phycoerythrin, and Gelidium weight
was returned to W0 = 2 g; Vмв indicates volume of microalga suspension.

Результаты 4-недельного эксперимента показывают, что на 12-й день культивирования в вари-
антах с добавлением метаболитов из объёмов с 3, 4 и 5 мидиями накопление R-фикоэритрина пре-
вышает исходную контрольную величину на 50–100 %, а в ёмкостях без добавления метаболитов
(объёмы № 1 и 5) — лишь на 16 %.

В конце третьей недели культивирования налицо значительное снижение концентрации пигмен-
та в гелидиуме из объёма № 2, в который сливали деконтат из объёма с 3 мидиями. Это на 24 %
ниже предыдущего результата и на 29 % — конечного. Поскольку минералами и биогенами во-
доросли во всех объёмах были снабжены одинаково, причиной могло стать изменение физиоло-
гического состояния как минимум одной из трёх особей мидий, которое мы в своих экспериментах
не отслеживали.

Данный результат можно считать артефактом, так как в этом объёме ничего, отличающего его
от остальных, обнаружено не было. В других наших экспериментах случались выбросы половых
продуктов мидий (такие варианты могут быть предлогом для отдельных исследований их влияния
на содержание R-фикоэритрина в гелидиуме).

По результатам четырёх недель культивирования отмечено следующее: уровни содержания пиг-
мента в гелидиуме из рабочих объёмов № 2–4 выстроились по возрастающей прямо пропорцио-
нально предполагаемому увеличению количества экзометаболитов от 3, 4 и 5 мидий. Если уровень
фикоэритрина в гелидиуме, культивируемом по уже известной методике [3] в объёмах № 1 и 5, при-
нять за 100 %, можно заключить, что прибавки от использования экзометаболитов мидий составили
11, 12 и 30 % соответственно.

Максимальное содержание R-фикоэритрина, полученное во втором эксперименте (табл. 2), было
вдвое выше, чем максимальное значение концентрации пигмента в третьем эксперименте (табл. 3).
Это объясняется тем, что в последнем случае мы взяли водоросли на измерения непосредствен-
но после окончания эксперимента и не использовали приём «дозревания», при котором в темноте
и при пониженной температуре ликвидируется отставание накопления R-фикоэритрина в быстро
растущей биомассе [3]. В данном случае удельная скорость весового роста биомассы была довольно
высокой: биомасса удваивалась менее чем за 10 суток.
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Изменение концентрации R-фикоэритрина в гелидиуме при разном количестве особей ми-
дий в поликультуре наглядно представлено на рис. 1. Уже через две недели культивирова-
ния при питании макрофита экзометаболитами пяти мидий наблюдали возрастание содержания
R-фикоэритрина вдвое. После четырёх недель культивирования разница с контролем снижалась
и составляла примерно 25 %. Экзометаболиты трёх и четырёх мидий также вызывали возрастание
концентрации пигмента через две недели культивирования — на 30 и 40 %.
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Рис. 1. Динамика концентрации R-фикоэритрина в гелидиуме при разном количестве особей мидий
в поликультуре (1 — контроль; 2 — 3 мидии; 3 — 4 мидии; 4 — 5 мидий)
Fig. 1. Dynamics of R-phycoerythrin concentration in Gelidium with different number of mussels
in the polyculture (1 – control; 2 – 3 mussels; 3 – 4 mussels; 4 – 5 mussels)

Средние результаты прироста гелидиума в объёмах № 2–4 за последние две недели третьего экс-
перимента — 1 г за неделю. Таким образом, система, включающая культиватор микроводоросли
Tetraselmis viridis производительностью 600 мг сырого веса в сутки, 1,5-литровый объём для содер-
жания пяти мидий общим весом 60 г и 1,5-литровый культиватор гелидиума, за семь суток вполне
может выработать 14,4 мг R-фикоэритрина.

Из литературы известно о преимуществах культивирования макрофитов в поликультуре перед
культивированием в монокультуре. Так, они накапливают бόльшую биомассу и большее количество
белка [8 ; 14], а качество агара у грациллярии улучшается за счёт создания оптимального режима
её питания в результате выделения экзометаболитов беспозвоночными [7].

Макроводоросли могут извлечь из воды до 60 % соединений азота, в том числе до 95 % ам-
мония [14]. Мидии же, как известно, выделяют в среду аммонийный азот [5]. Хромофорная груп-
па пигмента (фикобилин) ковалентно связана с водорастворимым белком типа глобулина [13],
на построение которого необходим азот. Кроме того, фикобилипротеины принято считать «депо»
белка в клетках водорослей. Они разрушаются в первую очередь при азотном голодании [6 ; 11].
Между тем вполне возможно, что на уровень содержания R-фикоэритрина влияет не только при-
внесение азота, но и форма его соединения, однако, согласно предыдущим исследованиям, среда
для культивирования содержала достаточное количество азота [3]. Вероятно, в данном случае влия-
ют другие взаимодействия (например, на уровне гормональной регуляции). Таким образом, исполь-
зование метаболитов, в том числе в поликультуре, создаёт принципиально новый путь регуляции
природных процессов [8].

Заключение. Выявлено положительное влияние экзометаболитов мидии на синтез R-фико-
эритрина в поликультуре микроводоросль Tetraselmis viridis — мидия Mytilus galloprovincialis —
макрофит Gelidium spinosum. Внесение экзометаболитов моллюсков в чистую профильтрованную
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морскую воду обеспечивает повышение концентрации R-фикоэритрина в гелидиуме на 10–35 %,
а добавление экзометаболитов в сочетании со стандартной питательной средой приводит к увели-
чению содержания R-фикоэритрина более чем в 2 раза. Ориентировочные весовые соотношения
элементов поликультуры в 1,5-литровых рабочих объёмах, позволяющие достичь желаемого ре-
зультата уже через 2 недели: 2 г гелидиума / 50–60 г двухлетних мидий / 0,4–0,6 г сырого веса
микроводорослей.

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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INFLUENCE OF MUSSELMYTILUS GALLOPROVINCIALIS EXOMETABOLITES
ON R-PHYCOERYTHRIN CONCENTRATION

IN RED ALGA GELIDIUM SPINOSUMWHEN GROWN IN POLYCULTURE

B. N. Belyaev and N. M. Beregovaya1

1A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: belyaevbob@yandex.ru

To increase R-phycoerythrin concentration in red Black Sea alga Gelidium spinosum (S. G. Gmelin)
P. C. Silva, 1996 (Rhodophyta), it was cultivated in laboratory conditions in polyculture microalga
Tetraselmis viridis – mussel Mytilus galloprovincialis – Gelidium; the results of the study are presented.
The positive effect of mussel exometabolites on R-phycoerythrin concentration in Gelidium in polycul-
ture is described. The relevance of the work is determined by the value of R-phycoerythrin, which is used
as a powerful antioxidant, as well as a marker in cytometry and microscopy. The aim of the study is to in-
crease R-phycoerythrin concentration in Gelidium using the polyculture method. As a material, Gelidium
from the fouling of rocks and coastal protection structures of Karantinnaya Bay (Sevastopol) was used;
it was cultivated in a laboratory installation with eight working volumes, four of which contained mussels.
Mussel decontamination, supplemented with mineral salts and biogens, was used as a nutrient medium
for Gelidium. The combination of mussel exometabolites with previously developed nutrient medium,
based on Black Sea water and enriched with nutrients and mineral salts, results in an increase in R-
phycoerythrin concentration by more than 2 times, while the addition of exometabolites to pure filtered
seawater increases it maximum by 35 %. Approximate ratios of polyculture elements in 1.5-L volumes,
allowing to achieve the desired results in 2 weeks, are as follows: 2 g ofGelidium / 50–60 g of two-year-old
mussels / 0.4–0.6 g of microalga wet weight.
Keywords: cultivation, polyculture, microalgae, molluscs, macrophytes, nutrient medium
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This long-term observation of the faunal composition within the Barents Sea provides a benchmark
for monitoring community changes caused by oceanographic variability, fishery activities, and crab preda-
tors (Chionoecetes opilio, Paralithodes camtschaticus), whose populations have been rapidly growing
and spreading in recent years. In the Arctic systems, megabenthic communities comprise a significant
part of benthic biomass and play an important role in carbon cycling on continental shelves. The gradual
accumulation of knowledge on megabenthos may make it possible to assess their role in the ecosystem
and ultimately contribute to a more rational management of the Barents Sea resources. This article rep-
resents an important series of long-term megabenthic observations in the Barents Sea. The main goal
of our research is to identify spatial patterns and temporal trends in the megabenthic part of communities,
including changes in the biomass and production values. As a part of the joint Norwegian-Russian ecosys-
tem surveys, benthic experts have been identifying the invertebrates (megafauna) collected by bottom
trawls during annual assessments of commercial stocks, such as Atlantic cod (Gadus morhua) and north-
ern shrimp (Pandalus borealis). The sampling equipment used was a Campelen 1800 bottom trawl, rigged
with rockhopper ground gear and towed on double warps, and standardized to a fixed sampling effort
(equivalent to a towing distance of 0.75 nautical miles (nm), or 1.4 km). The processing of the biologi-
cal material was conducted in accordance with standardized procedures, following the retrieval of each
trawl. This work represents data from 5016 stations from 2005 to 2017, with a total sampled biomass
of 238.4 tons and 14.9 million individual organisms. In total, 694 megabenthic species (1058 taxa) have
been recorded, with the greatest diversity observed in the depth range of 100–400 m, while the largest
mean catches were taken between depths of 600–800 m. The biomass (B) and production (P) values
of the benthic megafauna were approximately stable during the 9 years of investigation, although there
was a decreasing trend after 2014. The annual production P/B ratio of megabenthos was calculated to be
at 0.3. The distribution, contribution to production, and gross biomass values of the megabenthos had been
underestimated in the previous studies of zoobenthos. The results from this research show that, in the cur-
rent warm period, the majority of the Barents Sea is in an intermediate state between the Arctic and bo-
real regions due to the wide distribution of boreal species toward the north. The dynamics of the mean
biogeographical index (the border between areas of the dominance of boreal and Arctic species) within
the central-southern part of the Barents Sea suggests that a large part of the area can be characterized
as predominantly boreal intermediate since 2013.
Keywords: Arctic, Barents Sea, megabenthos, climate, Atlantic Current, production, species distribution

The effects of global climate change have been particularly noticeable in the Arctic, causing a restructur-
ing of Arctic ecosystem [19 ; 25 ; 33] and a northward shift of biogeographical boundaries as a consequence
of warming [5 ; 6 ; 10 ; 12 ; 18 ; 21].
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In the Arctic systems, megabenthic communities comprise a significant part of benthic biomass [7 ; 30]
and play an important role in carbon cycling on continental shelves [23 ; 32]. Marine benthic communi-
ties are well-suited for long-term comparative investigations, as comprising species have a relatively long
lifespan and either are sessile or have low motility. These traits make it possible to measure the effects
of environmental change on communities over time. The potential impact of climate change on the marine
environment may be acute, but it is difficult to register due to the lack of baseline data. A recent analysis
showed that 34–59 % of Arctic megafauna taxa have yet to be documented [45].

The Barents Sea is a continental shelf sea with an average depth of 230 m (Fig. 1a); it is characterized
by a transitional zone from warm Atlantic waters to cold Arctic ones (Fig. 1b) [43 ; 44]. Substantial climatic
changes have been observed during the last four decades [8 ; 47]. Water temperatures in the subarctic
Barents Sea during the past decade have reached the highest rates over the period observed [8]. Ice coverage
has declined by about 10 % [4], while water temperature has risen by approximately 1.5 °C [35]. The area
covered by the warmer Atlantic water has increased [28] due to northward shifts in the polar front, where
Atlantic and Arctic water masses meet [43].

Analysis of Barents Sea benthic megafauna shows clear biogeographical patterns, with an Arctic produc-
tive community dominating in the northeast [11] and occasionally in the northwest, and an Atlantic warm
water community in the southwest [29 ; 30]. A deep-cold-water community is found in the northwestern
part of the Barents Sea shelf. A shallow bank community is predominant on the Spitsbergen Bank located
southwards of Spitsbergen and in the southeastern Barents Sea. This shallow bank community is also found
sporadically west and north of Spitsbergen [30].

It has been suggested that climate change is causing a northward shift of biogeographical boundaries
in the northern hemisphere due to the warming process [21]. The number of boreal species has increased,
while the number of arctic species have declined [31]. The range of some species has expanded, and new
boreal-subtropical species have appeared in the Arctic [52 ; 53].

The gradual accumulation of knowledge on megabenthos may make it possible to assess its role
in the ecosystem and ultimately contribute to a more rational management of Barents Sea resources. This ar-
ticle presents an important series of long-term megabenthic observations in the Barents Sea. The main goal
of our research is to identify spatial patterns and temporal trends in the megabenthic part of communities,
including changes in biomass and production values.

MATERIAL AND METHODS
Benthos sampling. Norwegian and Russian ships were used to survey the Barents Sea annually August

to November. Sampling stations were established at fixed positions along a regular grid (around 35 nautical
miles between each station), covering an area of about 1.5 million km². The sampling equipment used was
a Campelen 1800 bottom trawl, rigged with rockhopper ground gear, towed on double warps, and stan-
dardized to a fixed sampling effort (equivalent to a towing distance of 0.75 nautical miles, or 1.4 km).
The horizontal opening was 15 m, and the vertical one was 5 m. The mesh size was 80 mm (stretched)
in the front and 22 mm in the cod end, allowing capture and retention of vertebrates (fishes) and large in-
vertebrates (megabenthos) from the seabed. All catch data presented in the article have been standardized
to 1 nautical mile (hereinafter nm).

Data. Benthos specialists from the Polar branch of VNIRO (Russian and Norwegian ships), Institute
of Marine Research, Murmansk Marine Biological Institute, and other international institutions (Norwegian
ships) were involved in the processing and identification of benthos collected by the scientific trawl during
the annual Norwegian-Russian Ecosystem Survey [1].

The processing of the biological material was conducted in accordance with standardized proce-
dures, following the retrieval of each trawl [30]. The invertebrates were separated from the vertebrate
catch in the onboard fish laboratory. Depending on catch weight, the material was processed in total
or as a subsample. Records were made using paper datasheets, to be entered into a database afterward.
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Fig. 1. The Barents Sea, with: A – a map showing place names and depth contours; B – a map of bottom
water currents with arrows showing: 1) the main streams of Atlantic water (red), 2) coastal currents (green),
and 3) cold Arctic currents (black) [49]. C – % of areas covered by water with different bottom temperatures
in the Barents Sea (N71–79°, E25–55°) (August to September in 2000–2017) [26]
Рис. 1. Баренцево море: A — карта с указанием топографических названий и глубин; B — карта
придонных течений, красные стрелки показывают основные потоки Атлантического течения, зелёные —
прибрежные течения, чёрные — холодные арктические течения [49]. C — соотношение площади дна
с различной придонной температурой воды в Баренцевом море (71–79° с. ш., 25–55° в. д.) в августе —
сентябре 2000–2017 гг. [26]

The total subsample weight was used to determine the adjustment factor in order to represent the full
catch. All large (> 100 g) species, as well as rare megabenthic ones, were taken from the total catch, while
the remaining species were extracted only from the subsample.

Most of the taxonomic processing was undertaken onboard to the lowest possible taxon. In cases
of identification difficulties, the species were photographed and/or preserved for further processing by tax-
onomic specialists on land. In order to develop standardized species identification across all involved ships
and throughout the entire research period, the naming of all the species was checked using photographs
of each processed catch since 2013.

Following identification, the number of individuals of each species or taxon was counted, and wet weight
was measured on electronic balances (± 0.5 g).

Totally, 5016 stations were sampled between 2005 and 2017 (Fig. 2). The total sampled biomass of ben-
thic megafauna was 238.4 tons, consisting of over 14.9 million individuals. Some individuals were as-
signed to the genus or higher taxonomic level due to difficulties with their species identification. The final
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list included 1058 taxa, of which 694 were identified to species onboard (Table 1). As the Campelen
trawl is designed to catch northern shrimp (Pandalidae family), this semipelagic shrimp could be over-
estimated in the data, and therefore it was excluded from the analysis and used only for megabenthic data
smoothing. Similarly, all pelagic species, such as jellies (Scyphozoa), were also excluded from the analysis.
Values are presented as mean ± standard error (hereinafter SE) unless otherwise stated.

Fig. 2. Location of 5016 trawl stations
covered during 2005–2017 by the joint
Norwegian-Russian Ecosystem Survey
Рис. 2. Положение 5016 донных трало-
вых станций, выполненных в ходе проведе-
ния норвежско-российских экосистемных
съёмок в 2005–2017 гг.

Table 1. Summary of the analyzed megafauna from the joint Norwegian-Russian Ecosystem Survey
(2005–2017)
Таблица 1. Объём материала, проанализированного в экосистемных съёмках 2005–2017 гг., и его
основные характеристики

Year Number Total Average Average Amount

of stations Abundance Biomass abundance biomass species taxa(ind.) (tons) (ind.·nm−1) (kg·nm−1)
2005 224 107,114.0 2.6 522.5 12.7 142 218
2006 637 964,569.0 25.9 1576.0 42.1 261 388
2007 551 633,761.5 22.9 1240.2 44.6 222 351
2008 431 901,885.1 14.8 2183.7 35.7 157 244
2009 378 769,129.3 15.9 2056.4 42.2 283 391
2010 319 285,322.8 8.6 900.0 27.3 273 360
2011 391 1,333,887.2 13.4 3411.4 34.3 282 442
2012 443 4,345,807.4 55.6 9832.1 125.5 354 513
2013 487 1,888,138.0 34.8 3885.0 71.7 362 538
2014 165 463,108.6 6.0 2806.7 36.7 220 333
2015 334 606,272.4 6.6 1815.1 19.9 398 599
2016 317 1,340,958.8 11.5 4230.1 36.3 266 423
2017 339 1,277,828.3 19.8 3769.4 58.6 319 500
Total 5016 14,917,782.4 238.4 2940.7* 45.2* 694 1058

Note: * indicates the mean value across all years.
Примечание: * — среднее значение за все годы.
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To determine whether there were any temporal differences in abundance and smoothed mean biomass
among megabenthic fauna across the Barents Sea, the mean values per grid cell (N0.5°, E2°) were calculated
both for early (2005–2011) and late (2012–2017) time periods of the study (see Figs 8 and 9).

Data smoothing. An examination of megabenthic biomass values in the Barents Sea indicated exten-
sive inter-annual variations (Table 1). Therefore, the following steps were taken to minimize the chances
of a possible sampling error and a distortion of results: 1) data collection was restricted to the area be-
tween N68–80°, E15–62° in order to exclude sectors covered only occasionally; 2) catches of > 1 ton were
excluded; 3) shrimps of the Pandalidae family were excluded from the overall calculations and analyzed
separately because all species of this family are benthopelagic, and the Campelen trawl possesses high
catchability for such shrimps [51].

A smoothing function was constructed using a second-degree polynomial equation that was considered
to minimize fluctuations in megafauna data. This was done for both Russian and Norwegian data samples,
followed by a merge into a consolidated database. The smoothing procedure was conducted in three steps:
1) smoothing Pandalid data; 2) smoothing sessile epifauna data; 3) smoothing data of two other ecological
groups (mobile epifauna and infauna).

The smoothing of Pandalid shrimp annual biomass data showed that the majority of shrimp biomass
values had insignificant variations when compared to the smoothing curve. From the adjusted Pandalid
values, correction coefficients were used to adjust the sampled biomass data of other taxa.

After this process, the megabenthic biomass was divided into three categories: “sessile epifauna”,
“mobile epifauna”, and “infauna”. Because epifauna biomass fluctuated more than biomass of Pandalid
shrimps, a second correction coefficient derived from the second-degree polynomial equation was calculated
in the same way as for Pandalid shrimp biomass.

For mobile epifauna and infauna, the real values were divided by the second correction coefficient.
Thereafter, modified biomass values of the mobile epifauna and infauna were smoothed in the same way.
Smoothed data were used for further analysis in special cases, which are discussed below.

Production was calculated by multiplying taxon biomass by production to biomass (P/B) ratio.
Two types of P/B ratio were used. The first was calculated for the major taxonomic groups from Degen
et al. [11], and the second was calculated from the Manushin formula [37] (Table 2), except for taxa Porifera,
Cnidaria, and Bryozoa, that were taken from Degen et al. [11]. Community production was calculated
from the summarized production value of each taxon/species per station.

Table 2. Equations describing the dependence of the P/B ratio on mean body weight (𝑊 , g of wet weight)
for different taxa
Таблица 2. Уравнения, описывающие зависимость коэффициента P/B от средней массы тела (𝑊 , г
сырой массы) для разных таксонов

Taxon Equation
Annelida P / B = 0.365 × 𝑊 −0.377

Arthropoda P / B = 2.190 × 𝑊 −0.276

Chordata P / B = 0.073 × 𝑊 −0.579

Echinodermata P / B = 0.730 × 𝑊 −0.342

Total P / B = 0.694 × 𝑊 −0.390

Biogeographical analysis. The biogeographical status of the Barents Sea can be assessed by determin-
ing the boundary lines between the Arctic and boreal communities at different points in time. The fluctuation
of these boundary lines over time reflects the effects that water temperature changes have on benthic fauna.
Here the Biogeographical Indices (hereinafter BGI) [38] are used to show the ratio between the boreal
and Arctic components of the fauna:
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𝐵𝐺𝐼 = 𝐵𝑏 − 𝐵𝑎
𝐵𝑏 + 𝐵𝑎 , (1)

where Bb and Ba are biomasses of the boreal and Arctic species, respectively.
Each species from the stations was placed into one of three biogeographical categories: “boreal”, “Arc-

tic”, or “boreal-Arctic” [50]. Afterwards, all species classified as “boreal-Arctic” were excluded from further
analyses, leaving only pure “boreal” and “Arctic” species to be used in the calculation of the boreal-Arctic
ratio per station [46]. The station value of the BGI varied from −1 (only Arctic species) to +1 (only boreal
species). In the case of absence or equal amounts of boreal and Arctic species, the BGI for a station is zero.
The stations with such BGI values represent the hypothetical boundary line between the Atlantic boreal
and Arctic biogeographical regions.

To illustrate the BGI distribution, the Barents Sea and adjacent waters were divided into grid cells
(10° long., 1° lat.), and the mean values of all stations per grid cell over a 3-year period were calculated
and used as input for the map.

To show the distributional dynamics of borderlines between areas dominated by either boreal or Arctic
species (i. e., BGI = 0) 2005 to 2017, the centroid of each grid cell was used to plot the BGI in Map Viewer
(Golden Software) [20]. The inverse distance to a power method was performed for gridding, and the moving
average method was used for calculating the time series. Henceforth, the name “boreal-Arctic boundary”
is used for the hypothetical boundary lines (BGI = 0) between the Atlantic boreal and Arctic biogeographical
regions.

Dynamics of boundary shifts in the region of N69–76°, E20–55° 2005 to 2017 was described using
the BGI per cell over a 3-year period and calculated using the moving average method. The area delimited
by N69–76°, E20–55° was chosen for the analysis because it provided the most informative annual station
coverage during the research period, with the exceptions being 2005 and 2014 due to the lack of data
from the Norwegian participants of the study.

RESULTS
Biomass dynamics. The mean biomass 2006 to 2017 was estimated to be 31 kg·nm⁻¹. The mean

biomass varied year to year, with the highest mean observed in 2012 (54 kg·nm⁻¹) and the lowest one regis-
tered in 2010 (22 kg·nm⁻¹) (Fig. 3A). The smoothed annual biomass reduced the maximum values of 2012
and 2017 considerably, resulting in a relatively stable curve, although variability increased after 2013, with
the lowest biomass means observed in 2016 and 2017 (Fig. 3B). The average smoothed biomass 2006
to 2017 was estimated at 27 kg·nm⁻¹, with annual means varying −6 kg·nm⁻¹ in 2016 to +7 kg·nm⁻¹ in 2014.

Fig. 3. Inter-annual variations in mean (± SE) biomass (kg·nm−1) in the Barents Sea for observed (A)
and smoothed (B) data (2006–2017)
Рис. 3. Межгодовые изменения средней (± SE) биомассы (кг на морскую милю) в Баренцевом море
для наблюдаемых (A) и сглаженных (B) данных (2006–2017)

Marine Biological Journal 2020 vol. 5 no. 2



Barents Sea megabenthos: Spatial and temporal distribution and production 25

Biomass of different taxa. The surveys in the Barents Sea have revealed patterns in the distribution
of the megabenthic fauna. For the region as a whole, Porifera biomass dominated the fauna, followed by that
of Arthropoda and Echinodermata (Fig. 4).

Fig. 4. Biomass distribution of the main
megabenthic groups from 2005–2017 trawl sur-
veys in the Barents Sea
Рис. 4. Соотношение биомассы основных
групп мегабентоса в Баренцевом море по ре-
зультатам траловых съёмок 2005–2017 гг.

Patterns were also noted in the spatial distribution in phyla biomass within the survey area (Fig. 5).
Porifera was predominant in the western and northern peripheral areas; Arthropoda was predominant
in the central and northwestern areas, while Echinodermata dominated mostly at the northern stations
of the Barents Sea. Cnidaria dominated in the deep stations in the northern periphery but also had a notice-
able presence in several locations in the central Barents Sea. Chordata (mainly Ascidiacea) biomass was
dominant sporadically but with no apparent pattern. Areas with even phyla distribution were particularly
prevalent in the shallow areas of the Novaya Zemlya Bank (eastern Barents Sea), Spitsbergen (northwestern
Barents Sea) and other bank areas, due to the diversity of biotopes and environmental conditions there.

Fig. 5. Biomass distribution of the main phyla (Arthropoda, Echinodermata, Mollusca, and Porifera) and other
groups (Annelida, Bryozoa, Sipuncula, Cnidaria, Chordata, and Brachiopoda) shown as mean values per grid
cell (N1°, E5°) in 2005–2011 and 2012–2017
Рис. 5. Соотношение биомассы основных типов (Arthropoda, Echinodermata, Mollusca и Porifera)
и других групп (Annelida, Bryozoa, Sipuncula, Cnidaria, Chordata и Brachiopoda) в генерализованном
квадрате (N1°, E5°), данное в виде средних значений в 2005–2011 и 2012–2017 гг.
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Several changes were observed in phyla dominance from the early period (2005–2011) to the late one
(2012–2017). The northernmost stations, adjacent to the Arctic Ocean, shifted from being dominated by ei-
ther Arthropoda or Echinodermata to becoming almost entirely dominated by Porifera. Along the west coast
of Novaya Zemlya, the previously high diversity of phyla changed to domination by Arthropoda. Mean-
while, the central-eastern Barents Sea (N72–77°, E40–50°) has shifted from mostly Arthropoda to being
dominated by Echinodermata.

Inter-annual variation in biomass (smoothed values) of five most dominant taxa revealed that Porifera
remained relatively stable, except in 2017 when the biomass increased. The biomass of Cnidaria and Echin-
odermata experienced rapid decreases from 2015, while Arthropoda and Mollusca were more variable,
ending with low values in 2017 (Fig. 6). Arthropoda and Echinodermata biomass were inversely related
(linear regression is as follows: Echinoderm biomass = −1.4 × Arthropod biomass + 19.1; R² = 0.64).

Fig. 6. Inter-annual variations
in the mean biomass (± SE) of the most
dominant megabenthic groups in the Bar-
ents Sea: A) Porifera; B) Cnidaria;
C) Echinodermata; D) Arthropoda;
and E) Mollusca (2006–2017)
Рис. 6. Межгодовое варьирование
средней биомассы (± SE) доминантных
групп мегабентоса в Баренцевом море:
A) Porifera; B) Cnidaria; C) Echino-
dermata; D) Arthropoda; E) Mollusca
(2006–2017)
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The number of species. Species of the Barents Sea, presented as the mean number of species recorded
during 2005–2017 (Fig. 7), had the highest values around Spitsbergen, while the lowest value was found
in the northeastern region, which had the poorest coverage during the research period. However, low species
diversity was also recorded in the southern areas of the Barents Sea that had experienced regular coverage
as in the western and central areas of the sea.

Fig. 7. Mean number of megabenthic
species in the Barents Sea per grid cell
(N0.5°, E2°) across the research period
(2005–2017)
Рис. 7. Среднее количество видов
мегабентоса в Баренцевом море в гене-
рализованном квадрате (N0.5°, E2°)
за период исследования (2005–2017)

Abundance and biomass distribution during two time periods (2005–2011 and 2012–2017).
The mean abundance was generally similar for both periods (the early one – (5489 ± 226) ind.·nm⁻¹; the late
one – (5023 ± 363) ind.·nm⁻¹). However, the maximum catch nearly doubled between the early and late
periods: 388,000 to 793,000 ind.·nm⁻¹. F-test shows that the differences between periods are statistically
significant (Ffact (0.38) < Fcrit (0.93); p-value = 0.0).

For both the early and late periods (Fig. 8), high mean abundances (up to 50,000 ind.·nm⁻¹)
were recorded in the central region of the Barents Sea. However, in the late period, high abundances were
also frequently noted in the northeastern region. The lowest abundances were observed in the southern area,
particularly around Cape Kanin Nos that had regular coverage, but also in the northwest in the early period
with poor coverage.

Fig. 8. Mean abundance (ind.·nm−1) per grid cell (N0.5°, E2°) for the early (2005–2011) and late (2012–2017)
research periods
Рис. 8. Средняя численность (экз. на морскую милю) в генерализованном квадрате (N0.5°, E2°)
для раннего (2005–2011) и позднего (2012–2017) периодов исследования
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The smoothed mean biomass decreased both in the early and late periods: (70.6 ± 6.6) kg·nm⁻¹ in the ear-
lier period to (63.0 ± 6.2) kg·nm⁻¹ in the later one (Fig 9). F-test showed that these differences were statis-
tically significant (Ffact (1.12) > Fcrit (0.07); p-value = 0.0025). Meanwhile, the maximum catch increased
8.5 t·nm⁻¹ in the early period to 9.8 t·nm⁻¹ in the late one.

In the early period, the largest catches (> 1 ton) were obtained in the southwestern part of the Barents
Sea (Fig. 9) due to the abundant sponge fields in this area; these were intentionally avoided in the late period
due to the risk of damage to the bottom fauna and the gear. While relatively large catches have been made
within a large area of the central Barents Sea in the early period, similar catches were mostly observed
in the northeastern part of the Barents Sea during the late period. Late period data showed that large areas
of the southeastern Barents Sea had the lowest biomass amounts (< 1 kg·nm⁻¹).

Fig. 9. Mean biomass (kg·nm−1, smoothed values) per grid cell (N0.5°, E2°) across 2005–2011
and 2012–2017
Рис. 9. Средняя биомасса (кг на морскую милю, сглаженные значения) в генерализованном квадрате
(N0.5°, E2°) в 2005–2011 и 2012–2017 гг.

The depth-related species richness, abundance, and biomass are shown in Fig. 10A, and a sampling
frequency – in Fig. 10E. The highest sampling frequency and, therefore, more robust results were observed
at 100–400-m depth. Stations shallower than 50 m or deeper than 600 m were less frequently sampled.
In terms of species richness, the greatest diversity was seen at depths of 100–400 m (642 species), with
lower richness on stations at ≤ 50 m (179 species) and a steady decline in richness at 500 m and deeper
(≤ 347 species). The largest biomasses (average catch > 100 kg·nm⁻¹) were caught at 700-m depth, while
the lowest biomasses (< 20 kg·nm⁻¹) – at ≥ 900 m. The highest abundances were noted at 200–300-m depth
(more than 5000 ind.·nm⁻¹), while the lowest (less than 500 ind.·nm⁻¹) took place at ≤ 50 m and ≥ 700 m.

Production.When comparing the results for calculating production (see Fig. 11), the inter-annual vari-
ation showed similar trends between two methods, but at different scales, with the Manushin values being
almost twice as large as those obtained with using the Degen et al. method (Fig. 11). Inter-annual vari-
ations of average megabenthic production in the Barents Sea in 2006–2017 reached the highest in 2008
and 2014 and the lowest in 2017. Most years showed a range 3–4 kg·nm⁻¹·year⁻¹ (Fig. 11A) with a mean
of (3.6 ± 0.6) kg·nm⁻¹·year⁻¹ or 7–10 kg·nm⁻¹·year⁻¹ with a mean of (8.1 ± 0.1) kg·nm⁻¹·year⁻¹ (Fig. 11B).

The distribution of the Arctic versus boreal taxa of the Barents Sea. The distribution of the BGI val-
ues (see “Material and Methods”) in the Barents Sea during 2005–2017 showed Arctic species dominating
in the northern and eastern sectors of the Barents Sea, while the southern and western areas were dominated
by the boreal species. These two regions are separated by a boreal-Arctic boundary line that has varied over
time (Fig. 12).

Marine Biological Journal 2020 vol. 5 no. 2



Barents Sea megabenthos: Spatial and temporal distribution and production 29

Fig. 10. Species richness (A); mean species
number per trawling (± SE) (B); mean biomass
(± SE) (C); mean abundance (± SE) (D);
and number of stations per depth category (E)
for 2005–2017
Рис. 10. Видовое богатство (A); среднее
количество видов на 1 траление (± SE) (B);
средняя биомасса (± SE) (C); средняя
численность (± SE) (D); количество станций
на глубину (E) за 2005–2017 гг.

Fig. 11. Inter-annual variation of mean megabenthic production (± SE) in the Barents Sea in 2006–2017
calculated with two different P/B ratios: A) Degen et al. [11] and B) Manushin [37]
Рис. 11. Варьирование продукции мегабентоса (± SE) в Баренцевом море в 2006–2017 гг.,
рассчитанной с использованием двух разных коэффициентов P/B: A) по Degen с соавторами [11];
B) по Манушину [37]
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The location of the boreal-Arctic boundary line closely follows three main currents of Atlantic wa-
ter in the Barents Sea: along the western slope of the Barents Sea shelf, to the Central Bank, and along
the western shelf of the Novaya Zemlya archipelago (see also Fig. 1A).

Fig. 12. Temporal distribution of the Arctic (blue) and boreal (red) areas of the Barents Sea (2005–2017).
The black line shows the position of the boreal-Arctic boundary
Рис. 12. Временнόе распределение арктических (синие) и бореальных (красные) областей в Баренцевом
море в 2005–2017. Чёрная линия показывает положение бореально-арктической границы

The position of the boreal-Arctic boundary (BGI = 0) varied between years and locations (Fig. 13).
In the southeastern part of the sea, the positions of the boundary have changed spatially by approximately
150–200 nm during 2005–2017, around 150 nm on the Spitsbergen Bank, and less than 50 nm in the central
part of the sea.

The inter-annual fluctuation in the boreal-Arctic boundary position is most distinctive in the southeastern
part of the Barents Sea. The results show that the boundary moved towards the southwest (upper five pictures
in Fig. 12) during 2006–2010, indicating a prevalent distribution of Arctic species over boreal, while over
the course of the next six years (2011–2016) it moved back in a northwards direction.

An area-based mean BGI for the central-southern part of the Barents Sea (Fig. 14) demonstrated a preva-
lence of Arctic species during 2007–2014, with a minimum value in 2010, followed by a prevalence of bo-
real species during 2014–2017. The years 2005 and 2014 are excluded from the calculation due to the lack
of Norwegian data. The lowest and highest presence for boreal species in the constrained area is observed
in 2010 and 2015–2016, respectively. Values below zero indicate the dominance of Arctic biomass, while
values above zero indicate boreal dominance in the defined area (see embedded map in Fig. 14).
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Fig. 13. Annual position of the boreal-Arctic
boundary (BGI = 0) calculated 2005 to 2017
Рис. 13. Положение бореально-арктичес-
кой границы (биогеографический индекс
BGI = 0) в 2005–2017 гг.

Fig. 14. Temporal variation of the mean BGI
calculated for the central-southern Barents Sea
constrained by N69–76°, E20–55° (map em-
bedded) (2006–2017)
Рис. 14. Варьирование среднего значения
биогеографического индекса BGI, рассчи-
танного для акватории Баренцева моря,
ограниченной N69–76°, E20–55° (карта
встроена) (2006–2017)

DISCUSSION
Throughout 13 years (2005–2017) of annual monitoring of the benthic megafauna, 21 % of 3245 species

previously known [36] from Barents Sea, have been recorded. More than 5000 stations, 200 tons, and 14 mil-
lion individuals of megafauna have been sampled. This achievement has become possible with using exist-
ing annual stock surveys, already being conducted by national governmental institutions, with the addition
of benthic expertise, thereby making it possible to identify and evaluate the benthic by-catch from the com-
mercial fish/shrimp trawl. It has proven to be a time- and cost-efficient approach for conducting long-term
monitoring of the benthic habitats without additional seabed impact.

As the surveys were carried out using a trawl, animals in the catch were characterized by size
as megabenthos [1]. Previous studies of zoobenthos mainly used material collected by grabs [15], but trawls
and dredges of various design are better suited for sampling large invertebrates [17]. This was confirmed
when studying the echinoderm fauna in the Kara Sea [2]. Taking into account the fact that the distribution,

Marine Biological Journal 2020 vol. 5 no. 2



32 D. V. Zakharov, L. L. Jørgensen, I. E. Manushin, and N. A. Strelkova

contribution to production, and gross biomass of 694 species (1058 taxa) studied here have been previ-
ously undervalued, it is therefore assumed that zoobenthos in previous studies had not been fully taken
into account.

In 2005–2014 (the first nine years of investigation), the mean biomass and production values
of the benthic megafauna were mostly stable, but they tended to decline after 2014.

The spatial distribution of the biomass showed that the highest values of megabenthos were recorded
on the continental slope in the areas of hydrological fronts where water masses meet [39 ; 40 ; 42]. Similar
results have previously been obtained for macrobenthos in the Barents Sea [2 ; 9 ; 14 ; 15 ; 34 ; 41], indicating
that the same environmental factors are structuring these two faunal components. Prior to the ecosystem sur-
vey of the Barents Sea, however, there was no data on the distribution of megabenthic organisms in the Bar-
ents Sea, thus making it difficult to compare megabenthic and macrobenthic parts of the communities.

The depth range of 100–300 m accounted for 65 % of sea area [34] and included 79.5 % of the total
number of stations used in the ecosystem survey, meaning that the investigated area was approximately
evenly covered by bottom trawling. The highest species variety was observed in the 100–400-m depth
layer, and a reduction in the number of species coincided with an increase in depth. This is also in accor-
dance with prior investigations of macrobenthos [24], and has previously been explained by the depletion
of food resources [34]. However, the mean numbers of species per trawling (Fig. 10B) show that species
diversity in general is remarkably high in both shallow coastal areas and deep sea of the investigated parts
of the Barents Sea.

The largest average catches of megabenthic fauna were taken at a depth range of 600–800 m, along
the continental slope of the western and northern parts of the Barents Sea. Communities of high benthic
biomass (predominantly sponges) have previously been reported [9 ; 34] in the area of the warm Atlantic
Current of the West-Spitsbergen branch [39 ; 40 ; 42] and in Saint Anna Trough near Franz Josef Land [22]
where they filtrate water current for food particles.

The average biomass of Arthropoda was at its highest in 2006–2007, coinciding with the introduction
of red king crab (Paralithodes camtschaticus) to the southern part of the Barents Sea, and in 2013–2016,
when the population of snow crab (Chionoecetes opilio) rose dramatically in the eastern part of the Bar-
ents Sea. The decrease in crustacean catches in recent years is most likely related to the spreading of snow
crab over a larger area and the beginning of fishing in the areas of its maximum concentrations in the eastern
part of the Barents sea in 2016 [48], where up to 8,000 tons of crab are caught annually.

It can be suggested that the decline observed in the biomass of Cnidaria and Echinodermata after
2014, was caused by predation and competition from the snow crab. Echinoderms and cnidarians are fre-
quently found in crab stomachs [54], which may indicate feeding on these animals by large populations
of snow crab.

Apart from a few exceptions, the Mollusca biomass tended to increase until 2016. Taking into account
only the area populated by snow crab, the average biomass of Mollusca has increased, while across the Bar-
ents Sea as a whole, biomass was stable, which suggests that snow crabs may have only a small influence
on the Mollusca biomass.

Molluscs are one of the main macrobenthic groups in snow crab diet [54]. However, large molluscs with
strong shells, that could be caught by trawls, were not present in its diet, which suggests that the biomass
of large molluscs is driven by other factors.

Both methods used to calculate the inter-annual variation of the megabenthic production in the Bar-
ents Sea showed similar trends; however, the use of Manushin formula doubled the resulting values of pro-
duction. Using the mean biomass (27 kg·nm⁻¹), the annual P/B ratio was calculated to be 0.14 [11]
and 0.3 [37]. There is a difference between the P/B ratio calculated by the Degen et al. method in this paper
(0.14) and the value in the original article (0.15) [11]. This difference is explained by the selection of area
of the Barents Sea (see “Material and Methods”), exclusion of catches > 1 ton, and the longer research
period. It is assumed that the values obtained from the calculation with using the Manushin method [37]
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are more realistic because his formula is based on taxonomic status and an individual average body weight
of ectothermic animals. It could be suggested that Degen et al. [11] calculations had not taken into ac-
count small-sized groups of animals, due to the low catchability of small animals by the Campelen trawl.
In Manushin formula [37], this underestimation is minimized because both available materials and author’s
own data are used to create production equation for a wide size range of animals. Similar results were
obtained in a study of scallop (Chlamys islandica) near the Kola Peninsula, being a similar megabenthos
size group, where P/B ratio was estimated to be 0.25 [13]. Comparing P/B ratio of macrobenthos (0.2–5.3;
mean (1.44 ± 0.06) [54]) and megabenthos (0.3), the level of megabenthic production seems to be realistic.

The boreal-Arctic boundary line in the Barents Sea (also called the biogeographical border between
the Arctic and boreal regions) has been known since the mid-XIX century, but without general consensus
of its position due to different criteria for setting the biogeographical boundaries [27].

The results from this research show that, in the current warm period, the majority of the Barents Sea
is in an intermediate state between the Arctic and boreal regions due to the wide distribution of boreal
species toward the north. Dynamics of BGI mean value within the central-southern part of the Barents Sea
(see Fig. 14) suggests that since 2013, a larger part of the Barents Sea could be characterized as a predomi-
nantly boreal intermediate area. Moreover, it is suggested that the shift in the boundary line between the Arc-
tic and boreal areas toward its most southern position in 2009–2011 may have been caused by the coldest
year prior to the research period (2003, i. e., six to eight years beforehand), resulting in the largest negative
anomaly for the megabenthos biomass.
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МЕГАБЕНТОС БАРЕНЦЕВА МОРЯ:
ПРОСТРАНСТВЕННО-ВРЕМЕННОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ

И ПРОДУКЦИОННАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА

Д. В. Захаров1,2, Л. Л. Йоргенсен3, И. Е. Манушин1, Н. А. Стрелкова1
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Представлены результаты программы мониторинга мегабентоса Баренцева моря и сопредельных
акваторий, выполняемой Россией и Норвегией с 2005 г. Мегабентос является одним из важней-
ших компонентов донной составляющей экосистемы Баренцева моря, формируя значительную
долю живого вещества, включённого в пищевые цепи и систему экологических взаимоотноше-
ний. В частности, организмы мегабентоса играют существенную, а зачастую и определяющую роль
в питании донных рыб и ракообразных Баренцева моря, в том числе важнейших промысловых
видов: трески, пикши, камчатского краба, краба-стригуна опилио и др. Нередко представители
данной группы формируют специфические биотопы, определяющие условия существования мно-
жества других видов животных. Постепенное накопление знаний о мегабентосе позволит оценить
его роль в экосистеме и в конечном итоге поспособствует рациональному управлению ресурсами
Баренцева моря. Основная цель нашего исследования — описать пространственное распределе-
ние и выявить динамику биомассы и продукции мегабентоса в Баренцевом море. С 2005 г. в рам-
ках оценки запасов промысловых видов рыб и беспозвоночных проводится обработка прилова
мегабентоса из донных тралений. За 2005–2017 гг. выполнено 5016 траловых станций, обработа-
но 238,4 т валовой биомассы мегабентоса, просмотрено около 14,9 млн экз. животных. Матери-
ал собирали с помощью донного трала Campelen 1800 — низкоселективного активного сетного
орудия лова, выполненного из капроновой дели с шагом ячеи 125 мм, с мелкоячеистой сетной ку-
товой вставкой с размером ячеи 22 мм и резиновым грунтропом типа «рокхоппер» с диаметром
катков 40 см. Для удобства сравнительного анализа количественные параметры, представленные
в статье, рассчитывали на стандартную дистанцию траления в 1 морскую милю (nm). Обработку
материала проводили на борту судна непосредственно между постановками тралов. В ходе иссле-
дования зарегистрировано 694 вида мегабентоса; высокое видовое разнообразие зафиксировано
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на глубинах 100–400 м, наибольшие средние значения биомассы и численности отмечены на глу-
бинах 600–800 м. Биомасса (B) и продукция (P) мегабентоса были стабильны на протяжении пер-
вых девяти лет исследований, но после 2014 г. появилась тенденция к их снижению. Значение
коэффициента P/B для мегабентоса оценивается на уровне 0,3. Предполагается, что предыдущие
исследования бентоса в Баренцевом море недооценивали вклад как минимум 694 видов из группы
мегабентоса в видовое богатство, валовую биомассу, численность и продукцию. Динамика биогео-
графического индекса (граница между бореальной и арктической зонами) в южной части Барен-
цева моря позволяет предположить, что с 2013 г. бόльшую часть моря можно охарактеризовать
как бореальную промежуточную область.
Ключевые слова: Арктика, Баренцево море, мегабентос, климат, Атлантическое течение,
продукция, видовое богатство
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Состояние черноморских популяцийMytilus galloprovincialis в естественной среде обитания напря-
мую зависит от развития мидии на всех стадиях, в том числе на начальных стадиях личиночных
форм, наиболее чувствительных к загрязнению окружающей среды. Поллютанты органического
происхождения оказывают негативное влияние на личинки моллюска, проявляющееся в торможе-
нии их роста и развития. Закономерности размножения мидии хорошо изучены, что даёт возмож-
ность получать в контролируемых лабораторных условиях личинки из искусственно оплодотво-
рённых яйцеклеток этого вида моллюсков. В работе впервые исследован жирнокислотный состав
общих липидов, выделенных из биомассы тканей личинокM. galloprovincialis на стадии трохофоры
в контроле и после их трёхдневной экспозиции в среде с добавлением различных концентраций по-
лихлорбифенилов. Жирнокислотный состав суммарных липидов в биомассе личинок, полученных
на третьи сутки эксперимента, исследовали методом хромато-масс-спектрометрии. Всего иденти-
фицировано 14 жирных кислот: 59 % из них относились к насыщенным, 24 % — к моноеновым,
17 % — к полиеновым. Для статистического анализа использовали программу MATLAB (версия
8.2). В условиях проведённого эксперимента в липидах трохофор M. galloprovincialis достоверно
отличались значения суммы мононенасыщенных и полиненасыщенных жирных кислот. Сумма на-
сыщенных жирных кислот статистически значимо не изменялась. Основными насыщенными жир-
ными кислотами во всех исследуемых трохофорах мидий являлись пальмитиновая (C16:0) и стеа-
риновая (C18:0). Их концентрации значительно не изменялись под действием полихлорбифенилов.
Наиболее значимые мононенасыщенные жирные кислоты — олеиновая (C18:1ω9), пальмитолеи-
новая (C16:1ω7) и вакценовая (C18:1ω7). Содержание мононенасыщенных жирных кислот пони-
жалось вдвое при действии полихлорбифенилов с концентрациями 0,1 и 1 мкг·л−1; при концентра-
ции полихлорбифенилов 10 мкг·л−1 суммарное содержание этих кислот было равно таковому в кон-
троле. Среди полиненасыщенных жирных кислот, обладающих положительной биологической ак-
тивностью, были идентифицированы арахидоновая (C20:4ω6), эйкозапентаеновая (C20:5ω3) и до-
козагексаеновая (C22:6ω3). Суммарное содержание Омега-3 и Омега-6 кислот в личинках мидий
в контрольном опыте не превышало 12,8 %. С увеличением концентрации полихлорбифенилов
в среде выращивания трохофор с 0,1 до 1 мкг·л−1 концентрация полиненасыщенных жирных кис-
лот повышалась в 2,5 раза. При концентрации полихлорбифенилов 10 мкг·л−1 и в пробе с ацетоном
суммарное содержание полиненасыщенных жирных кислот было сопоставимо с таковым в кон-
трольном опыте. Результаты исследования свидетельствуют о том, что жирнокислотный отклик
трохофор мидий M. galloprovincialis максимален при воздействии концентраций полихлорбифе-
нилов от 0,1 до 1 мкг·л−1. При концентрации загрязнителей 10 мкг·л−1 и выше биохимические
процессы в личинках, по-видимому, замедляются. Результаты данного исследования могут спо-
собствовать лучшему пониманию перестроек, позволяющих моллюскам на личиночных стадиях
развития адаптироваться к условиям загрязнения среды обитания органическими поллютантами.
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Изучению влияния загрязнённости мидийMytilus galloprovincialis, обитающих в природных усло-
виях севастопольской морской акватории и культивируемых в прибрежных марихозяйствах, посвя-
щён ряд работ, в которых в основном рассмотрены взрослые особи [11 ; 12 ; 19 ; 24 ; 31] и их половые
продукты [7].

Известно, что мидии устойчивы к различным видам загрязнения. Эти моллюски являются филь-
траторами и активно накапливают поллютанты в организме. Одни из наиболее токсичных загрязни-
телей окружающей среды — хлорорганические соединения (далее — ХОС). Широкая их распро-
странённость в воде Чёрного моря определяла загрязнение естественных популяций моллюсков
во многих районах севастопольской морской акватории, поскольку мидии аккумулируют гидро-
фобные ХОС даже при относительно низкой их концентрации в морской воде. В мидиях из бухт
Мартынова, Карантинная и Голубая суммарное содержание полихлорбифенилов (∑ПХБ6) изменя-
лось от 3,8 нг·г−1 в жабрах (здесь и далее — на сырую массу) до 459 нг·г−1 в гепатопанкреасе [6].
В бух. Ласпи, где антропогенное влияние выражено не так сильно, концентрация ХОС была ни-
же и составляла от 0,21 нг·г−1 в жабрах до 10,3 нг·г−1 в гонадах [6]. Накопление ХОС в органах
мидий положительно коррелировало с содержанием в них общих липидов [6]. Эмбрионы и личин-
ки являются наиболее чувствительными стадиями онтогенеза мидий, и влияние загрязняющих ве-
ществ может привести к торможению и остановке их роста [8]. В экспериментальных условиях
уже установлены хромосомные аберрации в клетках при воздействии растворов таких токсикан-
тов, как поверхностно-активные вещества, на оплодотворённые яйцеклетки [9]. В последние го-
ды нами in vivo показана положительная корреляционная связь содержания ХОС в воде со смерт-
ностью пелагической икры и отрицательная — с численностью личинок рыб на ранних этапах
постэмбрионального развития [23].

Цель настоящей работы — определить состав жирных кислот трохофор культивируемой в Чёр-
ном море мидии M. galloprovincialis, выращенной в условиях экспериментальной загрязнённости
полихлорированными бифенилами.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектом исследований был выбран двустворчатый моллюск Mytilus galloprovincialis La-

marck, 1819, собранный в весенний период 2019 г. с коллекторов мидийно-устричной фермы в ак-
ватории бух. Карантинная (г. Севастополь, Крымский полуостров). Для подготовки исследования
отбирали 150 экземпляров мидий с длиной раковины 7–10 см. В этот сезон моллюски находились
преимущественно на нерестовой стадии развития.

Личинки получали в лабораторных условиях; помещение не содержало токсичных паров и газов.
Температура воздуха в лаборатории составляла (20 ± 2) °C. Освещение в помещении было комби-
нированным [5]. Для очистки пищеварительного тракта 150 экз. мидий выдерживали 4 ч в профиль-
трованной морской воде, отобранной батометром в акватории бух. Карантинная. В районе фермы
в период сбора мидий суммарная концентрация ПХБ в воде не превышала 3 нг·л−1, что соответство-
вало среднему значению для открытых районов Чёрного моря [6 ; 10].

Каждого моллюска помещали макушкой вниз в стеклянный стакан объёмом 0,5 л. Посуда
для эксперимента была химически чистой. В каждый стакан заливали очищенную с применением
мембранного фильтра (размер пор — 3–5 мкм) и нагретую до +25 °C морскую воду таким образом,
чтобы покрыть верхний край створок мидий, стимулируя тем самым нерест [3]. Морская вода, в ко-
торой проходили нерест и выращивание личинок, имела следующие физико-химические показате-
ли: температура — +23…+25 °C; величина pH — 8,1–8,3; концентрация Ca2+ — 210–290 мг·л−1;
концентрация Mg2+ — 460–640 мг·л−1; солёность — 18 ‰; насыщенность поверхностного слоя
растворённым кислородом в воде — 100–110 %.
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Во время нереста моллюсков, наступившего через 4 ч после его стимуляции, яйцеклетки оса-
ждались на дно в виде ярко-оранжевого осадка, а сперма вымётывалась в воду в виде белого облака.
После выделения половых продуктов моллюсков удаляли из стаканов. Полученные растворы с яйце-
клетками объединяли и переносили в трёхлитровую ёмкость. В другую трёхлитровую ёмкость соби-
рали растворы со спермой. Далее к раствору с яйцеклетками добавляли 10 мл раствора со спермой
мидий. Поскольку процесс оплодотворения происходит быстро [16], через 3 мин. после соединения
растворов в 5 отдельных реакторов объёмом 1 дм³ помещали по 0,5 дм³ воды с оплодотворённы-
ми яйцеклетками. В три реактора добавили раствор смеси ПХБ в ацетоне (Ароклор 1254, Supelco,
США). Воздействующая на личинок концентрация ПХБ в воде реакторов — 0,1; 1; 10 мкг·л−1. В чет-
вёртый реактор добавили растворитель ацетон в той же концентрации, что и в рабочих реакторах.
Пятый реактор был контрольным. Эксперимент провели в трёх повторностях.

Температура в реакторах для выращивания личинок составляла (20 ± 2) °C. Освещение в ре-
акторах было как искусственным (лампы дневного света), так и естественным. Комбинированная
освещённость, измеренная люксметром Ю-116, не превышала 750 лк. Личинок мидии выращива-
ли трое суток, пока они находились на эндогенном питании. На этой стадии только начинаются
формирование пищеварительной системы и увеличение объёма полости тела [16].

Экстракция липидов и получение метиловых эфиров жирных кислот. Состав жирных кислот ис-
следовали в суммарных липидах, выделенных из биомассы личинок, полученной на третьи сутки
эксперимента (in vitro). Для этого личинок отделяли от воды фильтрацией (размер пор фильтра —
84 мкм), а затем смывали с поверхности фильтра смесью этанол : хлороформ (1:1) несколькими пор-
циями по 5 мл. Полученный раствор объёмом 20 мл центрифугировали 10 мин. при 1500 об.·мин.−1

с двукратным объёмом дистиллированной воды. Капилляром отбирали нижний хлороформный
слой. Хлороформную фракцию трижды промывали водой и упаривали на роторном испарителе. По-
сле упаривания хлороформа для омыления липидных остатков в колбу добавляли 5 мл раствора
щёлочи в метаноле (10 мл 3 н. раствора NaOH и 90 мл 90%-ного метанола). Полученный раствор
кипятили с обратным холодильником до полного омыления в течение 2 ч. После остывания к раство-
ру добавляли несколько капель 1%-ного спиртового раствора фенолфталеина и трижды проводили
экстракцию гексаном (по 5 мл). Водно-спиртовую фазу подкисляли соляной кислотой, добавляя
300 мкл 6 н. HCl. Затем проводили повторную экстракцию гексаном (по 5 мл 3–4 раза). Гексановую
фракцию упаривали досуха на роторном испарителе при температуре +30…+35 °C; для метилиро-
вания к остатку добавляли 5 мл 3%-ного раствора хлористого водорода в метаноле. Смесь кипяти-
ли 2 ч с обратным холодильником и после охлаждения повторно трижды экстрагировали гексаном
(по 5 мл). Гексановую фракцию фильтровали, используя беззольный фильтр. До определения ме-
тиловых эфиров жирных кислот (далее — МЭЖК) гексановую фракцию хранили не более суток
при температуре +5 °C [4].

Идентификация метиловых эфиров жирных кислот. Идентификация МЭЖК выполнена в ЦКП
«Спектрометрия и хроматография» ФИЦ ИнБЮМ на газовом хроматографе Кристалл 5000.2
(ЗАО СКБ «Хроматэк», г. Йошкар-Ола, РФ) с квадрупольным масс-детектором и капиллярной ко-
лонкой DB-5ms (Agilent Technologies) длиной 30 м, с внутренним диаметром 0,25 мм и толщиной
плёнки фазы 0,25 мкм. Измерения проводили в режиме ионизации электронным ударом 70 эВ. Газ-
носитель — гелий; скорость потока — 1 мл·мин.−1. Ввод пробы осуществляли без деления пото-
ка. Температура инжектора составляла +280 °C. Температура колонки была следующей: начальная
температура +60 °C; задержка 1 мин.; промежуточная температура (1) +180 °C; скорость подъёма
20 °C·мин.−1; промежуточная температура (2) +290 °C; скорость подъёма 5 °C·мин.−1; конечная тем-
пература +325 °C; скорость подъёма 5 °C·мин.−1; задержка 10 мин. Объём вводимой пробы состав-
лял 1,0 мкл. Детектирование МЭЖК проводили по полному ионному току. Качественный анализ
МЭЖК выполнен сравнением времён удерживания экспериментальных хроматограмм с хромато-
граммой стандартной смеси МЭЖК (Supelco 37 component FAME mix) и полученных масс-спектров
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МЭЖК — с библиотекой NIST 14 со степенью совпадения более 92 %. Расчёт относительного со-
держания МЭЖК в образце проводили по методу процентной нормализации по площадям пиков.
Среднеквадратическое отклонение выходного сигнала хроматографа не превышало 6 % [15].

Статистическая обработка данных. Для статистического анализа использовали пакет функций
Statistical Toolbox, интегрированный в программу MATLAB (версия 8.2). Статистически значи-
мые различия между выборками устанавливали согласно критерию Фишера и уточняющему тесту
Тьюки — Крамера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что уровень накопления ПХБ мидиями зависит от ряда показателей: жирности тканей,

размера моллюсков, стадии половой зрелости. Индивидуальные отличия этих показателей опреде-
ляют широкие диапазоны варьирования содержания хлорорганических токсикантов в особях: кон-
центрация ПХБ в мягких тканях мидий, собранных в одном районе, изменялась от 14 до 162 нг·г−1

и в среднем составила 68 нг·г−1 (n = 24). Сравнение уровня загрязнённости мидий с ПДК, равной
2000 нг·г−1 для ∑ПХБ, согласно Техническому регламенту Таможенного союза [13], показывает от-
сутствие риска от употребления мидий с фермы для человека. Кроме того, согласно критериям,
установленным в странах Евросоюза, качество мидий по этим показателям определяется как очень
высокое, поскольку содержание ПХБ в мидиях не превышает 250 нг·г−1 [16].

В проведённых экспериментах по влиянию экологически значимых доз ПХБ на личинки ми-
дий определён их отклик на загрязнение, проявившийся в изменении жирнокислотного состава
(табл. 1 и 2).
Таблица 1. Содержание жирных кислот (% от суммы) в общих липидах трохофор мидии
M. galloprovincialis, выращенной в среде с различной концентрацией полихлорбифенилов
Table 1. Fatty acid fractions (% of the total) in trochophore lipids of mussel M. galloprovincialis grown
in a medium with different concentrations of polychlorinated biphenyls

Идентифицированная жирная кислота Контроль Концентрация ПХБ, мкг·л−1
Ацетон0,1 1 10

Лауриновая (додекановая) (C12:0) 1,4 ± 0,6 0,6 ± 0,3 1,3 ± 0,4 1,0 ± 0,3 1,4 ± 0,5
Миристиновая (тетрадекановая) (C14:0) 6,2 ± 0,2 5,7 ± 0,6 7,7 ± 0,7 6,4 ± 0,4 6,5 ± 0,6
Пентадекановая (пентадециловая) (C15:0) 4,4 ± 0,8 5,3 ± 1,1 8,5 ± 0,5 5,8 ± 0,2 4,7 ± 0,7
Пальмитолеиновая (цис-9-гексадеценовая) (C16:1ω7) 11,0 ± 0,6 6,8 ± 0,6 7,0 ± 0,2 9,6 ± 0,4 10,8 ± 0,8
Пальмитиновая (гексадекановая) (C16:0) 29,3 ± 4,3 33,8 ± 0,4 30,1 ± 0,3 34,7 ± 0,6 31,7 ± 2,3
цис-10-гептадеценовая (C17:1ω7) 3,9 ± 1,5 1,2 ± 0,4 1,2 ± 0,2 1,4 ± 0,4 2,4 ± 1,5
14-метилгексадекановая (антеизо-C17:0) 2,4 ± 0,5 1,8 ± 0,3 2,3 ± 0,2 2,0 ± 0,1 2,6 ± 0,8
Арахидоновая (цис,цис,цис,цис-5,8,11,14-
эйкозатетраеновая) (C20:4ω6) 1,3 ± 0,2 20,5 ± 1,5 12,8 ± 0,6 3,3 ± 0,3 1,0 ± 0,4

Линолевая (цис,цис-9,12-октадекадиеновая) (C18:2ω6) 2,2 ± 0,6 3,0 ± 0,3 4,8 ± 0,6 1,3 ± 0,4 1,6 ± 0,7
Олеиновая (цис-9-октадеценовая) (C18:1ω9) 14,4 ± 1,5 1,5 ± 0,2 1,2 ± 0,2 15,3 ± 0,4 14,6 ± 1,1
Вакценовая (цис-11-октадеценовая) (C18:1ω7) 2,4 ± 0,3 5,8 ± 0,3 5,7 ± 0,2 2,4 ± 0,3 2,5 ± 0,7
Сумма двух изомеров октадеценовых кислот 16,8 ± 1,8 7,3 ± 0,5 6,9 ± 0,4 17,7 ± 0,7 17,1 ± 1,8
Стеариновая (октадекановая) (C18:0) 14,4 ± 0,5 8,1 ± 0,4 10,3 ± 0,3 9,2 ± 0,3 13,3 ± 0,5
Эйкозапентаеновая (цис,цис,цис,цис,цис-
5,8,11,14,17-эйкозагексаеновая, ЭПК) (C20:5ω3) 4,2 ± 0,6 3,0 ± 0,2 4,0 ± 0,1 4,6 ± 0,3 4,3 ± 0,3

Докозагексаеновая (цис,цис,цис,цис,цис,цис-
4,7,10,13,16,19-докозагексаеновая, ДГК) (C22:6ω3) 2,4 ± 1,0 2,9 ± 0,2 3,1 ± 0,2 2,8 ± 0,4 2,5 ± 0,5

Сумма насыщенных жирных кислот (НЖК) 58,2 55,3 60,2 59,1 60,3
Сумма мононенасыщенных жирных кислот (МНЖК) 31,6 15,3 15,1 28,8 30,3
Сумма полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) 10,2 29,4 24,7 12,1 9,5
Сумма ненасыщенных жирных кислот 41,8 44,7 39,8 40,9 39,8
Отношение суммы насыщенных кислот к сумме
ненасыщенных жирных кислот 1,4 1,2 1,5 1,4 1,5
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Таблица 2. Значимые отличия (обозначены плюсом) состава жирных кислот липидов трохофор мидии
M. galloprovincialis при разных концентрациях загрязнителя согласно однофакторному дисперсионному
анализу (число степеней свободы df = 4) и проверке по апостериорному критерию Тьюки — Крамера
Table 2. Significant differences (denoted by pluses) in fatty acid composition of mussel M. galloprovincialis
trochophores as found from one-way ANOVA (df = 4) and Tukey – Kramer post-hoc test

Жирная кислота
Концентрация

Контроль
Концентрация загрязнителя,

F pзагрязнителя, мкг·л−1

мкг·л−1 0,1 1 10

Лауриновая

0,1 – – –

0,620 0,661 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

Миристиновая

0,1 – – –

1,81 0,201 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

Пентадекановая

0,1 – – –

5,40 1,4·10−21 + – –
10 – – –

ацетон – + – –

Пальмитолеиновая

0,1 + – –

13,32 5,1·10−41 + – –
10 – – –

ацетон – + + –

Пальмитиновая

0,1 – – –

1,11 0,411 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

цис-10-гептадеценовая

0,1 – – –

1,48 0,281 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

14-метилгексадекановая

0,1 – – –

0,58 0,681 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

Арахидоновая

0,1 + – +

124 1,8·10−81 + – +
10 – + +

ацетон – + + –

Линолевая

0,1 – – –

6,80 6,6·10−31 – – +
10 – – +

ацетон – – + –

Олеиновая

0,1 + – +

71,3 2,6·10−71 + – +
10 – + +

ацетон – + + –
Продолжение на следующей странице…
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Жирная кислота
Концентрация

Контроль
Концентрация загрязнителя,

F pзагрязнителя, мкг·л−1

мкг·л−1 0,1 1 10

Вакценовая

0,1 + – +

23,1 4,9·10−51 + – +
10 – + +

ацетон – + + –

Стеариновая

0,1 + – –

41,2 3,5·10−61 + – –
10 + – –

ацетон – + + +

Эйкозапентаеновая

0,1 – – –

3,52 5,0·10−21 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

Докозагексаеновая

0,1 – – –

0,344 0,841 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

Сумма НЖК

0,1 – – –

1,00 0,451 – – –
10 – – –

ацетон – – – –

Сумма МНЖК

0,1 + – +

37,3 5,6·10−31 + – +
10 – + +

ацетон – + + –

Сумма ПНЖК

0,1 + – +

65,5 3,9·10−71 + – +
10 – + +

ацетон – + + –
Примечание: «+» — значимые отличия (α = 0,05; n = 3); «–» — отсутствие значимых отличий (α = 0,05; n = 3);
F — критерий Фишера; p — вероятность. Жирным шрифтом выделены компоненты, имеющие статистически
значимые отличия.
Note: “+” indicates significant differences (α = 0.05; n = 3); “–” indicates lack of significant differences (α = 0.05; n = 3);
F indicates Fisher’s F-test; p indicates probability. The components with significant differences are in bold.

Установлено, что в липидах трохофор M. galloprovincialis достоверно отличаются значения сум-
мы мононенасыщенных жирных кислот (далее — МНЖК) и полиненасыщенных жирных кислот
(далее — ПНЖК). Сумма насыщенных жирных кислот (далее — НЖК) статистически не меняет-
ся. Основными НЖК являлись пальмитиновая (C16:0) (35–39 %) и стеариновая (C18:0) (8–14 %)
кислоты. Концентрация насыщенных кислот с числом углеродных атомов 14 и 15 составля-
ла 4–7 %. Сравнительно высокий уровень НЖК в трохофорах связан с высокой метаболи-
ческой активностью у моллюсков в нерестовый весенний период [30]. Например, при изуче-
нии сезонного состава жирных кислот жемчужной устрицы Pinctada fucata martensii определе-
но, что основную часть насыщенных жирных кислот составляли миристиновая (C14:0), пальми-
тиновая (C16:0) и стеариновая (C18:0). Миристиновая (C14:0) кислота у животных редко вы-
ступает в качестве основного компонента. В наших исследованиях её концентрация изменялась
в диапазоне 5,7–7,7 %.
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Наиболее распространённые МНЖК представлены пальмитолеиновой (C16:1ω7), олеиновой
(C18:1ω9) и вакценовой (C18:1ω7) кислотами. Пальмитолеиновая (C16:1ω7) и олеиновая (C18:1ω9)
кислоты образуются из пальмитиновой (C16:0) и стеариновой (C18:0) [14]. Вакценовая (C18:1ω7)
кислота является изомером олеиновой (C18:1ω9), которая синтезируется в животных клетках (эн-
доплазматический ретикулум и митохондрии) из стеариновой (C18:0) кислоты путём образования
двойной связи. Наличие в пробах трохофор цис-вакценовой (C18:1ω7) кислоты, которая в основ-
ном характерна для анаэробных бактерий [18], указывает на нестерильные условия проведения
эксперимента.

Мононенасыщенная олеиновая (цис-9-октадеценовая) (C18:1ω9) кислота, обнаруженная нами
в трохофорах мидий, имеет два возможных происхождения — экзогенное (из-за употребления ди-
атомовых водорослей мидиями) и эндогенное (через превращения пальмитиновой (C16:0) и стеа-
риновой (C18:0) кислот) [20]. Повышенное содержание незаменимой олеиновой (C18:1ω9) кисло-
ты в трохофорах моллюсков может быть связано с её дополнительным синтезом под токсическим
воздействием загрязняющих веществ с целью связывания и детоксикации ксенобиотиков [22]. Уве-
личение уровня изомеров октадеценовых (C18:1) кислот может свидетельствовать об усиленном
метаболизме в клетках личинок [14].

В липидах трохофор идентифицированы следующие полиненасыщенные жирные кислоты: ара-
хидоновая (C20:4ω6), эйкозапентаеновая (C20:5ω3) и докозагексаеновая (C22:6ω3). Суммарное со-
держание Омега-3 и Омега-6 кислот в личинках мидий контрольного опыта не превышало 12,8 %.
Концентрация незаменимой арахидоновой (C20:4ω6) кислоты в трохофорах не являлась постоян-
ной величиной и варьировала в широком диапазоне от 1 до 21 %. Для сравнения: в гастроподах кон-
центрация арахидоновой (C20:4ω6) кислоты достигала 5,73 % [25]. Как известно, живые организмы
могут синтезировать арахидоновую (C20:4ω6) кислоту из незаменимой Омега-6-ненасыщенной ли-
нолевой кислоты [1]. Биосинтез линолевой (C18:2ω6) кислоты может осуществляться только в рас-
тениях. Далее она по пищевым цепям передаётся животным. Так как в личинках мидии линолевая
(C18:2ω6) кислота обнаружена нами практически в каждой пробе, можно предположить, что она
необходима для биосинтеза арахидоновой (C20:4ω6) кислоты на дальнейших стадиях развития мол-
люсков. Арахидоновая (C20:4ω6) кислота также является основным компонентом мембранных фос-
фолипидов у животных. Кроме того, она нужна для биосинтеза простагландинов [29]. Вероятно,
более высокие уровни этой жирной кислоты в трохофорах связаны с синтезом простагландинов
в мидиях [21].

ПНЖК участвуют в адаптации организма к окружающей среде [14]. Большинство беспозво-
ночных не способны синтезировать ПНЖК и получают их с пищей, обеспечивая таким образом
свои потребности в этих эссенциальных компонентах для поддержания нормального функциони-
рования организма [28]. Например, докозагексаеновая (C22:6ω3) кислота может влиять на актив-
ность Na+/K+-АТФазы — фермента клеточных мембран, который избирательно выкачивает из клет-
ки ионы натрия и аккумулирует в ней ионы калия. Создаваемая ферментом разница концентра-
ций одновалентных катионов имеет большое значение для протекания ключевых реакций жиз-
недеятельности — генерации нервного возбуждения, водно-солевого обмена — и для регуляции
клеточного метаболизма [26]. В нашем исследовании содержание эйкозапентаеновой (C20:5ω3)
кислоты во всех образцах не превышало 4,5 %, а докозагексаеновой (C22:6ω3) — 3,1 %. Эй-
козапентаеновую (C20:5ω3) и докозагексаеновую (C22:6ω3) кислόты продуцирует фитопланк-
тон [27 ; 29 ; 30], и низкие их уровни объясняются, скорее всего, эндогенным питанием личинок
на стадии трохофоры.

Известно, что загрязнённость среды ПХБ оказывает влияние на состав жирных кислот [14].
Наши эксперименты показали, что суммарное содержание НЖК в личинках, подверженных влия-
нию ПХБ, изменялось в достаточно узком интервале — от 52,2 до 65,3 %. Накопление этих кис-
лот указывает на их участие в поддержании целостности структуры мембран [14]. Наименьшее
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содержание стеариновой (C18:0) кислоты в личинках отмечено при воздействии 0,1 мкг·л−1 ПХБ.
Под действием 1 и 10 мкг·л−1 ПХБ концентрации стеариновой (C18:0) кислоты практически не от-
личались, но становились ниже, чем в контрольном образце и в пробе с ацетоном. Этот факт гово-
рит о том, что реакция личинок на появление в среде ПХБ проявилась в снижении проницаемости
плазматических мембран, что могло уменьшить токсическое влияние ПХБ.

Содержание МНЖК снижалось примерно в 2 раза относительно контроля при концентраци-
ях ПХБ 0,1 и 1 мкг·л−1, в то время как содержание ПНЖК увеличивалось примерно в 2,5–3 раза
при концентрациях ПХБ 1 и 0,1 мкг·л−1 и в 1,3 раза — при концентрации ПХБ 10 мкг·л−1.

При невысоком содержании ПХБ — 0,1 и 1 мкг·л−1 — концентрация кислот (C18:1) уменьшалась
по сравнению с таковой в контрольном опыте более чем в два раза, а при 10 мкг·л−1 их содержание
было равно таковому в контроле. Возможно, при невысоких концентрациях ПХБ изменение содер-
жания МНЖК вызвано действием нескольких каталитических механизмов, включающих механиз-
мы перекисного окисления, в дополнение к цитохром P450 монооксигеназному пути. Ферменты
системы цитохром P450 гидроксилируют связи C-H субстратов, катализируют омега-окисление на-
сыщенных жирных кислот и перекисное окисление ненасыщенных жирных кислот [14]. До закладки
пищеварительных органов трохофоры находятся на эндогенном питании, при этом жирные кислоты
используются в основном для формирования биомембран и запасных липидов [14 ; 16 ; 17 ; 25].

Изменение долей МНЖК и ПНЖК при почти неизменной доле НЖК под действием поли-
хлорбифенилов связано с защитной функцией НЖК в организме личинок. Этот факт объясняет-
ся тем, что синтез ненасыщенных жирных кислот происходит из НЖК. ПНЖК, например, име-
ют более низкие точки плавления, чем насыщенные кислоты, и образуют более рыхлую структу-
ру липидного бислоя. Увеличение текучести биологических мембран и высокая метаболическая
активность мембранных ферментов обусловлены ассиметричным строением и температурой плав-
ления полиенов [14]. Действие поллютантов может прямо, особенно на ранней стадии онтогенеза,
или опосредовано, через изменения вещественно-энергетических потоков в экосистеме, повлиять
на резистентность и толерантность культивируемых организмов к условиям среды выращивания [2].

Увеличение концентрации арахидоновой (C20:4ω6) кислоты с 1,3 % в контроле до 20,5 %
при воздействии 0,1 мкг·л−1 ПХБ также объясняется её способностью выступать в качестве гормона,
активируя рецепторы клеток и играя при этом важную роль в иммунном ответе. При более высо-
ких концентрациях ПХБ (1 и 10 мкг·л−1) содержание арахидоновой (C20:4ω6) кислоты снижается,
что свидетельствует о её интенсивном использовании в ферментативных процессах [14].

Заключение. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что тип и состав жирных
кислот в трохофорах мидий изменялись при различной загрязнённости среды их обитания ПХБ. Со-
держание насыщенных жирных кислот, например стеариновой (C18:0), и изомеров октадеценовых
(C18:1) кислот резко снижалось при воздействии даже 0,1 мкг·л−1 ПХБ, хотя суммарное содержание
НЖК практически не изменялось при концентрациях ПХБ от 0 до 10 мкг·л−1, а содержание изоме-
ров октадеценовых (C18:1) кислот возрастало почти в 3 раза при увеличении концентрации ПХБ
до 10 мкг·л−1. Такая тенденция связана с особенностями строения как клеточных мембран личинок,
так и молекул НЖК и МНЖК. Содержание ПНЖК, например арахидоновой (C20:4ω6) кислоты,
напротив, увеличивалось при действии 0,1 мкг·л−1 ПХБ, что связано, возможно, с её способностью
выступать в качестве гормона в иммунном ответе.

Результаты работы могут быть использованы в управлении продукционными процессами в хо-
зяйствах по культивированию моллюсков. Изучение дозозависимого влияния ПХБ на соотноше-
ние НЖК, МНЖК и ПНЖК в тканях личинок мидий может способствовать лучшему пониманию
биохимических перестроек, позволяющих моллюскам адаптироваться к действию неблагоприятных
факторов среды.
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FATTY ACID COMPOSITION
IN TROCHOPHORES OF MUSSELMYTILUS GALLOPROVINCIALIS

GROWN UNDER CONTAMINATIONWITH POLYCHLORINATED BIPHENYLS

L. L. Kapranova, L. V. Malakhova, M. V. Nekhoroshev, V. V. Lobko, and V. I. Ryabushko

A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: lar_sa1980@mail.ru

Status of Mytilus galloprovincialis populations in the natural habitat is known to directly depend on de-
velopment of Black Sea mussel at all its stages, including initial stages of larval ontogenesis, which
are very sensitive to environmental pollution. Organic pollutants adversely affect mussel larvae by in-
hibiting their growth and development. Patterns of mussel reproduction are well studied, which makes
it possible to obtain larvae from artificially fertilized eggs of this mollusc species in controlled laboratory
conditions. In this work, the fatty acid composition of M. galloprovincialis larvae at the trochophore stage
on the 3ʳᵈ day in the control experiment and under artificial contamination with polychlorinated biphenyls
(PCBs) in different concentrations is studied for the first time. The fatty acid composition of total lipids
in the biomass of larvae obtained on the 3ʳᵈ day of the experiment was studied by means of gas chro-
matography – mass spectrometry. Totally, 14 fatty acids were identified in the samples; 59 % of them
were saturated fatty acids, 24 % were monounsaturated fatty acids, and 17 % were polyunsaturated fatty
acids. Statistical analysis was performed using Statistical Toolbox of MATLAB software (version 8.2).
The totals of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids significantly differed in lipids of M. gal-
loprovincialis trochophores in the experiment with different PCB concentrations. The totals of saturated
fatty acids did not significantly differ. The major saturated fatty acids in all mussel trochophores stud-
ied were palmitic (C16:0) and stearic (C18:0) acids. Their concentration did not significantly change
under the exposure to PCBs. The main monounsaturated fatty acids were oleic (C18:1ω9), palmitoleic
(C16:1ω7), and vaccenic (C18:1ω7) acids. The fraction of monounsaturated fatty acids was twice as low
when exposed to the PCB concentrations 0.1 and 1.0 μg·L⁻¹. However, when the PCB concentration was
10 μg·L⁻¹, the total of these acids did not differ from the control. Among polyunsaturated fatty acids hav-
ing biological essentiality, it was possible to identify arachidonic (C20:4ω6), eicosapentaenoic (C20:5ω3),
and docosahexaenoic (C22:6ω3) acids. The total fraction of omega-3 and omega-6 acids in mussel larvae
in the control did not exceed 12.8 %. With an increase of the PCB concentration in the growth medium
0.1 to 1.0 μg·L⁻¹, the fraction of polyunsaturated fatty acids increased 2.5-fold. At the PCB concentration
10 μg·L⁻¹ and in the sample with pure acetone added, the total fraction of polyunsaturated fatty acids was
comparable with that in the control. The results of the study indicate that fatty acid response is the highest
when the medium is exposed to the PCB concentrations ranging 0.1 to 1.0 μg·L⁻¹. At the PCB concentra-
tions equal to 10 μg·L⁻¹ or higher, biochemical processes in larvae seem to slow down. The results of this
study will contribute to a better understanding of biochemical rearrangements that allow molluscs at larval
developmental stages to adapt to environmental pollution with organic xenobiotics.
Keywords: polychlorinated biphenyls, fatty acids, larvae, trochophore, mussel Mytilus galloprovincialis,
Black Sea
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Влияние низкочастотного электромагнитного излучения (НЭМИ) на растения и животных,
включая человека, достаточно спорно. Мало известно и о воздействии НЭМИ на гидробион-
тов. Мы изучили действие прямоугольных импульсов напряжения различной амплитуды, дли-
тельности и скважности, пропущенных через морскую воду, на трихоплакса (тип Placozoa)
как на возможную тестовую лабораторную модель. В опытах использовали три штамма Placozoa,
Trichoplax adhaerens (H1), Trichoplax sp. (H2) и Hoilungia hongkongensis (H13), отобранных на ста-
ционарной стадии роста культуры. Для генерации последовательности прямоугольных импуль-
сов заданной длительности и скважности с частотой до 2 кГц применяли аппаратную платфор-
му Arduino Uno. Среднее значение напряжения до 500 мВ регулировали с помощью схемы дели-
теля напряжения. Для доказательства специфичности действия электрических импульсов на по-
тенциалзависимые кальциевые каналы трихоплакса использовали ингибитор активности кальцие-
вых каналов амлодипин. Животных стимулировали электрическим током под стереомикроскопом.
Электроды располагали в непосредственной близости от животного. Исследовали сопутствующие
изменения поведения и морфологии пластинки трихоплакса. Выделяли стимулирующие и подав-
ляющие воздействия. Наблюдения документировали с помощью фото- и видеосъёмки. Отслежи-
вали траектории движения отдельных особей. Увеличение напряжения на электродах при фик-
сированной частоте 20 Гц приводило к тому, что животные штамма H2 покидали «зону электро-
дов» в течение нескольких минут при 25 мВ, однако теряли подвижность пропорционально ро-
сту напряжения и обездвиживались при 500 мВ. Именно поэтому в дальнейших опытах приме-
няли напряжение 50 мВ. В экспериментах с двумя электродами, находящимися с одной сторо-
ны трихоплакса, у животного было больше возможностей перемещаться в разных направлениях,
чем в случае расположения электродов по обеим сторонам пластинки. Направление движения ис-
пользовали как характеристический признак. Отмечено, что трихоплаксы мигрируют в области
с низкой плотностью линий электрического поля, которые расположены вдали или за электродами.
Животные из старой культуры отличались меньшей чувствительностью к электрическому раздра-
жителю. Штамм H2 был наиболее чувствительным и демонстрировал более выраженные физио-
логические реакции на частотах 2 Гц и 2 кГц с напряжением 50 мВ, чем штамм H1 и особенно
штамм H13. В зависимости от длительности стимулирующих прямоугольных импульсов, их чис-
ла, амплитуды и варьирующей частоты менялись двигательные реакции и морфология животных:
от направленной или стохастической миграции в сторону анода/катода или от него до обездвижи-
вания животных, увеличения оптической плотности по периферии и в центре пластинки и до сво-
рачивания трихоплакса и отделения его от субстрата. В дополнительных опытах на Trichoplax sp.
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H2 показано, что при длительности импульсов 35 мс и задержке импульсов от 1 мс до 10 с до-
ля обездвиженных животных увеличивается до 80 % при минимальной задержке. Тем не менее
в случае применения амлодипина в концентрации 25 нМ практически все трихоплаксы в течение
нескольких минут сохраняли подвижность несмотря на обработку электрическими импульсами.
Между тем при использовании амлодипина в концентрации 250 нМ животные двигались диско-
ординированно и не могли покинуть «электродную ловушку». Далее пластинка трихоплакса ста-
новилась ригидной, что выражалось в неизменности формы животного при движении. Наконец,
амлодипин в концентрации 50 мкМ вызывал быстрое сворачивание краёв трихоплакса в розет-
ку в вентрально-дорсальном направлении и последующую диссоциацию пластинки на отдельные
клетки. В целом применяемое электрическое воздействие имело кумулятивный, но обратимый
эффект, который, как предполагается, может быть связан с работой потенциалзависимых кальци-
евых каналов. Амлодипин в большой концентрации (50 мкМ) вызывал разрушение трихоплакса,
в умеренной (250 нМ) он нарушал, вероятно, распространение волн активации, что приводило
к дискоординации движений животного, а в малой (25 нМ) предотвращал электрошок.
Ключевые слова: прямоугольные электрические импульсы, трихоплакс, пластинчатые,
потенциалзависимые кальциевые каналы

Электромагнитное излучение в диапазоне от единиц до нескольких тысяч Гц не оказыва-
ет прямого теплового воздействия на живую ткань, а действует опосредованно через опреде-
лённые клеточные механизмы и вызывает соответствующие физиологические эффекты [18 ; 29].
Обнаружено, что низкочастотные электромагнитные излучения (далее — НЭМИ; extremely low
frequency electric and magnetic fields, ELF-EMF) могут индуцировать экспрессию генов [41 ;
48] и вызывать пролиферацию клеток [43]. Лабораторные исследования показали, что НЭМИ
влияют на клеточные мембраны и ионные каналы [22], в особенности на потенциалзависимые
кальциевые каналы [12].

Интересно, что блокаторы кальциевых каналов значительно снижают различные эффекты
НЭМИ [26]. Кроме того, биофизические свойства потенциалзависимых каналов могут объяснить
молекулярные механизмы биологических эффектов НЭМИ. Например, нисходящий регулятор-
ный клеточный ответ на такие воздействия может быть опосредован через Ca2+/кальмодулин сти-
муляцию синтеза оксида азота (NO), физиологические реакции могут быть результатом стиму-
ляции NO-зависимой cGMP-протеинкиназы G, а патофизиологические процессы — следствием
NO-пероксинитрит-окислительного стресса. Описаны и другие опосредованные Ca2+ регуляторные
пути, которые не зависят от оксида азота [11 ; 16 ; 25].

Существует несколько типов кальциевых каналов: высокопороговые каналы, с промежуточ-
ным порогом активации, низкопороговые [27]. Кальциевые каналы L-, P- и N-типов активируются
при высоких значениях мембранного потенциала. К каналам L-типа принадлежат четыре протеи-
на с множеством изоформ Cav1.1–Cav1.4, кодирующиеся у человека генами CACNA1S, CACNA1C,
CACNA1D и CACNA1F; они экспрессируются главным образом в скелетных мышцах и отвечают
за сокращение сердечной и гладких мышц [21]. Каналы P- и N-типов представлены в нейронах бел-
ками Cav2.1 и Cav2.2 соответственно; они отвечают за высвобождение нейромедиаторов. К каль-
циевым каналам R-типа с промежуточным порогом активации относится протеин Cav2.3 [24 ; 35].
Низкопороговые кальциевые каналы принадлежат к T-типу. Ими обладают клетки с пейсмекерной
активностью, например водители ритма сердца человека [5]. Эти каналы представлены белками
Cav3.1–Cav3.3 и кодируются генами CACNA1G, CACNA1H и CACNA1I соответственно [46]. Оче-
видная роль Cav3-каналов T-типа проявляется в клеточной возбудимости, где их низкие напряже-
ния активации позволяют легко осуществить деполяризацию мембраны. Также каналы T-типа игра-
ют роль в запуске механизма экзоцитоза у позвоночных и беспозвоночных [32 ; 45]. Cav3-каналы
присутствуют у примитивных животных и в одноклеточных организмах [23 ; 40].

Полезной моделью для изучения эффектов НЭМИ могут быть представители типа Placozoa,
в частности Trichoplax adhaerens [30]. Трихоплакс имеет тело неправильной формы (размер —
около 1 мм); оно сформировано двумя слоями эпителия, между которыми находится рыхлый
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клеточный слой. Это крошечное морское животное построено из шести основных типов кле-
ток [7 ; 39]. После первоначального описания, сделанного Ф. Э. Шульце в 1883 г. [31], трихоплакс
вызвал интерес с точки зрения минимальных требований к метазоа. Отсутствие симметрии орга-
нов, нервных и мышечных клеток, базальной пластинки и внеклеточного матрикса не оставляло
сомнений в древности происхождения этого животного. Однако, несмотря на примитивное стро-
ение, трихоплаксы способны координировать двигательную активность при кормлении [37] и де-
монстрировать хемотаксис [13], подтверждая существование сложных механизмов межклеточного
взаимодействия и интеграции. Обнаружены быстрые ритмические сокращения дорсального эпите-
лия трихоплакса [2] и предложена модель движения животного, основанная на диаграммах Вороно-
го [38]. Структура, функция и ионная селективность одиночного кальциевого канала T-типа из три-
хоплакса (TCav3) были охарактеризованы с помощью методики patch-clamp после его клонирования
в эмбриональных клетках почки человека линии HEK-293T [36]. С учётом того, что Cav-каналы
играют решающую роль как во внутриклеточной, так и в межклеточной передаче сигналов [23],
и того, что трихоплакс имеет в своём геноме полный набор генов Cav1, Cav2 и Cav3, кодирую-
щих Cav-каналы [15 ; 40], появилась возможность изучения молекулярных мишеней и механизмов,
лежащих в основе эффектов НЭМИ на многоклеточные организмы.

Целью данной работы было изучить реакцию трихоплаксов на последовательности п-образных
электрических импульсов, имитирующих воздействия, необходимые для открывания кальциевых
каналов in vivo. Импульсы прямоугольной формы выбраны для воздействия на трихоплаксов потому,
что они вызывают большее раздражение у биологических объектов, чем колебания любых других
форм. Мы также сочли уместным использовать прямоугольные импульсы как идеализированную,
«дискретную» модель электромагнитного излучения.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Культивирование. В работе использовали три штамма Placozoa, такие как Trichoplax adhaerens
(гаплотип H1), Trichoplax sp. H2 (гаплотип H2) иHoilungia hongkongensis (гаплотип H13), из которых
последний штамм можно отнести к отдельному виду [8 ; 9]. Животных культивировали в стеклян-
ных чашках Петри диаметром 90 см на матах одноклеточной зелёной водоросли Tetraselmis marina
в искусственной морской воде (ASW, Red Sea Salt, Red Sea Fish Pharm LTD, Израиль) с солёностью
35 ‰ при температуре +25 °C по стандартному протоколу [17]. Морскую воду меняли не реже одно-
го раза в неделю. Значение pH поддерживали в диапазоне 7,8–8,0. За 1 час до начала эксперимента
животных отсаживали в ASW на пластиковые чашки без водорослей.

Подготовка амлодипина. Добавляли производное дигидропиридина амлодипин
(C20H25ClN2O5, 2-[(2-аминоэтокси)метил]-4-(2-хлорфенил)-1,4-дигидро-6-метил-3,5-пиридин ди-
карбоновой кислоты 3-этил 5-метиловый эфир в виде безилата, Тева) в 96%-ный этиловый спирт
или в воду (ASW) и пересчитывали концентрацию согласно растворимости этого соединения
в указанных растворителях.

Электростимуляция. Для генерации последовательности прямоугольных импульсов задан-
ной длительности и скважности применяли стандартную платформу Arduino Uno R3 на базе
8-битного микроконтроллера AVR ATmega328P. Для визуального контроля использовали свето-
диод LED1, для предотвращения случайного короткого замыкания встроили последовательно диод
(D1, 1N4001). Среднее значение напряжения регулировали с помощью потенциометра R2 (10 кОм)
от +10 мВ до +1,5 В на делителе напряжения, как показано на рис. 1. Электроды помещали в мор-
скую воду в непосредственной близости от животного на расстоянии примерно 1 мм друг от дру-
га. В качестве тест-контроля возможного влияния посторонних предметов на изменение поведе-
ния животного использовали пластиковые или деревянные палочки либо металлические электроды,
отключённые от контроллера.
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Рис. 1. Электронная схема для электростимуляции трихоплаксов
Fig. 1. Electronic circuit for Trichoplax electrical stimulation

Программный меандр. Продолжительность (длительность) импульсов и задержку (скваж-
ность) задавали программно в интервале от 0,5 мс до 10 с; программа выполнялась на контроллере
в бесконечном цикле (см. Приложение 1: https://doi.org/10.21072/mbj.2020.05.2.05). Пересчёт вре-
менны́х интервалов (мс) в частоту (Гц) проводили с учётом того, что 1 Гц соответствует 1000 мс.
Для создания пакетов п-образных импульсов с изменяющейся длительностью и задержкой внутри
пакета использовали инкрементирующий и декрементирующий программные циклы с шагом 1 мс
(см. Приложение 2: https://doi.org/10.21072/mbj.2020.05.2.05).

Микроскопия и обработка данных.Животных стимулировали электрическим током под сте-
реомикроскопом ZEISS Stemi 305 при увеличении ×8 и ×40. Оценивали изменение поведения (дви-
гательная активность, направление и траектория движения) и морфологических характеристик тела
(опалесценция, форма). Выделяли стимулирующие и подавляющие воздействия, т. е. ведущие к по-
вышению двигательной активности животного или к его обездвиживанию, шоку и параличу. Строе-
ние трихоплаксов изучали под инвертированным микроскопом Nikon Eclipse Ts2R с ДИК-оптикой
при максимальном увеличении ×600. Общий вид и поведенческую активность животных докумен-
тировали с помощью фото- и видеосъёмки. Обработку видеоматериала провели с помощью ути-
литы FFmpeg на сервере Huawei Fusion Server RH2288 V3. Траектории движения трихоплаксов
отслеживали с помощью плагина wrMTrck программы ImageJ (National Institutes of Health, USA)
на графической станции Dell Precision T5810.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Динамика роста культуры. После пересева животных на свежие маты из водорослей культу-

ра трихоплаксов в течение нескольких дней находилась в состоянии адаптации к новым условиям,
что выражалось в отсутствии прироста численности и размеров особей. По прошествии такой лаг-
фазы трихоплаксы начинали расти с последующим делением. На следующем этапе, который можно
соотнести с экспоненциальной фазой роста культуры, трихоплаксы активно росли и делились попо-
лам один раз в три-четыре дня путём образования перетяжки с уменьшением размеров дочерних
особей. Переход в стационарную фазу роста культуры отмечали через две-три недели, что сопровож-
далось двукратным уменьшением средних размеров животных и резким замедлением темпов при-
роста их численности. В стареющих культурах наблюдали измельчание особей, изменение их фор-
мы (вытягивание либо, наоборот, образование мелких сфер, которые открепляются от субстрата
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и всплывают), а также отмирание животных. Именно поэтому через пять-шесть недель культивиро-
вания трихоплаксов пересаживали на свежие маты из водорослей в количестве 10–20 особей на чаш-
ку, и процесс культивирования повторялся. Для экспериментов использовали преимущественно
животных, отобранных на стационарной стадии роста культуры.

Эксперименты с одним электродом. В тестах с применением маленьких стержней из пласти-
ка, древесины или металла не было замечено ярко выраженной реакции животных на посторонние
предметы. В случае использования электродов, подключённых к контроллеру Arduino Uno, из кото-
рых один (анод или катод) располагался вблизи трихоплакса (штамм H2), а другой — на значитель-
ном расстоянии (более 1 см), животное обычно удалялось от электрического раздражителя на ди-
станцию длиной от одного до трёх размеров своего тела (1–3 мм) и продолжало медленно переме-
щаться в случайном направлении. При продолжительности импульсов 100 мс и задержке 1 мс трихо-
плаксы убегали сразу, а в случае задержки 1 с — отползали от электродов с запаздыванием в несколь-
ко десятков секунд. Отмечено, что животные, взятые в эксперимент из старой культуры, отлича-
лись меньшей чувствительностью к электрическому раздражителю, что выражалось в увеличении
времени задержки реакции и в уменьшении расстояния, на которое они передвигались.

Эксперименты с двумя электродами. В случае размещения двух стержней из металлов с раз-
ным электрохимическим потенциалом, образующих гальваническую пару возле трихоплакса, жи-
вотное проявляло двигательную активность — начинало «исследовать» пространство, приближаясь
и удаляясь от электродов, пока не находило «комфортное» положение в образовавшемся слабом
электрическом поле (рис. 2).

При использовании источника постоянного тока (200 мВ) трихоплаксы избегали катод,
но не приближались к аноду, а отползали в сторону, иногда бродили между электродами. Если жи-
вотные подползали слишком близко к аноду, они оставались возле него и через некоторое время
сморщивались. Во многом скорость реакции и направление движения зависели от начального поло-
жения животного и от расстояния между электродами. Напряжение 1,2 В было летальным для жи-
вотных, т. е. они обездвиживались, кардинально меняли морфологию, откреплялись от субстрата
и в дальнейшем разрушались.

Рис. 2. Линии электрического поля в «электродной ловушке» для трихоплаксов: (a) «зона электро-
дов» с расстоянием между электродами не более 1 мм; (b) зона обездвиживания соответствует рассто-
янию в один корпус трихоплакса (1 мм) от центра ловушки; (c) промежуточная зона; (d) зона вдали
от электродов; (e) «зона комфорта» непосредственно за электродами (см. текст)
Fig. 2. Electric field lines in “electrode trap” for Trichoplax: (a) “electrode zone” with electrode gap no more
than 1 mm; (b) immobilization zone corresponds to oneTrichoplax body size (1 mm) from the center of the trap;
(c) intermediate zone; (d) zone away from electrodes; (e) “comfort zone” just behind the electrodes (see the text
for details)

Морской биологический журнал 2020 Том 5 № 2



Действие прямоугольных электрических импульсов низкой частоты на трихоплакса (тип Placozoa) 55

Тестовые исследования проводили в морской воде с солёностью 35 ‰; применяли длительность
и задержку импульсов по 35 мс (~ 30 Гц) со средним значением напряжения 50 мВ. Интересно,
что в случае промышленной частоты (50 Гц) трихоплаксы не меняли существенно свою морфологию,
начинали двигаться, предпочитали анод, отползали в сторону от электродов, иногда возвращались
и снова удалялись от электродов.

Действие напряжения на трихоплаксов оценивали, варьируя амплитуду импульсов
с помощью делителя напряжения при фиксированной частоте 20 Гц (см. Приложение 1:
https://doi.org/10.21072/mbj.2020.05.2.05). Основным критерием оценки служила доля обез-
движенных животных, которые не покинули «зону электродов» в течение нескольких минут.
Дополнительным критерием были патологические изменения морфологии животных — утолще-
ние ободка пластинки, округление формы и уменьшение опалесценции. Доля таких животных
увеличивалась пропорционально росту напряжения (рис. 3). При напряжении 25 мВ практически
все животные в конечном итоге покидали «зону электродов», а при напряжении 500 мВ они,
напротив, оставались в её границах, приобретая патологические признаки, хотя на следующий день
после снятия воздействия восстанавливали интактный вид. На основании полученных результатов
в дальнейших опытах применяли напряжение 50 мВ.

Рис. 3. Доля обездвиженных трихоплаксов Trichoplax sp. H2 по отношению к подвижным животным
при различных значениях напряжения прямоугольных импульсов на частоте 20 Гц. В эксперименте
использовано 59 животных
Fig. 3. Fraction of immobilized Trichoplax sp. H2 versus active animals at various voltage values of rectangular
pulses at a frequency of 20 Hz. Totally 59 animals were used in the experiment

В основном мы использовали два активных электрода, расположенных в непосредственной бли-
зости по обе стороны пластинки трихоплакса. В качестве одного из действенных вариантов при-
меняли импульсы с продолжительностью 100 мс и задержкой от 1 мс до 10 с. Для экспериментов
использовали 139 животных штамма H2. В среднем для разных значений скважности в 67 % случаев
наблюдали обездвиживание животных, помутнение по периферии и в центре пластинки с последую-
щим уменьшением размеров и сморщиванием или сворачиванием трихоплакса. Данные изменения
физиологического состояния и морфологи животного не были летальными. Трихоплаксы восстанав-
ливались через несколько десятков минут после снятия воздействия раздражителя, что проявлялось
в их распластывании на субстрате и в приобретении двигательной активности.
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В опытах с двумя электродами, находящимися с одной стороны пластинки, вероятность поки-
нуть зону стимулирующих электродов увеличивалась, причём у животного появлялась возможность
движения в разных направлениях. Этот факт позднее использовали как характеристический при-
знак для разных штаммов. В зоне обездвиживания возле электродов оставалось в среднем 56 %
трихоплаксов.

Для уточнения полученных данных была проведена дополнительная серия опытов на 121 живот-
ном с использованием двух значительно отличающихся значений скважности, а именно задержки
в 1 мс и 1 с, при длительности импульсов 100 мс. В случае размещения электродов на обеих сто-
ронах пластинки трихоплакса доля уползших из зоны воздействия животных была незначительной
и составляла 30 % при задержке 1 мс и 52 % — при задержке 1 с. В случае расположения электро-
дов с одной стороны пластинки трихоплакса доля убежавших животных была больше и составляла
47 % для задержки каждого импульса в 1 мс и 76 % — для 1 с (рис. 4). Стоит отметить, что в опытах
с двумя электродами по обе стороны животного трихоплаксу требовалось время для «принятия ре-
шения» о том, в каком направлении уползать из «электродной ловушки». Чаще трихоплакс двигался
в сторону большей части своего тела, расположенной за пределами электродов.

Рис. 4. Доля подвижных трихоплаксов Trichoplax sp. H2 по отношению к обездвиженным животным
при длительности импульсов 100 мс и задержке 1 мс или 1 с; белый цвет — электроды на одном краю
пластинки трихоплакса; серый цвет — электроды на противоположных краях пластинки трихоплакса.
В эксперименте использовано 121 животное
Fig. 4. Fraction of active Trichoplax sp. H2 versus immobilized animals at pulse duration of 100 ms and delay
of 1 ms or 1 s; white color indicates the electrodes on one side of Trichoplax plate; gray color indicates
the electrodes on opposite sides of Trichoplax plate. Totally 121 animals were used in the experiment

Тестирование разных штаммов трихоплакса. В сравнительных опытах по воздействию пря-
моугольными импульсами со средним значением напряжения 50 мВ, коэффициентом заполнения
0,5 и частотой 2 Гц и 2 кГц на разные штаммы трихоплакса выявлено разнообразие паттернов
поведения животных. Подсчитывали количество особей, передвигающихся от анода к катоду или
наоборот — от катода к аноду. В экспериментах использовали 143 особи трихоплаксов; из них:
штамм H1 — 51 особь, штамм H2 — 47, штамм H13 — 45. В каждом опыте животному предстояло
выбраться из «электродной ловушки», представляющей собой два электрода на противоположных
краях тела (рис. 2). Проводили длительное наблюдение за изменением формы и за траекторией дви-
жения трихоплаксов (см. Приложение 3: https://doi.org/10.21072/mbj.2020.05.2.05). Представители
штаммов H1 и H13 перемещались в сторону уменьшения плотности силовых линий напряжённости
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электрического поля и иногда вытягивались вдоль этих воображаемых линий (рис. 5). Животные
штамма H2, не удаляясь значительно от электродов, переползали на их обратную сторону — в «зо-
ну комфорта» с малой плотностью силовых линий электрического поля (табл. 1). Так, при низкой
частоте (2 Гц) особи штамма H1 в большинстве случаев удалялись от электродов по вытянутой тра-
ектории и часто заползали за один из электродов в «зону комфорта». Животные штамма H2 пред-
почитали перемещаться за катод, хотя иногда блуждали между электродами и отползали в итоге
на небольшое расстояние или уходили за анод. Представители штамма H13 чаще удалялись от анода
в сторону катода и перемещались за него. При использовании высокой частоты (2 кГц) особи штам-
ма H1 предпочитали анод, часто оставались в «зоне электродов», теряли двигательную активность
и сморщивались. Особи штамма H2 быстро подползали к аноду или оставались недалеко от элек-
тродов, что нередко приводило к их обездвиживанию. Особи штамма H13 обычно удалялись от ано-
да к катоду и заползали за катод. Для них также отмечены замедление реакции, обездвиживание
и сморщивание при частоте 2 кГц.

Рис. 5. Изменение формы Trichoplax adhaerens H1 и траектории движения из «электродной ловушки»:
(a) поисковое движение и вытягивание трихоплакса вдоль линии напряжённости электрического поля;
направленное движение трихоплаксов в «зону комфорта», расположенную: (b) за анодом, (c) в отда-
лении от электродов, (d) за катодом. Стрелки указывают направление движения трихоплакса; цифры
на рисунке обозначают присвоенную животному метку; «+» — анод; «−» — катод; длина отрезка —
1 мм; графическая вставка в левом верхнем углу объясняет изображение
Fig. 5. Change of Trichoplax adhaerens H1 shape and motion trajectory from the “electrode trap”: (a) seeking
activity and elongation of Trichoplax along the line of electric field intensity; the directed motion of Trichoplax
into the “comfort zone” located: (b) behind the anode, (c) far from the electrodes, and (d) behind the cathode.
Arrows demonstrate Trichoplax motion direction; numbers in the figure indicate identification code assigned
to the animal; “+” is the anode; “−” is the cathode; every bar length = 1 mm; graphic insert in the upper left
corner explains the image
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Таблица 1. Паттерны поведения трихоплаксов между электродами при воздействии прямоугольными
импульсами разной частоты
Table 1. Behavioral patterns of Trichoplax between electrodes when exposed to rectangular pulses of various
frequencies

Гаплотип Частота прямоугольных импульсов
2 Гц 2 кГц

H1 движется по удалённой траектории
за один из электродов

удаляется от катода в направлении анода
либо остаётся в «зоне электродов»

H2 блуждает между электродами,
перемещается за катод или анод, отползает

быстро приближается к аноду, блуждает,
располагается близко к электродам

H13 отползает от анода
и иногда переползает за катод

отчётливо удаляется от анода,
заползает за катод

Эксперименты в режимах функционирования кальциевых каналов. Чтобы предположи-
тельно открыть кальциевые каналы трихоплакса TCav3 in vivo, мы применяли прямоугольные им-
пульсы со средним напряжением 50 мВ, с коэффициентом заполнения 0,5 и частотами 2,5 Гц, 5 Гц
и 2 кГц. Частоты заимствованы из работ [3 ; 20 ; 33]. Выраженные различия в эффектах обнаруже-
ны на частотах 2,5 Гц и 2 кГц. При частоте 2,5 Гц трихоплаксы не меняли морфологию, медленно
отползали от анода в сторону катода и перемещались за катод. При частоте 2 кГц, напротив, три-
хоплаксы, преимущественно двигались к аноду, однако не удалялись далеко от электродов, меняли
общий вид клеточной массы с прозрачного и блестящего на непрозрачный и тусклый, в конечном
итоге уменьшались в размере, сворачивались и отделялись от субстрата.

При применении частот, использованных в методике patch-clamp [33], а именно при длитель-
ности и задержке импульсов по 2 мс (500 Гц) или 500 мс (2 Гц), трихоплаксы в случае часто-
ты 2 Гц не меняли видимой морфологии и ползли от анода к катоду, а в случае частоты 500 Гц
они преимущественно двигались от катода за анод либо оставались неподвижными и скручивались.

Для того чтобы предположительно открыть кальциевые каналы трихоплакса TCav3 in vivo,
мы применяли прямоугольные импульсы со средним напряжением от 10 до 120 мВ, соответству-
ющие задержкам от 10 с до 1 мс. Длительность импульсов составляла 35 мс, как в работе [36].
Для оценки кумулятивного действия п-образных импульсов на трихоплакса Trichoplax sp. H2, опо-
средованного каналом TCav3, использованы задержки от 1 мс до 10 с. Физиологический эффект
от суммарного действия импульсов проявлялся через несколько десятков секунд и выглядел как за-
висимость подвижности животных от скважности в последовательности импульсов. При низкой
скважности, т. е. при высокой частоте и большом количестве поступающих сигналов, доля обез-
движенных животных была велика — 78 и 80 % для задержек 1 и 10 мс соответственно (рис. 6).
По мере роста скважности доля парализованных трихоплаксов понижалась до 44 % и 17 % в слу-
чае одного импульса в 1 с и одного импульса в 10 с соответственно. В контрольных экспериментах
без электрического воздействия обездвиженные трихоплаксы отсутствовали.

Блокировка кальциевых каналов. Для доказательства специфичности действия импульс-
ных токов на потенциалзависимые кальциевые каналы трихоплакса TCav3 использован ингибитор
активности этих каналов амлодипин.

При наличии малого количества амлодипина (25 нМ), несмотря на обработку электрическими
импульсами длительностью 35 мс с задержкой 10 мс, практически все трихоплаксы (штамм H2)
в течение нескольких минут сохраняли нативную морфологию и подвижность, предпочитая
двигаться к аноду, а потом удаляться от него, что свидетельствовало о предотвращении элек-
трошока, наблюдаемого при низкой скважности (рис. 6). Для выявления возможных мишеней
мы воздействовали на трихоплаксов пакетами прямоугольных импульсов переменной ширины
и скважности с шагом 1 мс, охватывающими диапазон частот от 1 Гц до 1 кГц (см. Приложение 2:
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https://doi.org/10.21072/mbj.2020.05.2.05). Отмечены обездвиживание животных и образование ро-
зеток, доля которых уменьшалась при наличии 25 нМ амлодипина. Между тем через несколько
часов все трихоплаксы диссоциировали под действием амлодипина на отдельные клетки.

Рис. 6. Доля обездвиженных трихоплаксов Trichoplax sp. H2 по отношению к подвижным живот-
ным при длительности импульсов 35 мс и задержке от 1 мс до 10 с. В эксперименте использовано
65 животных
Fig. 6. Fraction of immobilized Trichoplax sp. H2 versus active animals at pulse duration of 35 ms and delay
of 1 ms to 10 s. Totally 65 animals were used in the experiment

В заключительной серии опытов изучали влияние на трихоплаксов амлодипина в больших до-
зах. Амлодипин в концентрации 50 мкМ вызывал быстрое сворачивание краёв трихоплаксов в ро-
зетку в вентрально-дорсальном направлении и последующую диссоциацию пластинки на отдель-
ные клетки (рис. 7). При понижении концентрации амлодипинa до 2,5 мкМ формирование розеток
продолжалось в течение нескольких минут; это позволило зарегистрировать движение животных
к аноду при длительности и задержке импульсов по 35 мс [36], что соответствует частоте 28,57 Гц.
При использовании концентрации амлодипина 250 нМ наблюдали постепенное потемнение трихо-
плаксов — сначала по периферии, а потом и в центре пластинки. Наружный ободок утолщался,
трихоплаксы округлялись, образуя изрезанный фестончатый край, лопасти которого отрывались
от субстрата, загибались вверх и формировали розетку. Находясь в «электродной ловушке», живот-
ные двигались дискоординированно и не могли покинуть электронную западню. Далее наступала
ригидность пластинки трихоплаксов, что выражалось в постоянстве формы животных при движе-
нии. Паттерны перемещения отдельных особей в электрическом поле тем не менее сохранялись:
трихоплаксы двигались преимущественно к аноду. Позднее края пластинки, напоминавшие лопа-
сти, загибались вверх и внутрь. Примерно через 1 ч после добавления амлодипина происходила
диссоциация животных на отдельные клетки, сначала по периферии, а потом — и всего организма.

Штаммы трихоплакса H1 и H13 показывали, подобно штамму H2, изменение морфологии
под действием 25 нМ амлодипина и нарушение амёбоидного движения с течением времени. В экс-
периментах без амлодипина аналогичных явлений не наблюдали. В отсутствие химических воз-
действий животные блуждали между электродами, размещались в «зоне комфорта» или удалялись
на безопасное расстояние от электродов. Следует отметить, что недигидропиридиновые блокаторы
Са-каналов, такие как верапамил и дилтиазем в концентрации 100 мкМ, не оказывали заметного
воздействия на трихоплаксов штамма H2, которые сохраняли жизнеспособность при наличии этих
веществ в течение суток [данные не представлены].
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Рис. 7. Последовательное действие амлодипина (50 мкМ) на Trichoplax sp. H2: (a) интактное животное;
(b) сворачивание трихоплакса в розетку через 30 мин.; (c) диссоциация трихоплакса на отдельные клетки
через 60 мин.; длина отрезка — 100 мкм
Fig. 7. Time-dependent effect of amlodipine (of 50 μM) on Trichoplax sp. H2: (a) intact animal; (b) folding
into a pan after 30 minutes; (c) dissociation into individual cells after 60 minutes; bar length = 100 μm

ОБСУЖДЕНИЕ
В связи с повсеместным распространением низкочастотных электромагнитных излучений, вы-

зывающих множественные физиологические эффекты у человека [26 ; 44], актуален поиск тест-
объектов для изучения механизмов действия НЭМИ. Trichoplax adhaerens был предложен в каче-
стве тестовой лабораторной модели недавно [1]. Нами изучено действие прямоугольных электри-
ческих импульсов различной амплитуды, длительности и скважности на три лабораторных штамма
трихоплакса (H1, H2, H13).

В контрольных тестах с использованием стержней из дерева, пластика или металла не было за-
мечено реакции животного на посторонние предметы, размещённые возле него, за исключением
случаев образования гальванической пары. Под воздействием слабого постоянного тока с напряже-
нием 200 мВ трихоплаксы штамма H2 отползали от электродов, однако быстрота реакции и тра-
ектория движения во многом зависели от первоначального положения животного по отношению
к электродам. Когда применяли активные электроды, один из которых (анод или катод) распола-
гали вблизи трихоплакса, животное обычно удалялось от раздражителя. При позиционировании
обоих электродов возле пластинки трихоплакса зарегистрированы различные паттерны движения
к аноду или катоду в зависимости от режима стимуляции и штамма животного — «положительная»
миграция к аноду, «отрицательная» миграция к катоду и «переменная» миграция, когда животное
несколько раз меняло предпочтение анод — катод. В случае попадания трихоплакса в зону непо-
средственной близости к электродам животному не всегда удавалось выбраться из «электродной
ловушки», что напрямую зависело от увеличения амплитуды и числа импульсов. Вдали от электро-
дов трихоплаксы иногда вытягивались вдоль линий напряжённости электрического поля и направ-
лялись в предполагаемую «зону комфорта» с наименьшей напряжённостью электрического поля
на обратной стороне электродов.

В сравнительных экспериментах по воздействию прямоугольными импульсами частотой 2 Гц
и 2 кГц на разные штаммы трихоплакса выявлено, что Trichoplax sp. H2 является более реактив-
ным и демонстрирует более выраженные физиологические ответы на частотах 2 Гц и 2 кГц, чем
штамм H1 и особенно штамм H13, в основном мигрирующий от анода к катоду. Именно поэтому
большинство экспериментов проведено на штамме H2. Несмотря на предпочтительное движение
трихоплаксов штамма H2 в сторону катода при низких частотах импульсного тока (около 2 Гц), от-
мечена тенденция постепенного изменения направления миграции в сторону анода при повышении
частоты импульсов (до 2 кГц). Тем не менее следует обратить внимание на неожиданно широкую
индивидуальную изменчивость в поведении трихоплаксов, что затрудняет подобные интерпретации
и требует дальнейших исследований.
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Достаточное внимание уделено временны́м режимам, ранее использованным другими автора-
ми при детальном изучении кальциевых каналов L- и T-типов [3 ; 20 ; 33 ; 34 ; 36]. Мы иссле-
довали воздействия в диапазоне частот от 2 Гц до 2 кГц. Поведенческие реакции трихоплакса
не были однозначными: экстремальные частоты порой не оказывали ожидаемого воздействия ли-
бо приводили к электрошоку трихоплакса, выражающемуся в отсутствии движения, помутнении
пластинки, уменьшении размера и сморщивании животного, что связано, возможно, с физиологи-
ческим состоянием трихоплакса и/или с начальным положением животного в «электродной ловуш-
ке». Эти воздействия были обратимы; по прошествии времени или после возвращения животного
на мат из водорослей трихоплаксы восстанавливали свою двигательную активность.

В зависимости от длительности стимулирующих импульсов и их числа менялись двигательные
реакции и морфология животных: от стохастической или направленной миграции к аноду/катоду
или от него до обездвиживания животных, увеличения оптической плотности, сначала по перифе-
рии, а потом и в центре пластинки, до сморщивания трихоплакса и даже до отделения его от субстра-
та. Применяемое воздействие имело кумулятивный характер, который связан, вероятно, с работой
кальциевых каналов и активностью нисходящих регуляторных каскадов [10]. Известно, что желези-
стые клетки, расположенные на периферии трихоплакса, экспрессируют потенциалзависимые каль-
циевые каналы [32 ; 39]. Наблюдаемые морфологические изменения в краевом ободке пластинки
трихоплакса могут быть связаны с опосредованными кальциевыми каналами ответами секреторных
клеток, содержащих регуляторные нейропептиды [42]. С другой стороны, показано, что патофизио-
логические эффекты НЭМИ сопряжены на молекулярном уровне с путём регуляции Ca2+/оксид
азота/пероксинитрит, а положительное физиологическое действие НЭМИ объясняется альтерна-
тивным путём Ca2+/оксид азота/cGMP/протеинкиназа G [19]. Взаимоисключающие поведенческие
реакции трихоплаксов, как, например, положительная и отрицательная электромиграция, на ва-
рьирующие режимы электрического воздействия (табл. 1) могут быть обусловлены вовлечением
в поведенческие реакции различных сигнальных путей с участием ионов кальция.

Считается, что амлодипин, связываясь с дигидропиридиновыми рецепторами, блокирует каль-
циевые каналы L- и T-типов, что приводит к уменьшению переноса Ca2+ в клетку. Амлодипин, благо-
даря регуляции концентрации ионов Ca2+ в клетке, также обладает антиоксидантными свойствами
и способствует выработке нейромедиатора оксида азота [4 ; 11 ; 14 ; 16 ; 25]. Дополнительные экс-
перименты с амлодипином показали, что этот блокатор кальциевых каналов способен в низких кон-
центрациях (25 нМ) кратковременно нивелировать шоковый эффект электрических импульсов пря-
моугольной формы в режиме длительности 35 мс и задержки 10 мс, приводящий обычно к обездви-
живанию Trichoplax sp. H2 без применения амлодипина. Используя программный меандр с шагом
1 мс и изучая ответы трихоплаксов на пакеты прямоугольных импульсов, мы просканировали потен-
циальные клеточные мишени в интервале частот от 1 Гц до 1 кГц. Снижение негативного эффекта
НЭМИ в этом диапазоне с помощью амлодипина в концентрации 25 нМ может свидетельствовать
о том, что НЭМИ действует на кальциевые каналы L- и/или T-типа трихоплакса.

Кроме снятия воздействия электрического раздражителя на животных с помощью амлодипина,
мы наблюдали и другие эффекты. Так, применение данного антагониста кальция в высокой концен-
трации (> 2,5 мкМ) приводило к диссоциации трихоплаксов на отдельные клетки, что непосред-
ственно вызывается разрушением кальциевых мостиков [28]. При использовании этого кальциево-
го блокатора в умеренной концентрации (< 250 нМ) отмечено нарушение амёбоидного движения
трихоплаксов, что может быть продиктовано падением функциональной активности клеток, ини-
циирующих движения, нарушением распространения волн активации или нарушением синтеза ок-
сида азота, играющего, возможно, определённую роль в быстрых сокращениях дорсального эпите-
лия [2 ; 11 ; 16 ; 25]. Следует заметить, что при этом сохранялась остаточная подвижность ригид-
ных животных, обеспечиваемая ресничками, что указывает на независимость упомянутого процесса
от регуляции ионами кальция.
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Полученные нами данные свидетельствуют о том, что амлодипин тормозит работу кальциевых
каналов у трихоплакса, что проявляется как в снижении реактивности животных при низкой концен-
трации блокатора Ca2+-каналов, так и в диссоциации клеток, составляющих животное, при высокой
концентрации антагониста кальция. Следует отметить, что действие амлодипина сходно с таковым
компаунда ML218 — специфического блокатора кальциевых каналов T-типа у человека. Так, элек-
трофизиологические исследования нейронов субталамического ядра при наличии ML218 выявили
ингибирующее действие ML218 на кальциевые каналы T-типа, подавление низкопорогового ответа
и торможение всплеска активности нейронов [47].

Предположение в пользу Ca2+-каналов T-типа было подтверждено в дополнительных экспери-
ментах на трихоплаксах штамма H2, где, помимо амлодипина, который является одним из дигид-
ропиридиновых блокаторов кальциевых каналов, испытывали недигидропиридиновые блокаторы
кальциевых каналов, такие как верапамил и дилтиазем. Амлодипин приводил к диссоциации три-
хоплаксов на отдельные клетки, в то время как верапамил и дилтиазем не оказывали такого воздей-
ствия на животных. Данный факт служит подтверждением того, что амлодипин блокирует низко-
пороговый Ca2+-канал TCav3 трихоплакса: амлодипин является блокатором кальциевых каналов L-
и T-типов, а верапамил и дилтиазем — блокаторами высокопороговых кальциевых каналов L-типа.

Следует отметить, что движение трихоплаксов не было строго целенаправленным, а напоминало
«стохастический» таксис [38], кинезис или движение к цели методом проб и ошибок. Это говорит
об отсутствии у трихоплакса некоего центрального регулятора и указывает, возможно, на распре-
делённое управление и коллективное принятие решений между клетками, что в некоторых случаях
приводит к затягиванию ответа системы на стимулы [6].

Заключение. Изучение электрофизиологии трихоплакса является важным в связи с широким
распространением низкочастотного электромагнитного излучения и вызывает интерес из-за про-
стейшего строения животного и лёгкости его культивирования, что в перспективе даёт возмож-
ность понимания механизмов его поведения и движения. Обнаруженные в наших экспериментах
разнообразные ответы трихоплакса на электрические раздражители свидетельствуют о скрытых
возможностях этого организма, основанных на коллективном действии составляющих его клеток.
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EFFECTS OF LOW FREQUENCY RECTANGULAR ELECTRIC PULSES
ON TRICHOPLAX (PLACOZOA)
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The effect of extremely low frequency electric and magnetic fields (ELF-EMF) on plants and animals
including humans is quite a contentious issue. Little is known about ELF-EMF effect on hydrobionts, too.
We studied the effect of square voltage waves of various amplitude, duration, and duty cycle, passed
through seawater, on Trichoplax organisms as a possible test laboratory model. Three Placozoa strains,
such as Trichoplax adhaerens (H1), Trichoplax sp. (H2), and Hoilungia hongkongensis (H13), were used
in experiments. They were picked at the stationary growth phase. Arduino Uno electronics platform
was used to generate a sequence of rectangular pulses of given duration and duty cycle with a fre-
quency up to 2 kHz. Average voltage up to 500 mV was regulated by voltage divider circuit. Am-
lodipine, an inhibitor of calcium channel activity, was used to check the specificity of electrical pulse
effect on voltage-gated calcium channels in Trichoplax. Experimental animals were investigated under
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a stereo microscope and stimulated by current-carrying electrodes placed close to a Trichoplax body.
Variations in behavior and morphological characteristics of Trichoplax plate were studied. Stimulating
and suppressing effects were identified. Experimental observations were recorded using photo and video
techniques. Motion trajectories of individual animals were tracked. Increasing voltage pulses with fixed
frequency of 20 Hz caused H2 haplotype individuals to leave “electrode zone” within several minutes
at a voltage of 25 mV. They lost mobility in proportion to voltage rise and were paralyzed at a voltage
of 500 mV. Therefore, a voltage of 50 mV was used in further experiments. An animal had more chance
to move in various directions in experiments with two electrodes located on one side instead of both sides
of Trichoplax. Direction of motion was used as a characteristic feature. Trichoplax were observed to mi-
grate to areas with low density of electric field lines, which are far from electrodes or behind them. Ani-
mals from old culture were less sensitive to electrical stimulus. H2 strain was more reactive than H1 strain
and especially than H13 strain; it demonstrated stronger physiological responses at frequencies of 2 Hz
and 2 kHz with a voltage of 50 mV. Motion patterns and animal morphology depended on the dura-
tion of rectangular stimulation pulses, their number, amplitude, and frequency. Effects observed varied
over a wide range: from direct or stochastic migration of animals to the anode or the cathode or away
from it to their immobility, an increase of optical density around and in the middle of Trichoplax plate,
and finally to Trichoplax folding and detach from the substrate. Additional experiments on Trichoplax sp.
H2 with pulse duration of 35 ms and pulse delay of 1 ms to 10 s showed that the fraction of paralyzed
animals increased up to 80 % with minimum delay. Nevertheless, in the presence of amlodipine with
a concentration of 25 nM, almost all Trichoplax remained fast-moving for several minutes despite expo-
sure to voltage waves. Experimental animals showed a total discoordination of motion and could not leave
an “electrode trap”, when amlodipine with a concentration of 250 nM was used. Further, Trichoplax plate
became rigid, which appeared in animal shape invariability during motion. Finally, amlodipine with a con-
centration of 50 μM caused a rapid folding of animal plate-like body into a pan in the ventral-dorsal
direction and subsequent dissociation of Trichoplax plate into individual cells. In general, the electrical
exposure applied demonstrated a cumulative but a reversible physiological effect, which, as expected,
is associated with activity of voltage-gated calcium channels. Amlodipine at high concentration (50 μM)
caused Trichoplax disintegration; at moderate concentration (250 nM), it disrupted the propagation of ac-
tivation waves that led to discoordination of animal motion; at low concentration (25 nM), it prevented
an electric shock.
Keywords: rectangular electric pulses, Trichoplax, Placozoa, voltage-gated calcium channels
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In the second half of the XX century, Black Sea ecosystem has undergone significant changes: a number
of storm winds and upwellings decreased, precipitation abundance increased, coastal waters salinity de-
creased, temperature increased; moreover, ctenophores invaded. As a result, in the late 1980s, Black Sea
pelagic ecosystem abruptly got restructured. This research is based on the studies performed in 1965–1966
and 2007–2012 near Sevastopol (Western Crimea) using the remote sensing data. Analysis of satellite data
over the past 20 years showed the presence of positive dynamics in surface water temperature in Sevastopol
water area. In the mid-1960s, the annual bioluminescence was characterized by seasonal peaks of dino-
phytes luminescence. In recent years, this rhythm has changed due to ctenophores invasion. The increase
in Mnemiopsis leidyi abundance leads to a decrease in bioluminescence of luminous microalgae being con-
sumed by these ctenophores. Due to Beroe ovata invasion and reproduction, M. leidyi biomass decreased;
as a result, bioluminescence increased.
Keywords: Black Sea, bioluminescence, ctenophores, salinity, monitoring

Biophysical studies in the Black Sea began in the 1960s when D. Sc. E. Bityukov (IBSS) made the first
annual measurements of bioluminescence in Sevastopol area [2]. Thus, in 1965–1966, 18 expeditions were
carried out for instrumental measurements, and 72 net samplings of plankton were taken. Continuation
of these works was initiated by D. Sc. Yu. Tokarev (IBSS); the studies were carried out in 2008–2015.
So, it became possible to evaluate the long-term changes of coastal water bioluminescence under conditions
of climate changes.

The climate changes in Black Sea ecosystem have led to the invasion of huge number of new lumi-
nous species: they were brought in with ballast waters from other regions. Therefore, all past experience
and knowledge about Black Sea bioluminescence are subject to minor adjustments.

Before ctenophores invasion, bioluminescence field in Black Sea photic layer was formed by luminous
dinoflagellates [4]. In the early 1980s, ctenophore Mnemiopsis leidyi A. Agassiz, 1865 invaded the Black
Sea, which led to a significant reduction in plankton base and fish food [18]. In the late 1990s, another
ctenophore, Beroe ovata Mayer, 1912, invaded the Black Sea and began to consume Mnemiopsis leidyi [6].
Now, the system is balanced: when the number of one species increases, the number of other species
decreases. Therefore, it was suggested that these invader species should make a significant contribution
to changing the seasonal dynamics of coastal water bioluminescence.

The aim of this work is to determine influence of these two species on the seasonal dynamics of coastal
water bioluminescence.
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MATERIAL AND METHODS

The fieldwork was carried out at the 10-mile station off the Kruglaya Bay (No. 1) and at two
stations in the Sevastopol Bay (No. 2 and 3) (Western Crimea) (Fig. 1). The research was based
on the real-time instrumental measurements of bioluminescence amplitude-frequency parameters, as well
as on the determination of their spatial conjugacy with biological and hydrophysical characteristics
of water masses.

Fig. 1. Map of stations
Рис. 1. Карта станций

Station No. 1, located near the Kruglaya Bay (depth of 60 m), has water exchange with the open sea
and is characterized by a fairly stable stratification of water column, which determines the vertical structure
of temperature and salinity. Stations No. 2 and 3 are located in the Sevastopol Bay, and water exchange with
the open sea is limited. In addition, the Sevastopol Bay includes the mouth of the Chernaya River, which
is the flow of fresh water into the bay; this results in mixing of river water and seawater [15]. Depending
on the volume of river flow, the impact of fresh water extends to different zones of the bay, which sig-
nificantly affects region ecological conditions. Water area of Konstantinovskaya Bay (station No. 2, depth
of 19 m) is relatively clean. Gollandiya Bay (station No. 3, depth of 18 m) is located in the central part
of the Sevastopol Bay in the zone of active mixing of river water and seawater [8].

Bioluminescence intensity and background parameters were recorded using a submersible complex
“Salpa-M” [21]. It allows taking simultaneous measurements of bioluminescent potential, temperature,
hydrostatic pressure, turbidity, and photosynthetically active radiation. “Salpa-M” has four rows of black-
ened impellers, consisting of two groups of rows mutually perpendicular to attack angles and forming
a moving light trap. This ensures the attenuation of light energy by 2·10⁷ times, which is especially im-
portant during the daytime. The weight of the submersible complex does not exceed 15 kg; it is designed
for autonomous power supply of 24 V.

Discreteness of the measurements during the “down” operation at a speed of 1.2 m·s⁻¹ was about 0.25 m.
To construct graphs of vertical profiles, the data were integrated up to 1 m. The method of collecting
and processing the data using the “Salpa-M” complex was previously described in details [21]. On processing
its data, profiles of bioluminescence, temperature, salinity, and conditional density of water were calculated.
Results of the measurements were processed and added to a database [13].

Simultaneously with measurements with the “Salpa-M” complex, phytoplankton samples were taken
using a bathometer. The fieldwork was carried out both at night (the period of maximum bioluminescence)
and at daytime (the period of minimum bioluminescence). At each station, measurement with the “Salpa-M”
complex was carried out twice. During several cruises of RV “Professor Vodyanitsky”, 10 to 30 continuous
soundings were made by the “Salpa-M” complex at station No. 1.
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Changes in sea surface temperature (hereinafter SST) in Sevastopol area were analyzed for 2008–2017
based on the analysis of remote sensing data. Under the conditions of a sea expedition, methodologi-
cal approaches described in this article were tested, which will be applied in the scientific researches
in the Antarctic region.

RESULTS

Mean annual SST values (°C) have a negative trend since 1982 reaching its minimum in 1987; then,
the period until 2017 is characterized by a significant positive trend (Fig. 2). Since trend lines were con-
structed by least squares calculation, the accuracy of the approximation was estimated by the coefficient
of determination. This graph clearly shows that during the period of ctenophores invasion in the area studied,
substantial warming of surface waters occurred.

Fig. 2. Mean annual sea surface temperature values (°C) calculated for 1982–2017 with a spatial resolution
of 0.0417° in latitude and longitude. R-squared (R² ) is the coefficient of determination; F is Fisher’s F-test;
Fcrit is the critical value of Fisher’s F-test for the data considered at the accepted confidence probability α [14]
Рис. 2. Среднегодовые значения температуры поверхности моря (°C), рассчитанные для 1982–2017 гг.
с пространственным разрешением 0,0417° по широте и долготе. R-squared (R² ) — коэффициент
детерминации;F —F-критерий Фишера;Fcrit — критическое значениеF-критерия Фишера для данных,
рассматриваемых при принятой доверительной вероятности α [14]

Data analysis showed that in 1965–1966, two seasonal peaks of bioluminescence were ob-
served (Fig. 3A), which were associated with spring and autumn phytoplankton blooming [5]. In recent
years, global warming has changed this rhythm. Thus, in 2008–2012, the seasonal dynamics of biolumi-
nescence on Sevastopol coast was characterized by the appearance of additional peaks in the warm sea-
son, associated with the outbreaks of warm-water invader ctenophores – M. leidyi and B. ovata (Fig. 3A).
Under favorable conditions, abrupt outbreaks of B. ovata abundance are possible, often alternating with
recessions up to its complete disappearance (this, for example, is typical of North America coast [11]).
It resulted in significant imbalance in the seasonal dynamics of the coastal water bioluminescence
near Sevastopol.
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Fig. 3. A – seasonal dynamics of bioluminescence intensity; B – inter-annual dynamics of bioluminescence
(mean values are indicated by a blue line) and water temperature (red line) in Sevastopol coastal waters
in 55-m layer (1966, 2008–2012)
Рис. 3. A — сезонная динамика интенсивности биолюминесценции; B — межгодовая динамика
биолюминесценции (средние значения — синяя линия) и температуры воды (красная линия)
в прибрежных водах Севастополя в 55-метровом слое (1966, 2008–2012)

The inter-annual dynamics of temperature and bioluminescence (Fig. 3B, Table 1) was characterized
by the presence of a positive annual mean trend – an increase in mean values of water temperature in 0–55-m
layer from +12.11 °C (2008) to +12.89 °C (2010). The maximum summer values of the mean temperature
increased from +18.00 °C (August 2008) to +22.62 °C (August 2011).

The peaks of bioluminescence (Fig. 3B) were observed in June 2008 (3594·10⁻¹² W·cm⁻²·L⁻¹), in July
2009 (4200·10⁻¹² W·cm⁻²·L⁻¹), and in September 2009 (6029·10⁻¹² W·cm⁻²·L⁻¹), as well as in spring
and autumn regularly due to phytoplankton blooming (Table 1).

The vertical structure of bioluminescence in all the seasons was determined by hydrological conditions,
especially thermocline layer location. Bioluminescence is mainly represented by a structure of two maxima
separated by a water column where bioluminescence is reduced. The upper stationary layer was almost
always observed at a depth of 0–6 m; the lower layer with a higher luminosity migrated within 15–64 m
and was located in thermocline area.
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Table 1. Mean values of water temperature (T, °C) and bioluminescence (B, ·10−12 W·cm−2·L−1) at station
No. 1 (I–XII indicate months January till December)
Таблица 1. Средние значения показателей температуры воды (T, °C) и биолюминесценции
(B, ·10−12 Вт·см−2·л−1) на станции № 1 (I–XII — месяцы с января по декабрь)

Year 1966 2008 2009 2010 2011 2012
Index T B T B T B T B T B T B

I 8.5 1094 9.3 8.62 929 10.16 1204 10.45 2048 8.35 42
II 7.7 781 7.7 859 8.38 2643 9.42 1326 8.5 691 7.29 17
III 7.7 703 7.7 352 7.9 1274 8.72 1233 8.07 544 7.94 68
IV 8.7 1016 9.0 391 10.84 733 9.62 1801 8.92 850 9.58 618
V 10.2 3516 11.3 781 11.75 700 11.48 1754 12.04 1104 10.06 76
VI 11.3 3047 12.3 3594 17.03 371 16.81 974 11.27 412 11.88 249
VII 15.4 781 17.7 1172 14.9 1011 13.43 4200 12.89 772 13.46 248
VIII 17.2 703 18.0 195 14.91 1970 17.24 126 22.62 1534
IX 15.9 1094 17.0 469 16.62 6029 17.07 386 16.92 1898 13.71 1254
X 15.2 2344 16.2 781 19.36 675 16.81 2257 13.30 2410
XI 13.0 2574 13.3 5000 13.57 608 15.87 6545 11.37 2256
XII 9.8 2188 10.2 2813 12.00 900 12.00 4000 9.70 1304

Studies of the inter-annual dynamics of invader ctenophores abundance near Sevastopol
in 2009–2010 [1] showed that seasonal peaks for M. leidyi and B. ovata do not coincide (Fig. 3)
due to differences in diets of these species. Increase in B. ovata abundance leads to decrease in M. leidyi
abundance, which restores the number of luminous dinoflagellates. Recently it has been found out [20]
that even M. leidyi larvae and post-larvae are likely to consume significant amounts of microphyto-
and zooplankton including dinoflagellates, ciliated infusoria, and other flagellates.

B. ovata is the main consumer of M. leidyi in the Black Sea. Peaks of its seasonal abundance oc-
cur at the end of summer, when M. leidyi biomass reaches its maximum value. After density of food
resource reduces, Beroe populations continue to persist due to a decrease in the mean body size
of individuals [12].

Using the statistical analysis (Pearson’s correlation coefficient, r) on the data on invader ctenophore
abundance and bioluminescence dynamics showed that correlation between M. leidyi traits studied
and the bioluminescence is low (−0.49) (Figs 4, 5). Correlation between B. ovata traits studied and the bi-
oluminescence was assessed as strong (0.71). It can be concluded that in cases of r = −0.49, the increase
in M. leidyi biomass moderately affects the decrease in bioluminescence intensity. In cases of r = 0.71,
the increase in B. ovata biomass significantly affects the increase in bioluminescence intensity. Correla-
tion between these data was measured by the Chaddock scale. Criteria for evaluation were as follows:
0.1 < r < 0.3 (weak); 0.3 < r < 0.5 (moderate); 0.5 < r < 0.7 (noticeable); 0.7 < r < 0.9 (strong);
0.9 < r < 1 (very strong).

DISCUSSION
Because of the global warming, intensive distribution and development of gelatinous plankton has oc-

curred in various marine areas of the world in recent decades. Significant secular trends of increasing
air temperature (by 0.4–0.8 °C per 100 years) are observed along Black Sea coast, which corresponds
to global warming estimates [9]. During the second half of the XX century, the recurrence of strong
winds and upwellings decreased three times; a significant increase in precipitation and a decrease in evap-
oration were observed [10 ; 14]. This created the conditions for the resettlement of invader species,
which have radically changed Black Sea ecosystem.
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Fig. 4. Inter-annual dynamics of Mnemiopsis leidyi and Beroe ovata abundance (A) and biomass (B) [1]
Рис. 4. Межгодовая динамика численности (A) и биомассы (B) Mnemiopsis leidyi и Beroe ovata [1]

Fig. 5. Dependence of bioluminescence on ctenophores biomass: A – Mnemiopsis leidyi; B – Beroe ovata
(for 0–10-m layer)
Рис. 5. Зависимость биолюминесценции от биомассы гребневиков: A — Mnemiopsis leidyi; B —
Beroe ovata (для слоя 0–10 м)
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In the Black Sea, warm-water ctenophores appeared about 40 years ago [17 ; 18], as well as in the Sea
of Azov [12] and the Caspian Sea [19]. Everywhere, M. leidyi invasion led to catastrophic changes
in marine ecosystems [23]. For a decade, due to the absence of natural predators, M. leidyi de-
velopment in the Black Sea was controlled only by temperature and food availability [7]. In 1997,
its consumer, new carnivorous ctenophore B. ovata, was firstly discovered in the Black Sea; in 1999
and 2000, Mnemiopsis population density began to decline rapidly due to Beroe mass development [22].
Before the invasion of this predatory ctenophore, Mnemiopsis had abundance peaks in warm sea-
son. Now, in the summertime, the second minimum of its abundance is formed, due to B. ovata
intensive development.

Till now, there are practically no studies on the effect of these invaders on the overall variability
of Black Sea bioluminescence. Prior to their invasion, the total luminosity of coastal waters was deter-
mined by seasonal peaks of dinoflagellates development [2 ; 3 ; 4 ; 5]. Invader ctenophores do not only
actively luminesce on their own, but also have a decisive influence on species composition and abundance
of other bioluminescents.

According to the results of the detailed study of the long-term variability of bioluminescence
in 2009–2012 in the research area [16], seawater luminescence in winter occurs due to the develop-
ment of microalgae Ceratium fusus Ehrenb., C. tripos Ehrenb., C. furca Ehrenb., Protoperidinium diver-
gens (Ehrenb.) Balech, P. crassipes (Kof.) Balech, P. pallidum (Ostenf.) Balech, P. depressum (Bailey),
and Balech oblongum (Auriv.) Parke & J. D. Dodge. The second peak of the development of microalgae,
Gonyaulax, Scrippsiella trochoidea (F. Stein), Scrippsiella Balech ex A. R. Loeblich III, 1965, and Lingulo-
dinium polyedrum (F. Stein) J. D. Dodge, was observed during the springtime. This study has shown that
the seasonal variability of total bioluminescence occurs in spring and autumn till now, as it was observed
in the 1970s. Meanwhile, now bioluminescence peaks are sometimes twice as high as they were 50 years ago.
It is likely that, in addition to microalgae contribution, in certain seasons of the year, the total area of lu-
minous water increases due to ctenophores bioluminescence contribution. The authors of the present study
very often register rapid increases of bioluminescence level in areas of ctenophores swarms in Sevastopol
coastal waters. However, the incompleteness of these data does not allow one to estimate direct ctenophores
contribution to the total water luminosity. On the other hand, ctenophores abundance is not comparable with
that of phytoplankton determining the total bioluminescence of coastal waters.

Thus, the results of this study showed that differences in food modes of ctenophores have a significant
impact on the seasonal dynamics of the bioluminescence of Black Sea coastal waters. The invasion of a new
predatory species has led to the emergence of a balance, that depends on the nature of regional climatic
and seasonal changes in the aquatic environment.

This work was carried out within the framework of government research assignments of IBSS “Superposition of phys-
ical, chemical, and biological processes in the formation of the quality of the marine environment and the functional
state of aquatic organisms in the Sea of Azov – Black Sea basin” (No. АААА-А18-118020790154-2) and “Functional,
metabolic, and toxicological aspects of the existence of hydrobionts and their populations in biotopes with different
physical and chemical regimes” (No. АААА-А18-118021490093-4) and partly supported by the grant of the Rus-
sian Foundation for Basic Research (No. 18-45-920015). Method development was carried out within the frame-
work of the project “Comprehensive studies of the current state of the ecosystem of the Atlantic sector in the Antarctic”
(No. АААА-А19-119100290162-0).
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ВЛИЯНИЕ ГРЕБНЕВИКОВ-ВСЕЛЕНЦЕВ
НА ИЗМЕНЧИВОСТЬ БИОЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ У БЕРЕГОВ ЗАПАДНОГО КРЫМА

А. В. Мельник, В. В. Мельников, Л. А. Мельник, О. В. Машукова

Федеральный исследовательский центр «Институт биологии южных морей имени А. О. Ковалевского РАН»,
Севастополь, Российская Федерация

E-mail: melnikalexsand@gmail.com

Во второй половине XX века произошли значительные изменения в экосистеме Чёрного моря.
Так, число штормовых ветров и апвеллингов уменьшилось, осадки стали обильнее, солёность при-
брежных вод снизилась, температура водных масс повысилась. Кроме того, произошло вселение
гребневиков. В итоге в конце 1980-х гг. пелагическая экосистема Чёрного моря резко перестрои-
лась. Данная работа основана на исследованиях, выполненных при помощи дистанционного зонди-
рования в 1965–1966 и 2007–2012 гг. в районе г. Севастополя (Западный Крым). Анализ спутнико-
вых данных за последние 20 лет показал наличие положительной динамики температуры поверх-
ностных вод в акватории Севастополя. В середине 1960-х гг. годовая динамика биолюминесценции
характеризовалась сезонными пиками свечения динофитовых микроводорослей. В последние го-
ды этот ритм изменился из-за вселения гребневиков. Увеличение численности Mnemiopsis leidyi
приводит к уменьшению биолюминесценции светящихся микроводорослей, которых этот гребне-
вик потребляет. Вселение и размножение Beroe ovata обусловило резкое уменьшение биомассы
M. leidyi и, как следствие, рост биолюминесценции.
Ключевые слова: Чёрное море, биолюминесценция, гребневик, солёность, мониторинг

Marine Biological Journal 2020 vol. 5 no. 2

https://doi.org/10.1093/plankt/fbh033
http://ibss-ras.ru/
http://ibss-ras.ru/
mailto:melnikalexsand@gmail.com


ИнБЮМ – IBSS

Морской биологический журнал, 2020, том 5, № 2, с. 76–87
Marine Biological Journal, 2020, vol. 5, no. 2, pp. 76–87

https://mbj.marine-research.org; doi: 10.21072/mbj.2020.05.2.07
ISSN 2499-9768 print / ISSN 2499-9776 online

УДК 574.64:582.261.1

ОЦЕНКА НЕОДНОРОДНОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК
ПРИ ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ ЭКСПЕРИМЕНТАХ

С КЛОНОВЫМИ КУЛЬТУРАМИ БЕНТОСНЫХ ДИАТОМОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ

© 2020 г. А. Н. Петров, Е. Л. Неврова

Федеральный исследовательский центр «Институт биологии южных морей имени А. О. Ковалевского РАН»,
Севастополь, Российская Федерация

E-mail: alexpet-14@mail.ru

Поступила в редакцию 17.09.2019; после доработки 23.04.2020;
принята к публикации 26.06.2020; опубликована онлайн 30.06.2020.

Увеличение антропогенной нагрузки на прибрежные акватории требует постоянного отслежива-
ния состояния их экосистем. Удобными биоиндикаторами для опосредованной оценки качества
морской среды служат донные диатомовые водоросли, являющиеся ключевым звеном морских
прибрежных сообществ и обладающие высокой чувствительностью к влиянию экологических фак-
торов. Изменение показателей развития микроводорослей под воздействием различных токсикан-
тов может быть подходящим инструментом при мониторинге качества морской среды, однако
научно-методические подходы использования бентосных диатомовых как тест-объектов остают-
ся недостаточно разработанными. Одной из важных проблем является оценка достоверности вы-
борок при подсчёте обилия клеток в сосудах на разных этапах токсикологического эксперимен-
та. Цель работы — провести статистическую оценку достоверности равенства среднего исход-
ного числа клеток инокулята клоновой культуры, вносимого в каждую из повторностей, а так-
же достоверности равномерного распределения клеток по всей площади дна чашек Петри. Ис-
пользованы клоновые культуры трёх видов бентосных диатомовых водорослей — Thalassiosira
excentrica Cleve, 1903 (Coscinodiscophycea), Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow, 1880
(Fragilariophyceae) и Pleurosigma aestuarii (Bréb. in Kütz.) W. Smith, 1853 (Bacillariophyceae). Эти ви-
ды относятся к разным классам Bacillariophyta и значительно различаются по морфологии панциря
и образу жизни (парящие в водной массе, прикреплённые, подвижные). Статистическое сравнение
вариативности числа клеток в эксперименте подтвердило отсутствие достоверных различий между
средними значениями исследуемого параметра у всех видов при стандартном уровне значимости
(0,05). Показано, что, несмотря на видоспецифические отличия в темпе приращения числа клеток,
вариативность числа клеток в полях зрения микроскопа в ходе эксперимента меняется незаконо-
мерно. Наибольшая вариативность отмечена на 5-е сутки у мелкоразмерного вида T. excentrica
(Cv = 42…55 %), а наименьшая — у крупноклеточного вида A. crystallina (Cv = 27…31 %). Уста-
новлено отсутствие достоверных различий в численности клеток между тремя повторностями
(для каждого из видов) как при исходном внесении инокулята в чашки, так и в последующие дни
опыта. Вывод справедлив для каждого из изученных видов диатомовых, что позволяет рассмат-
ривать все повторности как выборки одной совокупности и осреднять результаты, полученные
на разных стадиях токсикологического эксперимента. Статистически доказана равномерность рас-
пределения клеток по дну экспериментальных чашек, которая не зависит от видовой принадлеж-
ности клеток и их абсолютной численности. Результаты позволяют надёжно оценивать изменения
численности клеток тестируемых видов диатомовых водорослей на разных этапах эксперимента
по выборкам, полученным на основе подсчёта клеток в ограниченном числе полей зрения.
Ключевые слова: токсикологический эксперимент, методика, статистическая оценка,
Bacillariophyta, Thalassiosira excentrica, Ardissonea crystallina, Pleurosigma aestuarii, Чёрное море
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В связи со значительной антропогенной нагрузкой на Чёрное море, особенно проявляющейся
в прибрежных акваториях у берегов Крыма, необходимо отслеживать изменения состояния планк-
тонных и бентосных сообществ. В качестве одного из наиболее подходящих объектов для био-
тестирования и биоиндикации широко применяют микроводоросли, в частности планктонные,
по использованию которых имеются многочисленные методические разработки [3 ; 8 ; 12 ; 19].

Обширные литературные данные по изучению воздействия различных токсикантов на развитие
микроводорослей преимущественно посвящены представителям Chlorophyta [10] и Cryptophyta [17 ;
25]. Между тем вклад данных отделов (23 и 2 вида соответственно) в донные микроальгоценозы Чёр-
ного моря совсем незначителен, в отличие от вклада отдела Bacillariophyta (1094 вида и внутриви-
довых таксона) [13], представители которого составляют до 99 % численности и биомассы в микро-
фитобентосных сообществах Мирового океана [29]. Упомянутый факт указывает на недостаточный
уровень знаний для получения всеобъемлющей картины воздействия токсикантов на сообщества
микрофитобентоса.

Многие массовые виды донных диатомовых (Bacillariophyta), являясь важными структурными
компонентами морских экосистем, характеризуются приуроченностью к определённым микробио-
топам и высокой чувствительностью к влиянию неблагоприятных экологических факторов [14]. Это
позволяет использовать диатомовые водоросли бентоса в качестве перспективных тест-объектов, па-
раметры изменения физиологических показателей которых (удельная скорость роста, смертность,
состояние хлоропластов) под воздействием различных поллютантов служат удобным инструментом
при опосредованной оценке качества среды [3 ; 10 ; 12 ; 18 ; 24 ; 25 ; 27].

В рамках задач гидробиологического мониторинга прибрежных акваторий использование бен-
тосных диатомовых в качестве тест-объектов является мало разработанной научно-методической
проблемой [9 ; 23]. Её решение позволит получить новые экспериментальные данные о диапа-
зонах толерантности разных видов морских диатомовых водорослей при воздействии модельных
токсикантов (медный купорос, синтетические поверхностно-активные вещества, пестициды и пр.)
в ходе подострых и хронических опытов [1 ; 10 ; 11 ; 24 ; 25]. Также возникнет возможность ре-
шения ряда вопросов методического характера, от чего зависит надёжность выводов по итогам
токсикологических тестов [19].

Одной из основных методических проблем является проверка достоверности выборочных оце-
нок при подсчёте обилия клеток в экспериментальных сосудах (чашки Петри в нашем случае) на раз-
ных этапах многодневного токсикологического эксперимента. На точность результатов могут влиять
неодинаковое число клеток, которые исходно содержатся в дозированном объёме инокулята (1 мл),
вводимого в начале каждого эксперимента в чашки Петри, а также вероятная неравномерность
распределения клеток по дну чашек в последующие дни экспозиции.

Вследствие малых размеров и высокой численности диатомовых водорослей прямой тотальный
учёт клеток в каждой чашке на разных этапах эксперимента нереален. Именно поэтому подсчёт
числа клеток ведётся под микроскопом в конечном числе дискретных полей зрения известной пло-
щади, а затем полученные данные пересчитываются на всю площадь дна экспериментального сосуда.
В случае такого непрямого подсчёта общей численности клеток в чашках итоговые результаты могут
сильно варьировать, что способно привести к искажению выводов о степени воздействия токсикан-
та на изменение численности клеток. Указанные сложности определили необходимость проведения
специального методического исследования, результаты которого могут быть использованы для оп-
тимизации постановки токсикологических экспериментов с донными диатомовыми и обеспечить
бóльшую надёжность выводов при интерпретации полученных количественных данных.

Цель работы, проведённой с использованием клоновых культур трёх разных видов донных ди-
атомовых водорослей, — проверить справедливость следующих методических гипотез на основе
статистической оценки достоверности полученных результатов:
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1) среднее число клеток инокулята клоновой культуры, вносимое в каждую чашку Петри в начале
эксперимента, должно быть примерно равным, то есть исходные чи́сла клеток в каждой из трёх
повторностей, которые закладываются в каждой линии, не должны статистически различаться
между собой;

2) распределение клеток в каждой чашке, контролируемое в ходе многократного подсчёта в по-
лях зрения по всей площади дна, является сравнительно равномерным, то есть отсутствует
статистически значимая пространственная неоднородность по численности клеток in vitro.
Возможная агрегированность распределения клеток при просчёте определённого числа полей

зрения (их суммарная площадь составляет не более 4–5 % всей площади дна чашки Петри) при пе-
ресчёте на общую площадь дна экспериментального сосуда может приводить к значительной пере-
оценке (или недооценке) общего числа клеток и, соответственно, влиять на выводы о степени воздей-
ствия разных концентраций токсикантов и сроков экспозиции на итоговые изменения численности.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объекты исследований. Для оценки распределения клеток в экспериментальных сосу-

дах использованы три вида бентосных диатомовых водорослей: Thalassiosira excentrica Cleve,
1903 (Coscinodiscophycea), Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow, 1880 (Fragilariophyceae)
и Pleurosigma aestuarii (Bréb. in Kütz.) W. Smith, 1853 (Bacillariophyceae). Выбор видов обуслов-
лен следующими причинами: 1) значительные различия морфологии панциря (дисковидные, па-
лочковидные, сигмоидные); 2) разный образ жизни (планктонные — парящие в водной массе, бен-
тосные — прикреплённые к субстрату, подвижные — передвигающиеся по субстрату); 3) нали-
чие или отсутствие способности образовывать колонии; 4) видоспецифическая скорость размно-
жения, а следовательно, и предположительно разные характер распределения клеток по дну ча-
шек и темп прироста численности в ходе длительного эксперимента; 5) принадлежность к трём
разным таксономическим классам Bacillariophyta (в соответствии с использованной нами систе-
мой [28]). Сравнительная статистическая оценка характера распределения клеток, имеющих карди-
нальные различия в образе жизни, позволяет проверить объективность результатов при проведении
в дальнейшем токсикологических экспериментов с использованием представителей разных классов
Bacillariophyta.

По результатам молекулярно-генетических исследований и экспериментов по половому вос-
произведению, систематическое положение вида A. crystallina, ранее перемещённого из класса
Fragilariophyceae в класс Coscinodiscophycea, поставлено под сомнение. Высказано предположе-
ние, что Ardissonea (и иные представители Toxariales) могут представлять уникальную эволюци-
онную группу, обособленную от пеннатных диатомовых водорослей [22]. Учитывая то обстоятель-
ство, что по форме панциря и способности к образованию пучковидных колоний, прикреплённых
к субстрату, данный вид более схож с представителями Fragilariophyceae (к которым он и относил-
ся до недавнего времени), в целях нашего эксперимента мы рассматриваем A. crystallina именно
в составе этого класса.

Выбранные виды диатомовых водорослей выделены в клоновые линии путём изолирования
с помощью микропипетки и семикратной промывки одиночной клетки под бинокуляром МБС-10
при увеличении ×40 [2 ; 5 ; 18].

Thalassiosira excentrica выделен из состава микрофитобентоса рыхлого субстрата, отобранного
в бух. Ласпи в сентябре 2017 г. на глубине 9 м. Вид морской, бенто-планктонный, способен па-
рить в толще воды или опускаться на дно, характеризуется массовой встречаемостью в сублито-
ральной зоне Чёрного моря; клетки образуют цепочковидные колонии из 4–6 особей, соединён-
ных тонким прозрачным тяжем [13 ; 15]. Створки плоскоцилиндрические, диаметр диска 25 мкм*,
высота 3 мкм (рис. 1A, D).
*Здесь и далее размеры клеток указаны на момент начала эксперимента.

Морской биологический журнал 2020 Том 5 № 2



Оценка неоднородности распределения клеток при токсикологических экспериментах… 79

Ardissonea crystallina выделен из состава фитоперифитона искусственного субстрата, отобран-
ного в бух. Казачья в апреле 2018 г. на глубине 5 м. Вид морской, бентосный, часто встречается
в прибрежных районах; клетки прикрепляются к поверхности субстрата, образуя пучковидные ко-
лонии из 4–30 особей [4 ; 13]. Створки узколинейные, длина 410 мкм, ширина 18 мкм (рис. 1B, E).

Pleurosigma aestuarii выделен из состава микрофитобентоса каменистого субстрата, отобранного
у мыса Айя в июле 2018 г. на глубине 3 м. Вид морской, бентосный, встречается в массе в черно-
морской сублиторали; клетки одиночные, подвижные, быстро перемещаются по поверхности суб-
страта [13 ; 16]. Створки узколанцетные, сигмовидно изогнутые на концах, длина 135 мкм, ширина
22,5 мкм (рис. 1C, F).

Рис. 1. Использованные в эксперименте виды бентосных диатомовых водорослей: A, D — Thalassiosira
excentrica; B, E — Ardissonea crystallina; C, F — Pleurosigma aestuarii. Световой микроскоп — A, B, C
(масштабная линейка — 10 мкм); сканирующий электронный микроскоп — D (масштабная линейка —
5 мкм), E (масштабная линейка — 50 мкм), F (масштабная линейка — 20 мкм)
Fig. 1. Benthic diatoms used in experiment: A, D – Thalassiosira excentrica; B, E – Ardissonea crystallina;
C, F – Pleurosigma aestuarii. Light microscope – A, B, C (scale bar = 10 μm); scanning electronic
microscope – D (scale bar = 5 μm), E (scale bar = 50 μm), F (scale bar = 20 μm)

Содержание культур. Клоновые культуры содержали на питательной среде Гольдберг [7 ; 21],
модифицированной для культивирования морских бентосных диатомовых, при постоянной тем-
пературе (22 ± 2) °C при рассеянном естественном освещении на северном окне лаборатории
ФИЦ ИнБЮМ. Морскую воду для приготовления среды отбирали в 12-мильной зоне и фильтро-
вали через фильтр 0,45 мкм, затем трижды пастеризовали при температуре +75 °C; далее в неё
добавляли питательные вещества в соответствии с протоколом (табл. 1).
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Таблица 1. Состав модифицированной среды Гольдберг на морской воде
Table 1. Recipes for modified natural seawater media by Goldberg

№ раствора Вещество Количество вещества на 100 мл
дистиллированной воды

Количество раствора
на 1 л морской воды, мл

1 KNO3 10,1 г 2,0
2 NaH2PO4×2H2O 1,421 г 0,5

3 MnCl2×4H2O 0,01979 г 1,0CoCl2×6H2O 0,02379 г

4 Na2ЭДТА×2H2O 0,244 г 1,0FeCl3×6H2O 0,144 г
5 FeNH4-цитрат 0,072 г 0,5
6 Na2SiO3×5H2O 1,5 г 2,0
7 Тиамин (витамин B1) 0,05 мг 0,5
8 Цианкобаламин (витамин B12) 0,5 мг 5,0

Схема эксперимента. В опыте с клоновыми культурами трёх видов диатомовых водорослей
оценены возможные расхождения между тремя повторностями по среднему числу клеток в каждой
чашке Петри через одни и пять суток экспозиции. Для каждого вида опыт проводили с использо-
ванием модифицированной питательной среды Гольдберг, без добавления токсиканта. В каждую
из чашек (внутренний диаметр — 85 мм, площадь дна — около 5700 мм²) внесено по 30 мл питатель-
ной среды и по 1 мл инокулята клоновой культуры, после чего содержимое тщательно перемешано.
Затем чашка загерметизирована пленкой Parafilm во избежание испарения жидкости.

Для контроля равномерности распределения случайных полей просмотра по всей площади дно
чашки разделено линиями на 8 равных частей (рис. 2). В границах каждого сектора проведена фото-
фиксация 8–9 полей зрения, рандомизированно выбранных по площади дна, то есть в каждой чаш-
ке учтено по 64–72 поля. Микрофотографирование осуществлено под световым микроскопом Carl
Zeiss Axiostar Plus с объективом Achroplan ×10 с помощью цифровой камеры Canon PowerShot A640
(ФИЦ ИнБЮМ, г. Севастополь), а также под сканирующим электронным микроскопом JEOL
JSM-6390LA (ЦКП Ботанического института имени В. Л. Комарова РАН, г. Санкт-Петербург).
Таксономическая идентификация видов проведена по определителям [6 ; 15 ; 16 ; 26].

Рис. 2. Оценка неравномерности распределения случайных полей просмотра по всей площади дна
чашки Петри в эксперименте
Fig. 2. Estimation of distribution heterogeneity of random viewing fields over the entire Petri dish bottom
area in the experiment
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Подсчёт клеток проводили по фотографиям каждого сектора. Площадь одного поля зрения со-
ставила около 4,0 мм², то есть в ходе просмотров суммарно просчитывали 4,5–4,9 % площади дна
каждой чашки. При оценке равномерности распределения клеток диатомовых водорослей по дну
чашек на разных этапах эксперимента сравнивали средние значения числа клеток в полях просмот-
ра в 4 секторах дна чашек (A, B, C, D), при этом полученные ранее данные расчётов для полей
зрения из восьми смежных частей объединяли попарно: 1 + 2, 3 + 4, 5 + 6 и 7 + 8. Указанные ме-
тодические особенности связаны с тем, что абсолютная вариативность числа клеток при сравнении
отдельных полей просмотра даже в пределах одного из восьми секторов могла быть значительной,
особенно на 5-е сутки экспозиции. Так, например, для A. crystallina размах вариации составил от 16
до 41 клетки, для T. excentrica — 11÷48, для P. aestuarii — 36÷91. Коэффициент вариации при рас-
чётах количества клеток в отдельных секторах, разделённых линиями, также мог достигать 70–78 %.
При сравнительных расчётах по четырём секторам (A–D) с учётом объединённых данных из смеж-
ных частей дна чашек показатели вариативности числа клеток (дисперсия и стандартная ошибка)
становились заметно ниже из-за учёта удвоенного числа измерений по каждой выборке. Для оцен-
ки степени расхождения между повторностями (чашками) рассчитывали статистическую достовер-
ность парных различий средней численности клеток как между четырьмя секторами из одной чаш-
ки (то есть оценивали степень агрегированности клеток в пределах дна одной чашки), так и между
секторами, относящимися к разным чашкам.

Поскольку исследованные виды диатомовых характеризуются разными темпами прироста чис-
ла клеток в ходе эксперимента, для корректной оценки статистических различий по средней чис-
ленности рассчитывали скорость относительного приращения численности клеток (V) для всех
исследованных видов по формуле [19 ; 20]:

𝑉 = (𝑁(𝑡+∆𝑡) − 𝑁𝑡) / (Δ𝑡 ⋅ 𝑁𝑡) ,
где Nt — средняя численность клеток в культуре в чашке Петри в момент времени t (1-е сутки
эксперимента);

N(t+Δt) — средняя численность клеток в культуре в момент времени t+Δt (5-е сутки);
Δt — период экспозиции (4 суток).
Статистическая обработка данных. Статистическая обработка результатов экспериментов

проведена с применением стандартных алгоритмов вариационного параметрического и рангового
анализов, входящих в пакет статистических программ SigmaPlot 12.5 [30].

Нормальность распределения вариант в выборке (число клеток в 64–72 полях просмотра в каж-
дой чашке Петри) оценивали по критериям Шапиро — Уилка или Колмогорова — Смирнова с пред-
варительным тестированием данных и исключением из расчётов резко выделяющихся значений (вы-
бросов) в каждой выборке по методу квантилей. Такие агрегации с аномально высоким обилием
клеток не являются итогом естественного нарастания их количества в ходе эксперимента, но ино-
гда возникают либо вследствие исходного внесения дозатором в чашку Петри инокулята, в кото-
ром уже присутствуют соединённые полисахаридами агрегации клеток, либо в результате колебания
содержимого чашки в ходе манипуляций при фотографировании.

Сравнение дисперсий трёх и более независимых выборок проведено по критерию Фишера
(ANOVA), а также по ранговому критерию Краскела — Уоллеса (при отсутствии нормальности
в распределении вариант) для уровня значимости P = 0,05. Последующее сравнение у трёх видов ди-
атомовых достоверности различий средних значений признака (среднее число клеток в случайных
полях просмотра по четырём секторам чашек с учётом различных периодов экспозиции) выпол-
нено на основе t-критерия Стьюдента (в случае нормальности распределения вариант в выборках
и равенства дисперсий). Для сравнения независимых выборок, в которых распределение вариант от-
личалось от нормального, применены непараметрические критерии Холма — Шидака (для равных
по объему выборок) и Данна (при сравнении разноразмерных выборок) [30].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты анализа показали, что вариативность данных при подсчёте числа клеток в полях зре-

ния может заметно различаться как при сравнении разных видов, так и у одного вида, но в разные
периоды экспозиции (табл. 2).
Таблица 2. Вариационные характеристики для трёх видов донных диатомовых водорослей, отража-
ющие особенности изменения средней численности клеток в чашках Петри (три повторности) на 1-е
и 5-е сутки эксперимента
Table 2. Variation characteristics for three benthic diatom species reflecting the changes in mean cell number
in Petri dishes (3 replicates) on the 1st and 5th days of the experiment

Вид Повторность 1-е сутки 5-е сутки
n N ± SE Cv, % n N ± SE Cv, %

Ardissonea crystallina
I 65 6,16 ± 0,41 51,3 63 22,70 ± 0,82 31,4
II 63 6,82 ± 0,41 44,8 62 24,71 ± 0,90 32,2
III 62 6,79 ± 0,42 46,2 68 24,65 ± 0,76 26,7

Thallassiosira excentrica
I 63 9,19 ± 0,39 34,1 63 20,68 ± 1,42 54,6
II 64 9,67 ± 0,44 37,3 63 20,91 ± 1,21 46,1
III 62 11,45 ± 0,41 28,3 62 24,00 ± 1,26 41,6

Pleurosigma aestuarii
I 65 17,37 ± 0,38 29,6 72 63,44 ± 1,37 22,3
II 67 18,55 ± 0,54 24,0 72 60,78 ± 1,71 23,9
III 72 19,79 ± 0,52 22,8 72 61,83 ± 1,80 24,7

Примечание: n — суммарное число просмотренных полей зрения в каждой чашке Петри за вычетом рез-
ко выделяющихся вариант (выбросы); N ± SE — среднее число клеток ± стандартная ошибка по выборке;
Cv – коэффициент вариации.
Note: n – total number of examined viewing fields in each Petri dish minus the sharply distinguished values (statistical
outliers); N ± SE – mean cells number ± sampling standard error; Cv – coefficient of variation.

Возможные статистические различия в характере распределения диатомовых по дну чашки в раз-
ные периоды эксперимента могли быть вызваны тем, что в 1-е сутки распределение клеток в основ-
ном определялось тщательным механическим перемешиванием инокулята до и после его внесения
в чашку, что теоретически обуславливало более равномерное распределение клеток в полях зре-
ния. На 5-е сутки экспозиции характер распределения по дну чашки клеток диатомовых водорослей
в основном определяется их индивидуальной двигательной активностью и склонностью к прикреп-
лению и образованию агрегаций либо к пассивному парению в толще питательной среды. Перечис-
ленные факторы могли оказывать влияние на неравномерность значений при учёте численности
клеток в случайных полях зрения.

Наибольший коэффициент вариации отмечен в выборках A. crystallina в 1-е сутки эксперимента
(45–51 %), а также в выборках T. excentrica на 5-е сутки (42–55 %). Следует учесть, что среднее чис-
ло клеток в полях зрения у этих видов различалось в 3,5 раза. Высокая вариативность данных могла
быть вызвана неравномерностью распределения клеток этих видов, когда наряду с одиночно распо-
ложенными клетками в полях зрения присутствуют и их агрегации, в которых клетки соединяются
полисахаридными выделениями (T. excentrica) либо образуют пучковидные колонии (A. crystallina),
прикреплённые к дну чашки в одной точке. В свою очередь, выборки клеток P. aestuarii в полях
зрения характеризуются минимальной вариативностью (23–29 %) по параметру численности без-
относительно периода экспозиции, что объясняется подвижностью клеток данного вида, свободно
перемещающихся в ходе опыта по всему дну чашки, не концентрируясь в одной точке.

Результаты дисперсионного анализа для исследованных видов диатомовых показали, что дис-
персии выборок при сравнении трёх повторностей не различаются: вероятность (Р) принятия нуль-
гипотезы много выше критической (0,05) и составляет 0,27–0,49 в 1-е сутки и 0,16–0,47 на 5-е сутки.
Результаты попарного сравнения средних значений числа клеток в каждой чашке Петри (сравнение
между повторностями) на разных стадиях эксперимента приведены в табл. 3.
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Таблица 3. Результаты тестирования различий между средними значениями численности клеток в чаш-
ках Петри при попарном сравнении трёх повторностей для изученных видов диатомовых водорослей
на разных этапах эксперимента
Table 3. Results of testing the differences between the mean cell numbers in Petri dishes under pairwise
comparison of three replicates for diatom species at different stages of experiment

Вид Пара Среднее значение P Среднее значение Pповторностей (1-е сутки) (5-е сутки)

Ardissonea crystallina
I – II 6,16 6,82 0,252 22,70 24,71 0,090
I – III 6,16 6,79 0,283 22,70 24,65 0,092

II – III 6,82 6,79 0,951 24,71 24,65 0,747

Thallassiosira excentrica
I – II 9,19 9,67 0,416 20,68 20,91 0,906
I – III 9,19 11,45 0,000 20,68 24,00 0,084

II – III 9,67 11,45 0,003 20,91 24,00 0,080

Pleurosigma aestuarii
I – II 17,37 18,55 0,163 63,44 60,78 0,077
I – III 17,37 19,79 0,001 63,44 61,83 0,200

II – III 18,55 19,79 0,135 60,78 61,83 0,671
Примечание: Р — вероятность справедливости нуль-гипотезы об отсутствии различий между средними зна-
чениями численности клеток в сравниваемых выборках (Pα = 0,05). Статистически достоверно различающиеся
результаты выделены жирным шрифтом.
Note: Р – probability of acceptance of the null-hypothesis that there are no differences between the mean values of cell
number in samples compared (Pα = 0.05). Statistically significantly different results are indicated in bold.

Для A. crystallina все попарные различия по средней численности клеток между повторностями
как в 1-е, так и на 5-е сутки экспозиции недостоверны (Рэксп >> 0,05).

Для T. excentrica в 1-е сутки достоверные различия среднего числа клеток в полях зрения вы-
явлены между парами повторностей I – III и II – III (Pэксп ≤ 0,003). Между парой I – II различия
недостоверны (Pэксп = 0,416). На 5-е сутки достоверные различия средних значений числа клеток
между всеми парами повторностей отсутствуют.

Для P. aestuarii в 1-е сутки достоверные различия средних отсутствуют при попарном сравнении
повторностей I – II и II – III. Только при сравнении пары I – III различия средних значений чис-
ла клеток достоверны (Pэксп ≤ 0,001). На 5-е сутки достоверные различия средних значений числа
клеток при сравнении всех повторностей отсутствуют (Pэксп > 0,05).

Скорость относительного приращения численности клеток в среднем была выше у P. aestuarii
(0,59) и T. excentrica (0,40), чем у A. crystallina (0,37), что могло повлиять на показатели вариативно-
сти, хотя итоговые различия в численности клеток между повторностями эксперимента оказались
недостоверны у обоих видов (см. табл. 3).

Таким образом, можно считать, что вариативность средней численности клеток у каждого вида
в разных повторностях эксперимента в большинстве случаев не выходит за пределы статистической
погрешности. Данный факт даёт основание рассматривать все повторности (случайные выборки кле-
ток) как соответствующие одной исходно взятой совокупности (инокулят клеток каждого из видов)
со сходным характером вариативности показателей.

Результаты оценки равномерности распределения числа клеток по четырём секторам дна чашек
Петри показали следующее.

Первые сутки. Для всех изученных видов диатомовых водорослей не было выявлено статисти-
чески достоверных отличий (P >> 0,05) между средними значениями параметра (число клеток
в 16–18 полях просмотра) при попарном сравнении 12 секторов, то есть трёх повторностей (по четы-
ре сектора в каждой чашке — A, B, C, D). Следовательно, на начальном этапе эксперимента распре-
деление клеток по дну чашек статистически равномерно; заметных расхождений между чашками
в результатах расчёта общего числа клеток по средним значениям из выборочных полей просмотра
не происходит.
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Пятые сутки. С учётом того, что распределение числа клеток в выборках во многих секторах от-
личается от нормального (тест Колмогорова — Смирнова: 0,125–0,210) и имеет достоверно разные
дисперсии, тестирование достоверности возможных различий между секторами чашек проведено
на основе ранговых критериев (тест Краскела — Уоллеса).

Ardissonea crystallina. Результаты 66 попарных ранговых сравнений среднего медианного зна-
чения числа клеток в каждом секторе дна чашки Петри показали отсутствие статистически
значимых различий (Pэксп = 0,067) как между секторами дна одной чашки, так и между чашками
(повторностями).

Thallassiosira excentrica. Результаты 66 попарных ранговых сравнений средних медианных зна-
чений числа клеток в каждом секторе свидетельствуют об отсутствии статистически достоверных
различий (Pэксп = 0,071) как между секторами дна одной чашки, так и между чашками.

Pleurosigma aestuarii. При всех 66 попарных ранговых сравнениях 12 секторов из трёх повторно-
стей только в парах секторов, где рассмотрены данные из сектора 1D (1D vs 2A; 1D vs 2B; 1D vs 3B),
различия по среднему числу клеток были достоверны (Pэксп 0,001; 0,003; 0,008 соответственно).
Для остальных попарных ранговых сравнений медианных средних, выполненных по алгоритму Дан-
на, различия между секторами были недостоверны (Pэксп > 0,05). В случае исключения из анали-
за сектора 1D, единственного с аномально высокой численностью клеток в полях просмотра, ста-
тистически достоверных различий как между секторами дна одной чашки, так и между чашками
не выявлено (Рэксп = 0,272).

Полученные данные подтверждают статистическую равномерность распределения клеток бен-
тосных диатомовых водорослей по дну экспериментальных сосудов даже в том случае, когда прямым
визуальным подсчётом учтено не более 5 % дна чашки. Результаты сохраняют справедливость неза-
висимо от вида микроводорослей, их морфологического строения и образа жизни, а также отличий
в значениях их абсолютной численности в чашках на разных стадиях эксперимента.

Заключение. Результаты статистического сравнения степени вариативности числа клеток в экс-
периментальных чашках у трёх изученных видов морских бентосных диатомовых водорослей, от-
носящихся к трём разным классам Bacillariophyta (Thalassiosira excentrica, Ardissonea crystallina
и Pleurosigma aestuarii), подтвердили, что в абсолютном большинстве случаев отсутствуют достовер-
ные различия между средними значениями исследуемого параметра при стандартном уровне значи-
мости (0,05). Показано, что, несмотря на видоспецифические различия в интенсивности нарастания
численности клеток в ходе эксперимента, вариативность параметра меняется незакономерно. После
5-суточной экспозиции самая высокая вариативность числа клеток в полях зрения (Cv = 42…55 %)
отмечена у бентопланктонного мелкоразмерного вида T. excentrica, парящего в водной среде, а са-
мая низкая (Cv = 27…31 %) — у крупноклеточного A. crystallina, прикрепляющегося к дну чашки.

Установлено, что расчётная средняя численность клеток диатомовых между тремя повторно-
стями достоверно не различается как на первые сутки после исходного введения в чашки иноку-
лята, так и на заключительной стадии опыта. Вывод справедлив для всех видов диатомовых водо-
рослей, использованных в качестве тест-объектов, что позволяет рассматривать все повторности
как выборки одной совокупности и осреднять полученные по ним результаты на разных стадиях
токсикологических экспериментов.

Статистически подтверждена равномерность распределения клеток в пределах дна эксперимен-
тальных чашек (даже при учёте не более чем 5 % площади дна). Равномерность распределения
не является видоспецифичной и не зависит от абсолютной численности клеток в чашках. Полу-
ченные результаты позволяют статистически надёжно оценивать изменения численности клеток те-
стовых видов на разных этапах эксперимента по выборкам, полученным на основе подсчёта клеток
в ограниченном числе полей зрения.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Закономерности фор-
мирования и антропогенная трансформация биоразнообразия и биоресурсов Азово-Черноморского бассейна
и других районов Мирового океана» (№ гос. регистрации АААА-А18-118020890074-2).
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ESTIMATION OF CELL DISTRIBUTION HETEROGENEITY
AT TOXICOLOGICAL EXPERIMENTS

WITH CLONAL CULTURES OF BENTHIC DIATOMS
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An increase in anthropogenic pressure on coastal water areas requires regular monitoring of marine
ecosystems. The appropriate bioindicators for indirect assessment of the quality of the near-shore en-
vironment are benthic diatom algae, which are a key element of coastal communities and are highly sen-
sitive to environmental impact. Changes in the development of diatoms under the influence of various
toxicants may be used as relevant tool for monitoring of marine environment quality. However, scien-
tific and methodological approaches to application of benthic diatom algae as test objects remain unstud-
ied. One of the important methodological problems is the assessment of the significance of the samples
in experimental vessels when counting cells abundance at different stages of toxicological test. The study
is focused on assessment of the statistical significance of the equality of the initial mean number of cells
of clonal culture inoculum placed into each of the replicates, as well as the statistical uniformity of cell
distribution over the entire bottom area of Petri dishes. We used clonal cultures of three benthic diatom
species belonging to different classes of Bacillariophyta: Thalassiosira excentricaCleve, 1903 (Coscinodis-
cophycea), Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow, 1880 (Fragilariophyceae), and Pleurosigma aes-
tuarii (Bréb. in Kütz.) W. Smith, 1853 (Bacillariophyceae). They significantly differ in valve morphology
and life history (floating in water mass, attached to substrate, and motile). The results of statistical compari-
son of cell number variability in the experiment for all studied species confirmed the absence of significant
differences between the mean values of the tested parameter at a standard significance level (0.05). It was
shown that despite specific differences in cell growth rate during the experiment, the variability in cell
number in the microscope viewing fields varies irregularly. The highest value of the variability coefficient
was observed on the 5ᵗʰ day for the small-sized species T. excentrica (Cv = 42…55 %), and the lowest vari-
ability – for the large-cell species A. crystallina (Cv = 27…31 %). The absence of significant differences
in cell number between three replicates (for each species) was established both during the initial placing
of inoculum into the dishes and on the following days of the experiment. The conclusion is applicable
for each of diatom species studied, which allows to consider all replicates as subsamples of the replicate
sample and to average the results obtained at different stages of the toxicological experiment. The uni-
formity of cell distribution throughout experimental dishes bottom, which does not depend on species
and absolute cell number, was statistically proven. The results obtained allow to statistically reliably es-
timate the changes in cell number at different stages of toxicological experiment according to replicate
sampling, based on cell counting in a limited number of viewing fields.
Keywords: toxicological experiment, methodology, statistical estimation, Bacillariophyta, Thalassiosira
excentrica, Ardissonea crystallinа, Pleurosigma aestuarii, Black Sea
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Тема взаимодействий пластика и природных сообществ к настоящему времени актуальна как ни-
когда прежде. Постепенное накопление изделий из искусственных полимеров и их фрагментов
в природной среде достигло того уровня, при котором уже невозможно не считаться с влияни-
ем этих материалов на живые организмы. В первую очередь воздействию подвергаются сообще-
ства микроорганизмов, населяющих разные биотопы (как водные, так и наземные). Эти существа
находятся на переднем крае взаимодействия с пластиком, в том числе в морских экосистемах.
Тем не менее для понимания данных процессов необходимо принимать во внимание несколько
аспектов таких взаимодействий: влияние разных видов пластика на сообщества микроорганизмов
через выделение в среду продуктов их разложения, формы использования пластика самими мик-
роорганизмами, в том числе механизмы колонизации его поверхности, а также возможные про-
цессы биодеструкции полимеров за счёт деятельности микроорганизмов. При этом разные виды
пластика могут отличаться не только механической прочностью, но и устойчивостью к биодеструк-
ции, вызываемой микроорганизмами. Эксперименты с колонизацией поверхности видов пласти-
ка, разных по составу и механической прочности, позволяют получить широкий спектр резуль-
татов, актуальных не только для понимания современных природных процессов с участием пла-
стика: эти результаты важны и для применения в некоторых областях развития технологий (на-
пример, при создании композитных материалов). В частности, представляют большой интерес
исследования форм и механизмов устойчивой колонизации особо прочных полимеров видами
диатомовых водорослей из состава природных сообществ. За счёт обрастания поверхности осо-
бо прочных синтетических полимеров диатомеями возможно формирование единого диатомово-
полимерного композита, общие свойства которого уже существенно отличаются от свойств поли-
мера как такового. Например, при обрастании полимера диатомеями, плотно удерживающимися
на его поверхности за счёт физиологических механизмов, обеспечивающих им надёжную фикса-
цию, суммарная площадь поверхности композита возрастает на 2–3 порядка по сравнению с тако-
вой голого полимера. Такие композиты и их свойства формируются за счёт механизмов колони-
зации субстратов, используемых диатомеями из естественных морских ценозов, — при перенесе-
нии этих механизмов на новый, перспективный для заселения диатомеями материал. Возможно-
сти практического применения этих композитов лежат в сфере тепло- и звукоизоляции, а также
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в области создания протезирующей ткани при операциях на костях. В наших экспериментах от-
слежены последовательности развития устойчивого композита при колонизации диатомеями по-
верхности образцов особо прочного синтетического полимера, стойкого к коррозии. Процесс за-
селения образцов происходил на базе сообществ, сформированных в накопительных культурах
из природной морской среды. Образцы сверхвысокомолекулярного полиэтилена низкого давле-
ния (СВМПЭ) с гладкой и пористой структурой поверхности (с открытой ячейкой, до 80 объём-
ных % пористости) были подвергнуты колонизации диатомовыми водорослями Karayevia amoena
(Hust.) Bukht., 2006, Halamphora coffeaeformis (C. Agardh) Levkov, 2009 и Halamphora cymbifera
(W. Greg.) Levkov, 2009. Лабораторные эксперименты продолжались три недели. Накопительные
культуры микрофитов, на базе которых проводили эксперименты, были получены из Балтийского
моря (район г. Балтийска, Россия) и Аравийского моря (район г. Мумбаи, Индия). Типы и ста-
дии развития колониальных поселений на различных элементах микрорельефа фронтальной по-
верхности и в подлежащих полостях изучали с помощью сканирующего электронного микроско-
па на образцах, подвергнутых постадийной термической сушке. Отдельные клетки K. amoena,
H. coffeaeformis и H. cymbifera, их цепочковидные агрегаты и распростёртые колониальные по-
селения занимают различные по степени неоднородности элементы поверхности микрорельефа,
образуя структуры мощностью в 1–2 слоя со средней высотой поселения 1–1,3 высоты единичной
особи. Клетки K. amoena плотно фиксируются на полимерном субстрате, используя поровый ап-
парат нижней створки панциря. При этом наблюдения с помощью сканирующего электронного
микроскопа выявили отпечатки панцирей на субстрате, являющиеся признаками внедрения по-
лимерной подложки в ареолы гипотеки. Рассмотрены механизмы распространения диатомей трёх
указанных видов по различным элементам поверхности СВМПЭ, а также формирования характер-
ных элементов колониальных поселений, в том числе для K. amoena — последовательно в форме
«горшков» и сфер, посредством взаимодействия с поверхностью полимера и её растяжения по мере
нарастания количества плотно прикреплённых клеток в колониальном поселении.
Ключевые слова: диатомеи, диатомовые водоросли, Bacillariophyta, колонизация пластика,
СВМПЭ, устойчивые материалы, пластик в морской среде, аквакультура

Диатомеи многие десятилетия привлекают внимание широкого круга учёных из-за своей ро-
ли в экологии биосферы в целом — как производители примерно ¼ земного органического ве-
щества и почти ⅓ всего генерируемого на планете кислорода. Сравнительно недавно в сфере
материаловедения началось изучение иерархической многоуровневой организации, наблюдаемой
в устройстве панцирей диатомовых водорослей, и, как следствие, их биомеханических характе-
ристик. Подробно рассмотрены многие аспекты взаимодействия клеток с различными субстрата-
ми [6 ; 7 ; 14 ; 15 ; 16 ; 17 ; 24], однако адекватного ответа на ряд вопросов до сих пор нет. Более глу-
бокое понимание упомянутых аспектов ожидают получить благодаря использованию современных
методов FIB-SEM (focused ion beam scanning electron microscopy, сканирующая электронная мик-
роскопия с фокусированным ионным пучком) [6 ; 20 ; 25]. Применение технологий аквакультуры
может расширить использование диатомей в качестве устойчивого ресурса для биотоплива, биоми-
нерализации и производства материалов. Как важную экологическую проблему рассматривают сей-
час и потенциальную биодеградацию загрязняющих гидросферу полимеров с помощью обрастания
их диатомеями [2 ; 6 ; 22 ; 23 ; 26].

Сверхвысокомолекулярный полиэтилен низкого давления (далее — СВМПЭ), коммерциализи-
рованный компанией Celanese [9], представляет собой полимер с высокими механическими харак-
теристиками, используемый в морской практике для изготовления канатов и парусов с 1990-х гг.
В силу биоинертности, а также приемлемых механических свойств и износостойкости растёт сфе-
ра применения СВМПЭ в хирургии — при создании имплантов костей и суставов, а в последнее
время и в процессах реконструкции на клеточном уровне, в качестве скаффолдов для тканевой ин-
женерии [13]. Будучи колонизированными мезенхимальными стромальными клетками, скаффол-
ды из СВМПЭ с открытой пористостью демонстрируют высокую способность к остеоинтеграции
и васкуляризации [21].

Основная идея данного исследования состоит в следующем: если отдельные виды диато-
мей из природных морских сообществ способны колонизировать поверхность различных видов
пластика [4 ; 5 ; 6], в том числе СВМПЭ, то в ряде случаев этот процесс можно квалифицировать
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как способ создания нового класса биокоррозионно- и деформационно-устойчивых матери-
алов — диатомово-полимерных гибридов. Теоретически можно рассмотреть ряд процессов,
сопровождающих колонизацию синтетического полимера:
А. «Поверхностная однослойная колонизация» пройдёт без существенной пролиферации диато-

мей в глубину субстрата за счёт отсутствия его пористости. В случае если колонизированная
поверхность будет разрушаться в результате биодеградации, с течением времени этот процесс
завершится дезинтеграцией полимерных изделий на фрагменты различного размера, что может
быть использовано как технология борьбы с загрязнением среды макроскопическим пластиком.

Б. В противоположность «поверхностной однослойной колонизации», на поверхности биостойких
полимеров возможно развитие довольно толстого, плотного и механически прочного многослой-
ного покрытия с барьерными или другими свойствами, ценными для практического применения.

В. «Колонизация объёма» из-за интенсивной пролиферации в глубину пористого (ячеистого) по-
лимера создаст, как ожидается, устойчивый объёмный диатомово-полимерный композит с ши-
роким спектром технических характеристик, имеющих большое значение для решения кон-
струкционных, трибологических, фильтрационных и тепловых задач, а также для использова-
ния в сфере вибро- и звукоизоляции. Расширение спектра возможных применений обусловле-
но существенным ростом суммарной поверхности композита — на 2–3 порядка по сравнению
с неколонизированной поверхностью полимера.
Поскольку СВМПЭ обладает значительной химической и биологической устойчивостью, он яв-

ляется важным кандидатным материалом для изучения процесса колонизации его поверхности
и объёма. В этом исследовании мы обсудим первые результаты по структурным аспектам взаимодей-
ствия морских диатомовых водорослей из природных сообществ микрофитобентоса с поверхностью
пористого СВМПЭ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для изучения процесса колонизации поверхности использовали образцы СВМПЭ двух типов —

гладкие и пористые. Образцы обоих типов экспонировали в накопительных культурах диатомей,
выделенных с песчаной литорали: I — в р-не г. Мумбаи (Аравийское море); II — в р-не г. Балтий-
ска (Калининградский залив, Балтийское море). В обеих накопительных культурах диатомеи росли
при естественном рассеянном свете, в условиях чередования дня и ночи (на подоконнике в лабо-
ратории Института океанологии РАН), в диапазоне температур +5…+30 °C (от наиболее холодных
зимних месяцев к наиболее тёплым летним), покрывая стенки 1-литровых лабораторных сосудов
из полиэтилентерефталата (далее — ПЭТФ) и полиэтилена низкого давления (далее — ПНД). Рост
культур происходил без дополнительной аэрации, в том же объёме воды, в котором они были достав-
лены из природных биотопов. Солёность морской воды в первом сосуде составляла 30 ‰, во вто-
ром — 5 ‰. Возраст культуры I к моменту начала экспериментов по колонизации составил 21 ме-
сяц, культуры II — 20 месяцев. В культуре I доминировали представители рода Halamphora (Cleve)
Levkov — Halamphora coffeaeformis (C. Agardh) Levkov, 2009 (рис. 1c–e) и Halamphora cymbifera
(W. Greg.) Levkov, 2009 (рис. 1f); в культуре II — Karayevia amoena (Hust.) Bukht., 2006 (рис. 1a, b).

Выбор условий культивирования — достаточно жёстких для морских бентических диатомей,
взятых из природной среды, — был продиктован необходимостью получения смешанных нако-
пительных культур из нескольких видов, максимально приспособленных к совместному развитию
на протяжении длительного времени при отсутствии дополнительной аэрации и подкормки биоге-
нами извне и при существенных изменениях условий освещения и температуры среды. Факт коло-
низации поверхности стенок сосудов разными видами диатомей заслужил особого внимания и стал
основой для экспериментов с колонизацией СВМПЭ.

Образцы гладкого СВМПЭ получены путём термической нарезки плотного (не пористого) ци-
линдра диаметром 26 мм на «таблетки» высотой 2–3 мм с выглаженными за счёт оплавления
поверхностями.
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Рис. 1. Наиболее массовые виды диатомей, сформировавших обрастания на поверхности образцов пори-
стого СВМПЭ: a, b —Karayevia amoena (в накопительной культуре II); c–e —Halamphora coiffeaeformis;
f — Halamphora cymbifera (в накопительной культуре I)
Fig. 1. The most common diatom species that formed fouling on the surface of porous UHMWPE samples:
a, b – Karayevia amoena (in storage culture II); c–e – Halamphora coiffeaeformis; f – Halamphora cymbifera
(in storage culture I)

Образцы пористого СВМПЭ изготовлены в соответствии с методом, представленным в [12]. Сме-
шивали порошок СВМПЭ (4120 GUR Ticona®) и пищевую каменную соль (NaCl) с размером частиц
порошка 80–700 мкм. Сухую смесь с весовым соотношением компонентов 1 : 9 осторожно пере-
мешивали с использованием планетарной шаровой мельницы Fritsch Pulverisette 5 (Fritsch GmbH,
Германия) в агатовых барабанах (объём — 500 мл), заполненных шариками корунда с диаметром
8 мм. Термическую прессовку осуществляли под нагрузкой 70 МПа при +180 °C. Далее удаление
соли проводили с использованием дистиллированной воды при +60 °C с помощью ультразвуковой
мойки. Данный процесс привёл к образованию пористых структур с открытыми порами, с объёмной
пористостью около 80 %.

Для получения экспериментального оброста поверхности гладкого и пористого СВМПЭ (с раз-
ным микрорельефом поверхности) различные его образцы — по три повторности для каждого —
были экспонированы в накопительных культурах на период 21 сутки при постоянном рассеянном
освещении светодиодной лампой LED1106 G2 2.3 W, 18 mA, 35 lm/W. Размеры прямоугольных
образцов пористого СВМПЭ составляли 40×19×3 мм, диаметр гладких образцов — 25 мм. По два
лабораторных сосуда из бесцветного ПЭТФ и ПНД ёмкостью 1 л с накопительными культурами
располагались на расстоянии 45 см от источника света. Интенсивность освещения составляла 135 лк.

Трёхнедельная продолжительность эксперимента объясняется тем, что к концу этого перио-
да на поверхности образцов пористого СВМПЭ сформировались обширные россыпи бурых пя-
тен обрастания, хорошо различимые невооружённым глазом. Это позволило перейти к стадии
микроскопирования материала.

В сосудах 1 и 2 на стенках (ПЭТФ) росли колониальные поселения диатомей из накопительной
культуры II; в сосудах 3 и 4 на стенках (ПНД) — колониальные поселения диатомей из накопитель-
ной культуры I. В сосуде 1 экспонированы: пористый СВМПЭ, образцы № 8 и 9 — по три повторно-
сти, в два ряда, по три в ряд. В сосуде 2 экспонированы: пористый СВМПЭ, образец № 10 — три по-
вторности, верхним рядом, и «таблетки» гладкого СВМПЭ — три повторности, нижним рядом.
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В сосуде 3 экспонированы, по аналогии с сосудом 1, образцы пористого СВМПЭ № 1 и 2. В сосу-
де 4 экспонированы, по аналогии с сосудом 2: образец пористого СВМПЭ № 3 в трёх повторностях
и три «таблетки» гладкого СВМПЭ. Общая схема эксперимента приведена на рис. 2.

Рис. 2. Общая схема эксперимента с обрастанием поверхности образцов пористого и гладкого СВМПЭ
морскими видами диатомей из состава различных накопительных поликультур. 1а — схема экспе-
римента, вид сверху: А — мини-аквариумы (1-литровые бутылки) из ПЭТФ; Б — мини-аквариумы
(1-литровые бутылки) из ПНД; В — образцы, расположенные под углом к источнику освещения;
Г — слой колониальных поселений диатомей на стенке бутылки; Д — вектор направления светового
потока от источника. 1б — схема расположения образцов в бутылках № 1 и 3: Е — образцы пористо-
го СВМПЭ; З — грунт со дна моря; И — медная проволока, фиксирующая образец СВМПЭ в воде,
у стенки бутылки; К — уровень морской воды. 1в— схема расположения образцов в бутылках № 2 и 4:
Ж — образцы гладкого СВМПЭ
Fig. 2. General scheme of the experiment with colonization of the surface of porous and smooth UHMWPE
samples by marine diatoms from various storage polycultures. 1а – scheme of the experiment, top view:
А – PET-mini-aquariums (1-L bottles); Б – HDPE-mini-aquariums (1-L bottles); В – samples located
at an angle to light source; Г – layer of diatom colonial settlements on the bottle wall; Д – vector of the direction
of the light flux from the source. 1б – layout of samples in bottles No. 1 and 3: Е – porous UHMWPE samples;
З – sea soil; И – copper wire fixing UHMWPE sample in water, near the bottle wall; К – seawater level.
1в – layout of samples in bottles No. 2 and 4: Ж – smooth UHMWPE samples

В ходе эксперимента образцы СВМПЭ были подвешены в толще воды, на продевных петлях
из медной проволоки (Glorex, 20 м × 0,4 мм, с антикоррозионным покрытием) на расстоянии
5–10 мм от стенок аквариумов, покрытых диатомовыми обрастаниями, под углом 30–40° к источ-
нику света. Оброст видов рода Halamphora получен на образцах № 1, 2 и 3 (по три повторности
для каждого), вида Karayevia amoena— на образцах № 8, 9 и 10 (также в трёх повторностях). В ходе
экспериментов не производили контрольных извлечений образцов на протяжении 21 суток экспо-
зиции, поэтому не представляется возможным определить время и место появления первых клеток
диатомей на конкретных образцах.

При подготовке образцов для микрофотосьёмки с помощью сканирующего электронного микро-
скопа применяли новую авторскую методику трёхстадийной сушки: экспозиция в сушильном шка-
фу при +50 °C — 8 ч; при +80 °C — 3 ч; при +100 °C — 1 ч. Предложенная методика, нигде
не опубликованная прежде, была основана:
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1) на результатах экспериментов Ф. В. Сапожникова по сушке диатомового перифитона на нит-
чатых водорослях в сушильном шкафу, проведённых в 1996 г. на Беломорской биологической стан-
ции МГУ, целью которых было создание постоянных препаратов из высушенных панцирей диатомей
на поверхности нитчаток без потери пространственной организации перифитона;

2) на данных об изменении свойств СВМПЭ при нагреве, позволяющих оценить степень
плотности ассоциации панцирей с поверхностью образца.

Температура +80 °C — тот предел, за которым СВМПЭ начинает размягчаться, приобретая свой-
ства густой смолы. Однако мелкие диатомеи, такие как K. amoena (длиной до 15 мкм), при этом
не могут погружаться в толщу данного полимера за счёт собственного веса, поскольку их масса
слишком мала, удельная поверхность широких овалоидов вращения, каковыми геометрически яв-
ляются их панцири, довольно велика, а мягкость самого субстрата для этого недостаточна. Доказа-
тельством служит и тот факт, что более крупноклеточные виды диатомовых, использованные в экс-
периментах (Halamphora coffeaeformis и H. cymbifera, имеющие длину менее 30 и 50 мкм соответ-
ственно и геометрическую форму широкого овалоида вращения) не погружались в толщу полиме-
ра при нагреве свыше +80 °C. Добавим, что при +90 °C на образцах СВМПЭ начинает сказывать-
ся эффект памяти формы (расхожее материаловедческое обозначение этого процесса — «цилиндр
сужается и вытягивается»), за счёт чего мелкие предметы, погрузившиеся в него под собственной
тяжестью, выталкиваются наружу. Таким образом, после финального этапа сушки на протяжении од-
ного часа при +100 °C не следовало ожидать эффекта спонтанного вплавления панцирей диатомей
в поверхность этого полимера. Скорее, при неплотной ассоциации с полимером они бы отделились
от поверхности за счёт выталкивающего эффекта памяти формы.

Образцы, экспонировавшиеся в накопительной культуре I, после первичной сушки были силь-
но покрыты солью, поэтому их дополнительно отмывали посредством двухсуточной экспозиции
в дистилляте, а затем снова сушили 4 ч при +60 °C.

Микрофотосъёмку диатомового оброста проводили при увеличении от ×500 до ×700 с помощью
трёх сканирующих электронных микроскопов: Hitachi TM 1000, Tescan LYRA и Tescan MAIA3.

Подсчёт панцирей на поверхности образцов СВМПЭ проводили вручную по микрофотогра-
фиям, помечая учтённые экземпляры в составе как цепочек, так и «плащевидных» поселений.
При выделении дискретных пятен использовали маркеры разных цветов. Количество интервалов
при выделении размерных классов пятен примерно подсчитывали по формуле:

ℎ = 2(𝐼𝑄)𝑛−1/3 ,
где h — длина интервала;

(IQ) — разница между верхним и нижним квартилем (по формуле Фридмана — Диакониса [8]).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Колонизации поверхности образцов гладкого СВМПЭ не произошло ни в одной из накопи-

тельных культур диатомовых водорослей. Полученный результат важен в силу его потенциально-
го применения при конструировании морских необрастающих подводных конструкций из СВМПЭ
с гладкой поверхностью.

Эксперименты с колонизацией поверхности образцов пористого СВМПЭ показали ряд важных
особенностей этого процесса, в том числе общих, у различных видов диатомей. Так, в накопитель-
ных культурах, где на песчаном субстрате развивались многие виды диатомей, а на стенках экспери-
ментальных сосудов поселялись только несколько видов с преобладанием названных выше, перешли
на образцы СВМПЭ лишь отдельные таксоны.

Так, накопительная культура II насчитывала 10 видов бентических диатомей. Из них
Karayevia amoena образовывал многочисленные и плотные колониальные поселения на стенках со-
судов из ПЭТФ и разреженные поселения — на песчинках на дне ёмкости, Melosira nummuloides
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C. Agardh — немногочисленные короткие цепочки, а остальные виды из родовAmphoraEhr. ex Kütz.,
Diploneis (Ehr.) Cleve, Nitzschia Hassall и Fallacia Stickle et D. G. Mann часто встречались на песке
и изредка — на стенках сосуда. Из накопительной культуры II перешли к обитанию на новом суб-
страте (пористом полиэтилене) только два первых упомянутых вида — K. amoena и M. nummuloides.

Исследования с помощью сканирующего электронного микроскопа не выявили развития на об-
разцах СВМПЭ бактериальных колоний. В свою очередь, K. amoena сформировала на поверхности
различных образцов СВМПЭ колониальные поселения разных типов.

В составе накопительной культуры I отмечены три вида из рода Halamphora, два — Karayevia
Round et Bukhtiyarova ex Round, два — Nitzschia, один — Navicula Bory. Все бентические диатомеи
жили не только в песке на дне сосуда, но и на стенках, образуя на них плотные пятна колониаль-
ных поселений, в составе которых доминировала H. coffeaeformis. На образцах пористого СВМПЭ
поселились только H. cymbifera, H. coffeaeformis и K. amoena. Третий вид в культуре I имел морфо-
логические отличия от такового в культуре II и встречался редко, отдельными клетками, в то время
как первые два вида образовали колониальные поселения различных типов. Доминирующим видом,
формировавшим наиболее обширные колониальные поселения на пористом СВМПЭ, здесь также
являлась H. coffeaeformis. На поверхности образцов СВМПЭ и в данном эксперименте не было за-
фиксировано бактериальных колоний, но встречались отдельные клетки палочковидных бактерий.

Все три вида, показавшие активный рост на пористом СВМПЭ (K. amoena, H. coffeaeformis
и H. cymbifera), являются бентическими и ведут в природе прикреплённый образ жизни, колонизи-
руя различные субстраты (поверхность минеральных песчинок и растительных остатков, хитиновые
панцири отмерших беспозвоночных). При этом по макро- и микроморфологии панциря, способно-
сти к активному движению и способу закрепления на субстрате представители рода Karayevia су-
щественно отличаются от таковых Halamphora [3 ; 10 ; 11 ; 19]. Крайне малоподвижная K. amoena
прикрепляется к поверхности субстрата весьма плотно, и все перемещения её клеток сводятся к то-
му, что верхняя дочерняя клетка после деления отползает от нижней на расстояние, не превышаю-
щее, как правило, её длины. До настоящего времени не сообщалось о самостоятельном перемещении
K. amoena на расстояния значительно больше длины её панциря. Перенос клеток этого вида на новые
места обитания, существенно удалённые от прежних, происходит исключительно за счёт действия
внешних факторов при движении воды или при перемещении частиц уже заселённого ими субстра-
та. В частности, мы рассматриваем возможность переноса клеток на поверхность СВМПЭ (из со-
става колониальных поселений на стенках сосудов и с поверхности песчаного грунта) с помощью
пузырьков выделявшегося микрофитами кислорода, так как стенки этих пузырьков, отделявшихся
от оброста, часто имели буроватый цвет. Напротив, клеткиH. coffeaeformis иH. cymbifera ведут при-
креплённый образ жизни и малоподвижны, однако всё же способны перемещаться на расстояния,
во много раз превышающие длину их панциря, что может отражаться на характере формируемых
ими поселений [18].

Мы наблюдали три основных вида колониальных поселений, между которыми существовали
переходные формы. Это позволяет предположить, что заселение пористого СВМПЭ K. amoena
происходит в три последовательных стадии. Сначала клетки данной диатомеи распространяются
по субстрату, формируя цепочки первичной колонизации (рис. 3). Для этого они используют
верхушки (гребни) или же краевые области складок и хлопьевидных фрагментов поверхности.
Цепочки этого типа характеризуются терминальным (верхушечным) ростом: они образуются вслед-
ствие деления клеток и дальнейшего перемещения каждой верхней дочерней клетки от нижней
на небольшое расстояние по поверхности наиболее высоко выступающих элементов микрорельефа
образца. Интеркалярное удвоение клеток в такой цепочке происходит локально и только в местах
«ветвления» микрорельефа: к основному направлению роста добавляются боковые отростки,
также удлиняющиеся терминально. Можно предположить, что формирование данных цепочек —
это не только первичная колонизация поверхности, но и процесс поиска участков, на которых
возможно образование более компактных колониальных поселений.
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Рис. 3. Цепочки первичной колонизации
пористого СВМПЭ клетками Karayevia
amoena. На переднем плане цепочки проходят
по гребням складок субстрата (гр)
Fig. 3. Primary colonization chains of porous
UHMWPE by Karayevia amoena cells.
In the foreground, the chains pass along
the crests of substrate folds (гр)

При достижении такими цепочками участков ре-
льефа, характеризующихся либо высокой плотно-
стью расположения складок (в особенности на хол-
мовидных поднятиях), либо, наоборот, относитель-
ной гладкостью поверхности (включая дно неболь-
ших лакун), начинается образование цепочек вто-
ричной колонизации. Эти структуры формируются
за счёт удвоения уже не только терминальной клет-
ки в цепочке, но и всех остальных её клеток, до-
стигших такого участка. В результате образуются
продолговатые извилистые или ветвящиеся структу-
ры из клеток, расположенных в два ряда «по прин-
ципу ёлочки» (паркет «ёлочка») (рис. 4). Если це-
почка первичной колонизации имела существенные
(длиной хотя бы в 1–1,5 клетки) интервалы (разры-
вы), то из неё могут образоваться несколько цепо-
чек вторичной колонизации. При квазиоднородном
характере микрорельефа цепочки первичной, а за-
тем и вторичной колонизации способны покрыть по-
верхность субстрата довольно густой сетью (рис. 4).

Рис. 4. Цепочки вторичной колонизации
(цп2) пористого СВМПЭ диатомеей K. amoena.
Структуры из клеток, расположенных в два
ряда «по принципу ёлочки» (паркет «ёлочка»).
Субстрат представлен мелкими хлопьевидны-
ми фрагментами (хлп) относительно ровной
поверхности
Fig. 4. Secondary colonization chains
(цп2) of porous UHMWPE by diatom K. amoena.
Cell structures arranged in two rows according
to “herringbone principle” (“herringbone”
parquet). The substrate is represented by small
flocculent fragments (хлп) of a relatively flat
surface

Цепочки вторичной колонизации дают нача-
ло «ядрам», или наиболее плотным, инициальным
группам клеток, при разрастании колониальных по-
селений. Продолжая часто удваиваться в составе це-
почек вторичной колонизации, клетки K. amoena
эффективно распространяются по участку с вы-
сокой плотностью складок (часто по «холму»)
или же по ограниченному участку относительно ров-
ной поверхности, заполняя всю доступную его пло-
щадь. Так формируется третья стадия колонизации,
или «плащевидное» поселение (рис. 5).

Область, покрываемая таким поселением, зави-
сит от масштаба пространства элементов микро-
рельефа, обеспечивающего его развитие. Отметим,
что эти обширные поселения, образованные зача-
стую из сотен и тысяч клеток, состоят из более мел-
ких фрагментов мозаики, или «пятен» сходной кон-
фигурации [1]. «Пятна» бывают хорошо различимы
по узким извилистым зазорам между ними, а так-
же по направлению осей клеток, из которых состо-
ят. Эти «пятна», как правило, выглядят бугорками
в составе поселения, располагаются по отношению
друг к другу под разными углами и соответству-
ют очагам интенсивного деления клеток. При раз-
витии особенно густого «плащевидного» поселения
они отображают особенности поверхности микро-
рельефа, на которой происходит их формирование.
На образцах СВМПЭ различной пористости такие
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Рис. 5. Внешний вид участков «плащевид-
ных» поселений K. amoena на поверхности
пористого СВМПЭ (при разном увеличении)
Fig. 5. View of “cloak-like” areas of K. amoena
settlements on the surface of porous UHMWPE
(at different magnification)

«пятна» различаются обилием клеток. При достиже-
нии предельной плотности упаковки, когда клетки
поселения уже покрывают субстрат в 1–1,3 плотных
слоя и начинают приподниматься над ним в виде
бугра, они перестают массово делиться, как отмече-
но в составе обширных распростёртых «плащевид-
ных» поселений. Зафиксировано также, что перио-
дически, в условиях малой площади доступной от-
носительно ровной поверхности, клетки продолжа-
ют удвоение и начинают активно преобразовывать
субстрат, как это будет описано ниже.

На участках поверхности образца № 8, которая
представлена в основном относительно гладкими
хлопьями шириной 20(30)–80 мкм, изорванными
по краям, размер цепочек первичной колонизации
колебался от 2 до 12 клеток (в среднем — по 3),
с преобладанием цепочек по 3–4 клетки. Размер
цепочек вторичной колонизации на стадии обиль-
ного формирования «ёлочек» и покрытия субстра-
та густой сетью варьировал здесь от 3 до 23 кле-
ток (в среднем — 9,94), с преобладанием цепочек
по 6–11 клеток (на их долю приходилось суммар-
но 48,75 %) (рис. 6). В свою очередь, размер «пя-
тен» колебался от 9 до 73 клеток (в среднем —
31,01); наиболее крупные из них имели ветвистые
очертания.

Между тем в структуре «плащевидных» поселе-
ний преобладали (суммарно 65 %) «пятна» разме-
ром 19–35 клеток (рис. 6). Всего было учтено распо-
ложение 12 404 панцирей в составе 400 «пятен».

Рис. 6. Распределение частот размерных классов «пятен» в составе «плащевидных» колониальных
поселений на поверхности образца № 8
Fig. 6. Frequency distribution of size classes of “spots” in “cloak-like” colonial settlements on the surface
of sample No. 8
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На поверхности образца № 10 складчатость была существенно выше. Так, микрорельеф был
извилистым и мелкоскладчатым, состоял из трёхмерно ветвящихся структур, покрытых мозаикой
мелких плоских участков (40–60 мкм по наибольшей оси), расположенных в разных плоскостях
и разделённых тонкими невысокими складочками-барьерами. Цепочки первичной колонизации
имели здесь длину 2–8 клеток (в среднем — 3–4 клетки); цепочки вторичной колонизации состояли
из 3–15 клеток (в среднем — 5–8 клеток; 60 % приходилось на цепочки такой размерности) (рис. 7).
«Пятна» состояли из 5–26 клеток (в среднем — 17), но преобладали среди них структуры двух ти-
пов — сформированные из 14–16 и из 19–21 клетки, в зависимости от особенностей микрорельефа
поверхности (рис. 7). На данном образце было учтено 9 520 панцирей в составе 560 «пятен».

Рис. 7. Распределение частот размерных классов «пятен» в составе «плащевидных» колониальных
поселений на поверхности образца № 10
Fig. 7. Frequency distribution of size classes of “spots” in “cloak-like” colonial settlements on the surface
of sample No. 10

Важно отметить установленную нами способность K. amoena к модификации микрорельефа
СВМПЭ: с одной стороны — за счёт очень плотного прикрепления клеток к поверхности образца,
с другой — за счёт их синхронного деления в рядах. При рассмотрении фрагментов развитого обро-
ста на увеличении ×3000 зафиксированы следующие типы деформации поверхности полиэтилена
клетками диатомей.

Первый тип представлял собой гребни протяжённостью 20–30 мкм, выдавленные панцирями
диатомей вследствие уплотнения оброста с обеих сторон от складки. Последовательное удвоение
рядов клеток, плотно прикреплённых к субстрату, по обе стороны от невысокой, но широкой
складки со встраиванием между ними новообразующихся рядов приводило к растягиванию самого
субстрата: складка вытягивалась в узкий гребень. На таких гребнях росло по несколько клеток, на-
ходившихся в субстрате в лунках, которые отображали очертания панциря (рис. 8). Лунки могли
сформироваться за счёт обжатия этих клеток, продолжающих плотно удерживаться на своих ме-
стах, при поднятии краёв верхушки гребня за счёт его растяжения в высоту, сопровождающегося
выжиманием бровки в валик.

Второй тип образовывали отжатые и истончившиеся краевые области плоских участков
поверхности, по краям которых находились диатомеи в лунках по форме панциря (рис. 8).

Оба типа элементов крупной (по отношению к панцирям) деформации образовывались вслед-
ствие разрастания цепочек клеток в ширину (удвоения), а также из-за того, что панцири были
плотно прикреплены к поверхности, а новообразованные ряды клеток встраивались между уже
прикреплёнными рядами, при этом растягивая субстрат.
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Рис. 8. Деформации поверхности СВМПЭ клетками K. amoe-
na при формировании «плащевидного» поселения. Клетки
на бровке гребня (кбгр), выдавленного из широкой складки
субстрата плотными рядами клеток (квр), сидят в лунках, об-
разовавшихся при выдавливании бровки в виде валика. Слева
видна клетка в лунке (клкрл) на отжатом участке краевой об-
ласти (выжатый валик обрамляет клетку слева)
Fig. 8. UHMWPE surface deformations byK. amoena cells during
the formation of a “cloak-like” settlement. Cells on the edge
of the crest (кбгр), squeezed from a wide fold of the substrate
in dense cell rows (квр), sit in the wells formed by extruding
the brow in the form of a fold. The cell in the well (клкрл) is visible
on the left in the wrung-out part of the marginal area (the squeezed
fold frames the cell on the left)

Совершенно особые вторичные структуры, формируемыеK. amoena из СВМПЭ, отмечены на по-
верхности образца № 8 (рис. 9). При достижении максимальной плотности заселения ровного участ-
ка, относительно небольшого по площади, клетки начинали трансформацию его поверхности, ис-
пользуя плотное прикрепление к субстрату и увеличение числа соседствующих рядов и растягивая
тем самым полимерный субстрат.

Сначала формировался кольцевой ряд, расположенный по краю участка (рис. 9a), и начиналось
его удвоение в обе стороны с постепенным выдавливанием поверхности субстрата в невысокий коль-
цевой валик. Затем, отчленяя в процессе делений всё новые ряды в обе стороны — внутрь и нару-
жу от кольцевого ряда, диатомеи выжимали валик уже в кольцевую стенку (рис. 9b). Ряды внутри
такого строящегося «колодца» получали заведомо меньше света и биогенов, чем ряды снаружи, по-
скольку формировалось полузамкнутое пространство. В результате количество рядов снаружи рос-
ло быстрее, в том числе за счёт их интеркалярного удвоения вверх и вниз по всей высоте «колодца».
Стенки «колодца» от этого выгибались наружу, формируя «горшок» (рис. 9c).

Рис. 9. Глубокая деформация поверхности пористого СВМПЭ растущим колониальным поселением
K. amoena: а — образование кольцевого валика; b — стадия выдавливания валика в кольцевую стенку;
c — стадия «горшка»; d — формирование фрагмента «плащевидного» поселения в форме шара, внутри
оброста — выдавленный плотными рядами клеток в форме «горшка» фрагмент поверхности СВМПЭ;
e — расположение выступающих фрагментов «плащевидного» поселения в форме «горшков» и шаров
на фронтальной поверхности пористого СВМПЭ
Fig. 9. Deep deformation of the surface of porous UHMWPE by the growing K. amoena colonial settlement:
a – formation of an annular fold; b – stage of fold extrusion in the annular wall; c – stage of the “pot”;
d – formation of a fragment of a “cloak-like” settlement in the form of a sphere, inside the fouling there
is a fragment of UHMWPE surface extruded by dense cell rows in the form of a “pot”; e – location
of the protruding fragments of the “cloak-like” settlement in the form of “pots” and balls on frontal surface
of porous UHMWPE
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На поздних стадиях формирования такой структуры свет и биогены практически перестава-
ли поступать в её внутреннее пространство через узкое горло. В этот период рост числа кле-
ток продолжался только снаружи, — и диатомеи в рядах формировали уже короткие последова-
тельности из 3–4 клеток, образуя «финальные пятна» оболочки. Такие «финальные пятна» рас-
полагались под разными углами друг к другу. В конечной стадии формировалось подобие ша-
ра (рис. 9d): терминальное отверстие раздувшегося «горшка» закрывало «пятно» из диатомей на-
ружной оболочки. Диаметр этих выдавленных структур составлял ≈ 60 мкм на стадии валика
и ≈ 80 мкм на стадии «горшка»; объём в сформированном виде — ≈ 270–290 мкм³. Расстояние
между «горшками» на фронтальной поверхности образца достигало при редком их расположении
300(400)–600(700) мкм, а при частом расположении, включая парное, — 10(40)–700 мкм (рис. 9e).

Колонизация поверхности пористого СВМПЭ в толщу образца происходила на глубину
до 150–200 мкм — как в виде цепочек первичной колонизации по дну каверн, так и за счёт ши-
роких «плащевидных» поселений на участках глубокой складчатости фронтальной поверхности.

Последовательное формирование тех же трёх стадий колонизации пористого СВМПЭ отмечено
и для H. coffeaeformis, но со своими особенностями. Во-первых, цепочки первичной колонизации
у этого вида были существенно более разреженными (за счёт перемещения дочерних клеток на бόль-
шие расстояния после деления). Во-вторых, в их составе чаще наблюдали интеркалярное деление
клеток, и это не всегда сопровождалось отрастанием боковых «ветвей» по подходящим участкам
микрорельефа. В-третьих, первичная колонизация происходила не только по выступающим, мно-
госкладчатым участкам (на образцах № 1 и 2), но и по вогнутым элементам рельефа — как на по-
верхности образца № 3 (рис. 10). Здесь широкие, лишённые дополнительной складчатости и плав-
но изгибающиеся «лопасти» (шириной 200–400 мкм) часто перемежались с широкими кавернами
(200–700 мкм по наибольшей оси), глубина которых составляла 200–500 мкм. В свою очередь, сами
лопасти, благодаря своим изгибам, могли достигать 300–700 мкм по высоте. Тем не менее форми-
рование цепочек вторичной колонизации происходило по «кряжам» и краям каверн во фронталь-
ной поверхности СВМПЭ по тому же принципу «паркетчатого» удвоения рядов, как у K. amoena,
или путём увеличения числа клеток в цепочке в виде пучков. В-четвёртых, развитие особо крупных
«плащевидных» поселенийH. coffeaeformis чаще всего отмечали по краям крупных каверн (рис. 11),
а более мелких — по верхним краям «лопастей» (на образце № 3) или же по «холмам» (на образ-
цах № 1 и 2) (рис. 12). Ввиду разреженности цепочек первичной и вторичной колонизации, а так-
же сетчатого характера «пятен» достоверно выделить их типичные размеры для H. coffeaeformis
не представляется возможным.

Наконец, H. cymbifera вовсе не формировала цепочек первичной колонизации для поиска то-
пологически подходящих участков поверхности. Крупные клетки этого вида либо обосновывались
на притенённых участках микрорельефа и давали там начало очень плотным, компактным колони-
альным поселениям (на образце № 3) (рис. 13), либо поселялись одиночно по краям каверн, среди
густых поселений H. coffeaeformis (на образцах № 1 и 2) (рис. 12).

Рис. 10. Цепочки первичной
(цп1) и вторичной (цп2)
колонизации поверхности
пористого СВМПЭ клетками
Halamphora coffeaeformis
Fig. 10. Primary (цп1) and
secondary (цп2) colonization
chains of surface of porous
UHMWPE by Halamphora
coffeaeformis cells

Морской биологический журнал 2020 Том 5 № 2



100
Ф. В. Сапожников, А. И. Салимон, А. М. Корсунский,

О. Ю. Калинина, Ф. С. Сенатов, Е. С. Статник, Ю. Цветинович

Рис. 11. Крупное «плащевидное» поселение Halamphora coffeaeformis по краю крупной каверны
на фронтальной поверхности пористого СВМПЭ. В центре снимка — отдельная крупная клетка
H. cymbifera (H.c.)
Fig. 11. Large “cloak-like” settlement of Halamphora coffeaeformis along the edge of a large cavern
on the frontal surface of porous UHMWPE. In the center of the image there is a separate large cell
of H. coffeaeformis (H.c.)

Рис. 12. Небольшие «плащевидные» поселения Halamphora coffeaeformis по вершинам холмовидных
поднятий (хп) густоскладчатой поверхности пористого СВМПЭ
Fig. 12. Small “cloak-like” Halamphora coffeaeformis settlements along the tops of hill-shaped uplifts (хп)
of the densely folded surface of porous UHMWPE

Рис. 13. Плотное и компактное колониальное поселение Halamphora cymbifera на притенённом
(«пещеристом») участке (пу) микрорельефа пористого СВМПЭ
Fig. 13. Dense and compact Halamphora cymbifera colonial settlement in the shaded (“cavernous”) area (пу)
of porous UHMWPE microrelief
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Размеры компактных поселенийH. cymbifera варьировали от 6 до 32 клеток (в среднем — 17,08).
Преобладали группы по 14–18 клеток (в общей сложности — 32 %).

Заключение. Результаты экспериментов по изучению обрастания диатомеями образцов сверх-
высокомолекулярного полиэтилена никого давления с разной структурой микрорельефа поверхно-
сти позволили выявить ряд общих характеристик процесса. Обрастания поверхности гладкого СВМ-
ПЭ не произошло. Образцы пористого СВМПЭ колонизировали клетки с различной морфологией —
ахнантоиды (Karayevia amoena) и амфороиды (Halamphora spp.), обладающие неодинаковыми меха-
низмами адгезии к поверхности субстрата, но проявившие общие стратегии при освоении отлича-
ющихся по микрорельефу образцов. Для видов близких размеров (K. amoena и H. coffeaeformis,
размерный класс ≈ 10–18 мкм) выявлены три общие последовательные стадии формирования
колониальных поселений: 1) цепочки первичной колонизации, с помощью которых клетки рас-
селялись по субстрату; 2) цепочки вторичной, или плоскостной, колонизации; 3) распростёртые,
или «плащевидные», поселения, сформированные из «пятен».

Первая и вторая стадии колонизации распространялись преимущественно по выступающим эле-
ментам микрорельефа, а третья — на участках относительно ровных или же испещрённых мель-
чайшими, густо расположенными складками, где каждая клетка присоединялась сразу к двум-
трём складкам. На участках с максимально плотной складчатостью или с относительно гладкой
поверхностью оба вида формировали обширные «плащевидные» поселения, наиболее обильные
на приподнимающихся над общим уровнем фронтальной поверхности «холмах» и «лопастях».
На всех образцах, где минимальный повторяющийся участок складчатой поверхности был сопоста-
вим по площади с размерами клеток (от ≈ 10 : 1 до ≈ (50…100) : 1), отмечено формирование «пя-
тен» из более-менее определённого числа клеток, своим расположением повторяющих особенности
микрорельефа и образующих «плащевидные» поселения.

Для K. amoena впервые отмечена способность к модификации поверхности СВМПЭ — за счёт
крайне плотного прикрепления клеток к субстрату и, как следствие, растягивания этой поверхно-
сти при увеличении числа рядов клеток. В одних случаях модификация выражалась в точечном
растягивании краевых зон мельчайших ровных участков, пригодных для разрастания распростёр-
тых поселений. В других случаях трансформация заключалась в выжимании поверхности участка
в форме кольца и в дальнейшем формировании «горшка» с выпуклыми стенками.

На поверхности образца с минимальной складчатостью H. coffeaeformis (размерный класс
≈ 10–18 мкм) использовали для крупных компактных поселений притенённые участки — по краям
каверн, во вмятинах по изгибам «лопастей» и на узких перешейках между кавернами. В этом случае
площадь минимального относительно однородного участка значительно превосходила площадь кле-
ток данного размерного класса; они предпочитали участки, защищённые от движения воды и пря-
мого освещения. Более крупные клеткиH. cymbifera (размерный класс ≈ 30–35 мкм) при минималь-
ной складчатости также уходили в «тень», но использовали более сопоставимые с собой по площади
участки на дне неглубоких каверн.

Таким образом, выявлено, что при колонизации различных образцов пористого СВМПЭ диато-
мовые водоросли образуют устойчивые, плотно ассоциированные с поверхностью поселения, мор-
фология которых тесно связана с особенностями микрорельефа поверхности. При соответствующей
обработке полученных композитов, позволяющей избавляться от органического содержимого кле-
ток диатомей и очищать их панцири, становится возможным получение образцов СВМПЭ с устой-
чиво биоминерализованной поверхностью, суммарная площадь которой на несколько порядков
больше площади первоначальной поверхности.

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке грантов Лондонского королевского общества
(№ IEC/R2/170223) и Российского фонда фундаментальных исследований (№ 19-55-80004).
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FEATURES OF FORMATION OF COLONIAL SETTLEMENTS
OF MARINE BENTHIC DIATOMS

ON THE SURFACE OF SYNTHETIC POLYMER

Ph. V. Sapozhnikov1, A. I. Salimon2, A. M. Korsunsky2,3, O. Yu. Kalinina1,4,
F. S. Senatov5, E. S. Statnik2, and Ju. Cvjetinovic2

1P. P. Shirshov Institute of Oceanology, Moscow, Russian Federation
2Skolkovo Institute of Science and Technology, Moscow, Russian Federation

3University of Oxford, Oxford, United Kingdom
4Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
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The topic of interactions between plastic and natural communities is now more relevant than ever before.
Gradual accumulation of artificial polymer products and their fragments in the natural environment has
reached a level at which it is already impossible to ignore the affect of these materials on living organisms.
First and foremost, microorganism colonies inhabiting different biotopes, both aquatic and terrestrial,
have been affected. These species are at the front-end of interaction with plastic, including those present
in marine ecosystems. Nevertheless, in order to understand these processes, it is necessary to take into ac-
count several aspects of such interactions: the impact of different types of plastic on microbial community
through the release of their decomposed products into the environment, the forms of plastic usage by mi-
croorganisms themselves, including mechanisms for surface colonization, as well as possible biodegrada-
tion processes of polymers due to the actions of microorganisms. At the same time, types of plastic may dif-
fer not only in mechanical strength, but also in their resistance to biodegradation caused by microorganisms.
Experiments with surface colonization of types of plastic, which are different in composition and mechan-
ical strength, provide a wide range of results that are not just relevant for understanding modern natural
processes involving plastic: these results are also important for application in certain areas of technology
development (for example, when creating composite materials). In particular, researches into the forms
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and mechanisms of sustainable colonization of particularly strong polymers by diatoms from natural com-
munities are of great interest. Due to the fouling of surface of particularly strong synthetic polymers by di-
atoms, it is possible to form a single diatom-polymeric composite with general properties being already
substantially different from those of the polymer itself. For example, when a polymer is fouled with di-
atoms that are firmly held on its surface due to physiological mechanisms that ensure their reliable fixation,
total surface area of the composite increases by 2–3 orders of magnitude compared with this of bare poly-
mer. Such composites and their properties are formed due to mechanisms of substrate colonization used
by diatoms from natural marine cenoses – during the transfer of these mechanisms to a new material
being prospective for diatom settlement. The practical applications of these composites lie in the sphere
of heat and sound insulation, as well as in the field of creating prosthetic tissues for bone operations.
In our experiments, we tracked the sequence of development of a stable composite when diatoms colo-
nized the surface of samples of a particularly strong synthetic polymer being resistant to corrosion. In this
case, the sample population process took place on the basis of colonies formed in accumulative cultures
from the natural marine environment. Samples of ultra-high molecular weight polyethylene (UHMWPE)
with a smooth and porous surface structure (with an open cell, bulk porosity up to 80 %) were colonized
by diatoms Karayevia amoena (Hust.) Bukht., 2006, Halamphora coffeaeformis (C. Agardh) Levkov,
2009, andHalamphora cymbifera (W. Greg.) Levkov, 2009. These laboratory experiments lasted for three
weeks. Accumulative microphyte cultures, on the basis of which the experiments were conducted, were
obtained from the Baltic Sea (Baltiysk area, Russia) and the Arabian Sea (Mumbai area, India). The types
and stages of development of colonial settlements on various elements of the frontal surface microrelief
and in the underlying caverns were studied using a scanning electron microscope on samples subjected
to stepwise thermal drying. Individual cells of K. amoena, H. coffeaeformis, and H. cymbifera, their chain-
like aggregates, and outstretched colonial settlements occupied varying in degree non-homogeneous mi-
crorelief surface elements, forming structures with a thickness of 1–2 layers with an average settlement
height of 1–1.3 single specimen height. K. amoena cells were tightly fixed to the polymer substrate using
the pore apparatus of the flap of the frustule. Observations using scanning electron microscope revealed
shell imprints on the substrate, which were signs of a polymer substrate introduction into hypotheca are-
oles. The spread mechanisms of diatoms of three mentioned species on various elements of UHMWPE
surface were explored, as well as the formation of the characteristic elements of colonial settlements, in-
cluding for K. amoena – consecutively in the form of “pots” and spheres, by means of interaction with
polymer surface and its extension with the increase in the number of tightly attached cells in the colonial
settlement.
Keywords: diatoms, diatom algae, Bacillariophyta, plastic colonization, UHMWPE, sustainable materials,
plastic in the marine environment, aquaculture
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Экспериментально изучены возможные реакции на свет личинок черноморского гребневика
Mnemiopsis leidyi двух возрастных групп (первые-четвёртые сутки и одна-две недели после вылуп-
ления). Личинок помещали в ёмкость с морской водой, в которой с помощью источника света
и непрозрачного фона создавали световые две зоны (свет и тень); количество личинок регистри-
ровали в каждой зоне в течение часа после начала эксперимента. Показано, что в среднем 77 %
личинок, находящихся на ранних стадиях развития (первые-четвёртые сутки), через час мигри-
руют в тёмную область. Высказано предположение о наличии отрицательного фототаксиса у ран-
них личинок Mnemiopsis leidyi. Подобные реакции у более взрослых личинок (одна-две недели)
не обнаружены.
Ключевые слова: Mnemiopsis leidyi, гребневик, личинки, фототаксис, миграции

Щупальца
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Рис. 1. Личинка Mnemiopsis leidyi
на первые сутки после вылупления
Fig. 1. Mnemiopsis leidyi larvae on the first
day after hatching

Гребневики — планктонные хищные желетелые мор-
ские животные. Вид Mnemiopsis leidyi относится к от-
ряду Лопастеносных, представители которого передви-
гаются за счёт создания тока воды гребными пластина-
ми, сформированными из ресничек. Синхронное дви-
жение ресничек координируется нервной системой [6].
Комплекс аборального органа — основная сенсор-
ная структура гребневика; он контролирует движение
и, возможно, является световым сенсором.

Развитие Mnemiopsis leidyi — прямое, однако после
вылупления личинка проходит цидиппидную планктон-
ную стадию (длина тела — от 0,3 см (при вылуплении)
до 3 см); личинка обладает парой длинных ветвящихся
щупалец и активно передвигается в толще воды (рис. 1).
По мере своего развития личинка мнемиопсиса приоб-
ретает особенности организации, присущие половозре-
лой особи (от 3 до 15 см): редуцируются щупальца,
появляются характерные длинные лопасти [4].
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Современные систематики считают гребневиков «сестринским таксоном» по отношению
ко всем остальным многоклеточным животным; развитие их нервной и мышечной систем уникаль-
но [3]. Выявление наличия поведенческих реакций личинок гребневиков на изменение освещён-
ности важно для понимания работы этих систем.

Ранее Шницлером с соавторами [5] проведён всесторонний анализ генов, участвующих в про-
изводстве и поглощении света у личинок Mnemiopsis leidyi; показано, что экспрессия генов опсина,
участвующих в восприятии света, происходит в апикальном сенсорном органе, а именно в нерв-
ных цилиарных клетках. Также выявлена совместная локализация экспрессии генов фотопротеина
и двух генов опсина в развивающихся фотоцитах Mnemiopsis leidyi. Авторы предположили, что су-
ществует связь между биолюминесценцией и фототаксисом у гребневиков, и фотоциты, вероятно,
не только излучают, но и воспринимают свет [5].

По результатам исследования [1], высказано предположение, что одним из факторов, стимули-
рующих Mnemiopsis leidyi к совершению вертикальных миграций, является избегание яркого све-
та (свыше 10 мкЭ·м−2·сек−1). Установлено, что миграции в толще воды совершают только мел-
кие гребневики (до 22 мм). Авторы считают, что животные поднимаются в верхние слои лишь
в тёмное время суток вслед за пищевыми объектами, а в дневные часы опускаются ниже, избегая
солнечного света.

Сведений о лабораторных экспериментах по исследованию реакций гребневиков на свет
в литературе нами не обнаружено.

Цель данной работы — изучить влияние освещённости на поведение личинок гребневика
Mnemiopsis leidyi.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Взрослых особей Mnemiopsis leidyi отбирали в море с причального сооружения аквариального

корпуса ФИЦ ИнБЮМ на выходе из бух. Карантинная (г. Севастополь) в сентябре 2019 г. Животных
доставляли в лабораторию, помещали в 5-литровые ёмкости с морской водой (5–7 особей на одну
ёмкость) и оставляли на ночь в затемнённом помещении. Наутро наблюдали появление яиц и ли-
чинок. В первые сутки после вылупления личинок перемещали с помощью пипетки в отдельные
стеклянные стаканы объёмом 0,5 л. Эксперименты проводили на личинках на ранних стадиях раз-
вития (возраст ― от одних до четырёх суток). Их содержали в морской воде комнатной темпера-
туры (+22 °C); кормовые объекты не вносили. Для каждого следующего опыта отбирали личинок,
не участвовавших в экспериментах ранее.

Над источником света на матовое стекло помещали малую чашку Петри (диаметр — 10 см, высо-
та — 1 см), заполненную фильтрованной морской водой. В качестве источника света использовали
светодиодный элемент, установленный на расстоянии, при котором вода в чашке не нагревалась.
Под чашку подкладывали чёрный непрозрачный фон так, чтобы одна её половина была затемнена,
а вторая оставалась полностью освещённой (рис. 2). На границе свет — тень устанавливали непро-
ницаемую перегородку из пластика. Помещали 20 личинок мнемиопсиса со стороны освещённой
части, затем убирали перегородку. Наблюдали за поведением личинок в течение часа после начала
эксперимента, подсчитывали их количество в тёмной и освещённой частях чашки. Эксперименты
проводили в течение четырёх дней после вылупления личинок, по 5 повторностей в каждые сутки;
всего — 20 экспериментов.

В 110-м рейсе НИС «Профессор Водяницкий» (4–20 октября 2019 г.) в Азовском море планк-
тонной сетью удалось отобрать более крупных личинок, размером от 1 до 2 см (предположительный
их возраст — 1–2 недели). Изучение реакций на свет проводили при тех же условиях эксперимента
в лаборатории биоразнообразия и функциональной геномики Мирового океана (далее — БиФГМО)
на борту судна; всего — 10 экспериментов.
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Темный фон Освещенная область Темный фон Освещенная область

Чашка Петри
с морской водой Личинки мнемиопсиса

Перегородка

2   Экспозиция со светом в течение 1 часа1   Начало эксперимента

Рис. 2. Схема эксперимента. 1 — начало эксперимента: чашка Петри с морской водой помещена над ис-
точником света, под половину чашки подложен тёмный фон, на границе свет — тень установлена
перегородка, личинки мнемиопсиса помещены в светлую область. 2 — экспозиция личинок в чашке
без перегородки в течение часа после начала эксперимента
Fig. 2. Scheme of the experiment. 1 – start of the experiment: the Petri dish with seawater is placed above
the light source, a black opaque background is placed under one half of the dish, a partition is installed
at the light – dark border, Mnemiopsis larvae are placed in the light area. 2 – exposure of larvae in a dish
without partition for one hour after the start of the experiment

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наблюдения за поведением личинок, находящихся на ранних этапах развития, в течение ча-

са после начала эксперимента показали, что на протяжении первых 30 минут личинки мигрируют
по всему объёму чашки, а через 1 час около 77 % уходят в затемнённую область, избегая яркого
света (табл. 1).
Таблица 1. Доля личинок, находящихся в тёмной зоне чашки Петри через 1 час после начала
экспериментов
Table 1. Percentage of larvae in the dark area of the Petri dish within one hour after the start
of the experiments

Возраст личинок,
сутки n Доля личинок, находящихся в тёмной

зоне, %
1 5 85
2 5 64
3 5 76
4 5 83

За всё время 20 77

Реакция на изменение освещённости у личинок, находящихся на ранних стадиях развития, про-
является не мгновенно, а с течением времени. Резкое изменение освещённости запускает каскад
внутренних физиологических и биохимических процессов животного, на которые затрачивается
определённое время. Известно, что механизм фототаксиса всех эукариот включает три основных
этапа [2]: 1) поглощение света и первичные реакции в фоторецепторах; 2) преобразование стимулов
и передачу сигналов к двигательному аппарату; 3) изменение движения.
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Таким образом, можно предположить, что личинки Mnemiopsis leidyi на ранних этапах развития
обладают отрицательным фототаксисом.

Для более взрослых личинок не удалось достоверно установить наличие реакции на свет. В од-
них экспериментах практически все личинки мигрировали в тёмную область чашки в течение часа,
в других — занимали весь объём чашки и не перемещались даже по прошествии двух часов после
начала эксперимента.

В связи с тем, что личинки Mnemiopsis leidyi совершают выраженные вертикальные миграции
в водной толще, возможно, более крупным личинкам для свободного перемещения не хватает
объёма воды в чашке Петри. Для выявления их вероятных реакций на изменение освещённости
необходимы другие условия эксперимента.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФИЦ ИнБЮМ по темам «Структурно-
функциональная организация, продуктивность и устойчивость морских пелагических экосистем» (№ гос. ре-
гистрации АААА-А18-118020790229-7) и «Закономерности формирования и антропогенная трансфор-
мация биоразнообразия и биоресурсов Азово-Черноморского бассейна и других районов Мирового океана»
(№ гос. регистрации АААА-А18-118020890074-2).
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RESPONSE OFMNEMIOPSIS LEIDYI LARVAE TO LIGHT INTENSITY CHANGES

Iu. S. Baiandina

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

A possible response to light of larvae of Black Sea ctenophore Mnemiopsis leidyi of two age groups (first
to fourth day and one-two weeks after hatching) was experimentally studied. The larvae were placed
in a Petri dish with seawater, in which two areas (light and dark) were created using a light source
and a black opaque background. The number of larvae in each area was recorded for an hour after the start
of the experiment. It was found that on average 77 % of the early stage larvae (first to fourth day) migrated
to the dark area after an hour. We hypothesized that Mnemiopsis leidyi early stage larvae have negative
phototaxis. Similar response of the older larvae (one-two weeks) was not recorded.
Keywords: Mnemiopsis leidyi, ctenophore, larvae, phototaxis, migration
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In July 2019, three polychaetae specimens of the genus Ctenodrilus were found in oyster cages on silted
oyster shells. The cages from a mussel-and-oyster farm located at the outer roadstead of Sevastopol Bay
were suspended at a depth of 6–8 m. The bottom soil under the mussel-and-oyster farm is silted sand,
and the depth is of 16 m. During the sampling, water temperature was of +23 °C, and the salinity was
of 17.7 ‰. Thus, according to morphological characteristics, polychaetae we found should be classi-
fied as Ctenodrilus serratus (Schmidt, 1857). Photographs of alive and fixed polychaetae, chaetae pat-
terns, and a schematic representation of their number by segments are presented. At the beginning
of the XX century, a single specimen of this species was found in the Black Sea.
Keywords: polychaetae, Ctenodrilus serratus (Schmidt, 1857), Black Sea

There is only one known representative of the subfamily Ctenodrilinae of the family Cirratulidae
in the Black Sea – Ctenodrilus serratus (Schmidt, 1857) [2 ; 3]. At the beginning of the XX century, a sin-
gle specimen of this species was found in Sevastopol Bay in the fouling of a pipe near the military hospital
at a depth of 1 m [1]. The respective specimen was probably lost. There were no further observations
of this species in the Black Sea. All references to its presence in Black Sea fauna [2 ; 3] have been based
on the first mention.

In July 2019, three specimens of polychaetae genus Ctenodrilus were found in oyster cages on silted
oyster shells. The cages from the mussel-and-oyster farm located at the outer roadstead of Sevastopol Bay
(44°37′13.3″N, 33°30′07.1″E) were suspended at a depth of 6–8 m. The substrate under the farm is silted
sand, and the depth is of 16 m. During the sampling, water temperature was of +23 °C, and the salinity
was of 17.7 ‰. Optical microscopes Mikmed-5, MBS-9, and Olympus CX-41 were used to identify these
specimens. The photographs were taken by cameras Canon Digital IXUS 90 IS and Sony Cyber-Shot 16.2.
Gathered material is lodged in IBSS RAS collection (IBSS-POL / Cirratulidae / No. 7).

The polychaetes have 11–12 segments; their body width is of 0.12–0.13 mm, and the length
is of 1.25–1.5 mm (Fig 1A, B). Alive specimens: translucent body with a greenish tint; black-purple dots
throughout the body; red intestines visible. Fixed specimens in 4 % formalin solution: light-green; with red
stomach.

Prostomium round-conical. Eyes, head appendages, and gills absent. Prostomium and peristomium cili-
ated ventrally. Peristomium and last segment without chaetae. Parapodia not developed; chaetae in two bun-
dles come directly from body side. All chaetae simple, of the same shape – distally expanded. Expanded
part of hooks on one side has 5–6 large triangular teeth; all teeth of nearly the same size (Fig. 2A).
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Fig. 1. Ctenodrilus serratus (IBSS-POL / Cirratulidae / No. 7): A – alive specimen; B – formalin-fixed
specimen
Рис. 1. Ctenodrilus serratus (IBSS-POL / Cirratulidae / № 7): A — живая особь; B — фиксированный
формалином червь

Variable number (1 to 4) of chaetae is in the noto- and neuropodial bundles in different chaetigers
(Fig. 2B). Intestine with an expansion from chaetiger 3 to the beginning of chaetiger 6. Pygidium rounded,
without cirri.

Fig. 2. A – chaetae of observed
speciemen Ctenodrilus serratus, scale bar
10 μm; B – schematic representation
of the number of chaetae in chaetigers
of C. serratus in notopodia (upper row)
and neuropodia (lower row)
Рис. 2. A — щетинки исследованного
экземпляра Ctenodrilus serratus,
размерная шкала: 10 мкм; B — схема
количества щетинок в сегментах тела
у C. serratus в нотоподиях (верхний
ряд) и невроподиях (нижний ряд)

Morphological characteristics of the polychaetes we have found fit the description of Ctenodrilus ser-
ratus (Schmidt, 1857) [5]. The subfamily Ctenodrilinae includes two genera – Aphropharynx Wilfert,
1974 and Ctenodrilus Claparède, 1863. The main difference between these genera is chaetal morphology.
Aphropharynx representatives have three types of simple chaetae: trichoid, serrated with small teeth, and ser-
rated with large teeth, whereas Ctenodrilus representatives have only one type of chaetae – hooks [7 ; 8].

The genus Ctenodrilus includes four species. Validity of one of them (Ctenodrilus paucidentatus Ben-
Eliahu, 1976) is doubtful. Ctenodrilus parvulus Scharff, 1887 is characterized by the presence of only
smooth chaetae without teeth [4]. Recently described species Ctenodrilus pacificus Magalhães, Weid-
hase, Schulze & Bailey-Brock, 2016 from the Pacific Ocean (Hawaii) is morphologically quite similar
to C. serratus, and main differences between these species are found at the molecular level [4].

C. serratus is the most common species of the genus Ctenodrilus. According to numerous indications
of its presence in various water areas (Pacific, Atlantic oceans to Mediterranean Sea, English Channel,
and Helgoland), this species appears to be spread worldwide. Due to lack of molecular data in most re-
ports, it is not known whether this species is a cosmopolitan one or a complex of potentially cryptic species.
Representatives of the genus Ctenodrilus found in oyster cages of a farm in South Africa and identified
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as C. serratus according to molecular studies were identical to C. serratus from the North Sea [6].
Taking into account that molecular studies of Black SeaCtenodrilus have not been carried out, the specimens
we found can be tentatively classified as C. serratus.

This work was carried out within the framework of government research assignments of IBSS RAS “Investiga-
tion of the mechanisms of controlling production processes in biotechnological complexes with the aim of develop-
ing the scientific foundations for the production of biologically active substances and technical products of marine
genesis” (No. АААА-А18-118021350003-6) and “Patterns of formation and anthropogenic transformation of bio-
diversity and biological resources of the Azov Sea – the Black Sea basin and other parts of the World Ocean”
(No. АААА-А18-118020890074-2).
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ОБНАРУЖЕНИЕ РЕДКОГО ДЛЯ ЧЁРНОГОМОРЯ ВИДА ПОЛИХЕТ
CTENODRILUS SERRATUS (SCHMIDT, 1857) (ANNELIDA, CIRRATULIDAE)

Е. В. Лисицкая, Н. А. Болтачева

Федеральный исследовательский центр «Институт биологии южных морей имени А. О. Ковалевского РАН»,
Севастополь, Российская Федерация

E-mail: e.lisitskaya@gmail.com

В июле 2019 г. в устричных садках на заиленных створках устриц обнаружены 3 экземпляра поли-
хет рода Ctenodrilus. Садки с мидийно-устричной фермы, расположенной на внешнем рейде бух-
ты Севастопольская, были подвешены на глубине 6–8 м. Грунт под фермой — заиленный песок,
глубина — 16 м. Температура воды во время отбора материала составляла +23 °C, солёность —
17,7 ‰. Найденные полихеты по морфологическим признакам отнесены к виду Ctenodrilus serratus
(Schmidt, 1857). Представлены фотографии живой и фиксированной полихеты, рисунки щетинок
и схема их количества по сегментам. Данный вид в Чёрном море был отмечен единственный раз
в начале XX века.
Ключевые слова: полихеты, Ctenodrilus serratus (Schmidt, 1857), Чёрное море
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ХРОНИКА И ИНФОРМАЦИЯ

КЮБИЛЕЮ АКАДЕМИКА РАН ВИКТОРА НИКОЛАЕВИЧА ЕГОРОВА

В мае 2020 г. исполнилось 80 лет Виктору Николаевичу Егорову — и. о. научного руководителя
ФИЦ ИнБЮМ, академику Российской академии наук, доктору биологических наук, профессору,
главному редактору «Морского биологического журнала». В. Н. Егоров разработал теорию мине-
рального обмена между морскими организмами и водной средой, открыл струйные метановые газо-
выделения со дна Чёрного моря, создал основы биофизической теории экологической ёмкости мор-
ской среды в отношении загрязняющих веществ. Виктор Николаевич — автор более чем 360 статей
и 6 монографий.

Сотрудники отдела радиационной и химической биологии
ФИЦ ИнБЮМ поздравляют Виктора Николаевича Егоро-
ва с юбилеем! Мы гордимся тем, что работаем в одном
коллективе с автором научных открытий и выдающимся
учёным, внёсшим значительный теоретический и практи-
ческий вклад в изучение гомеостаза морских экосистем.

Сегодня Виктор Николаевич, доктор биологических
наук, профессор, действительный член Российской ака-
демии наук (с 2016) и Национальной академии наук
Украины (с 2012), является и. о. научного руководителя
Федерального исследовательского центра «Институт био-
логии южный морей имени А. О. Ковалевского РАН».

С 18-летнего возраста внимание В. Н. Егорова,
коренного севастопольца, было приковано к морю:
вначале — при работе на рыболовецких судах на Кас-
пии, затем — при моделировании динамики движения
атомных субмарин в Севастопольском высшем военно-

морском инженерном училище, а с 1968 г. — в ИнБЮМ. Виктор Николаевич через конкурсный
отбор поступил сначала в отдел функционирования морских экосистем под руководством
члена-корреспондента АН УССР Тамары Сергеевны Петипа, а позже — в отдел радиационной
и химической биологии, возглавляемый Геннадием Григорьевичем Поликарповым.

За годы работы Виктор Николаевич неуклонно рос профессионально. В 1968–1970 г. он был
старшим инженером, а затем (до 1980) — младшим научным сотрудником. В 1975 г. он блестяще
защитил диссертацию и стал кандидатом физико-математических наук по специальности «геофи-
зика» («физика моря»). Далее В. Н. Егоров работал в должности старшего научного сотрудника,
а в 1983 г. стал заведующим лабораторией динамической радиохемоэкологии. В 1988 г. он защитил
докторскую диссертацию по специальности «радиобиология». В 1989–1993 гг. Виктор Николаевич
был заместителем директора ИнБЮМ по науке; параллельно (1991) он получил от Г. Г. Поликарпо-
ва, академика НАН Украины, штурвал управления ОРХБ. Руководя отделом в сложное для всех
время (1990-е), В. Н. Егоров всегда принимал стратегически правильные решения и мастерски
преодолевал трудности.
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Г. Г. Поликарпов передаёт штурвал (символ руководителя ОРХБ) своему ученику,
научному последователю и преемнику В. Н. Егорову

В те непростые годы Виктор Николаевич проявил себя как талантливый организатор междуна-
родных морских исследований и руководитель творческого научного коллектива. Благодаря ему по-
лучено 16 международных грантов для изучения Чёрного моря, в рамках которых реализованы экс-
педиционные работы, финансируемые Евросоюзом, Международным агентством по атомной энер-
гии, межправительственными фондами. В результате такого сотрудничества было обеспечено науч-
ное использование НИС «Профессор Водяницкий» и организовано выполнение до 70 % морских
экспедиционных работ НАН Украины на Чёрном море в 1992–2005 гг.

В мировой науке об океане В. Н. Егорову принадлежит приоритет в нескольких направлениях:
разработка теории минерального обмена между морскими организмами и водной средой; руковод-
ство исследованиями и обобщение их результатов по изучению отклика Чёрного моря на чернобыль-
скую аварию; открытие в конце 1980-х гг. струйных метановых газовыделений со дна Чёрного моря,
которое произвело сенсацию в научном мире и положило начало многолетнему исследованию этого
феномена. Им созданы основы биофизической теории экологической ёмкости морской среды в от-
ношении загрязняющих веществ. На математических моделях исследованы условия устойчивости
системы биотического самоочищения фотического слоя морских вод. Показано, что возрастание ан-
тропогенного загрязнения вод может приводить к изменению порядка скоростей метаболических
реакций обмена загрязнителей морскими организмами с первого на нулевой, а также к насыще-
нию сорбирующих поверхностей косного и биокосного вещества. При этом система комплексно-
го биогеохимического самоочищения вод может терять устойчивость, что обуславливает повыше-
ние содержания загрязняющих веществ в водной среде до уровней, приводящих к токсическому
воздействию на морские организмы.

Результаты научных исследований Виктора Николаевича всемирно признаны; они опубликова-
ны в 365 статьях (из них более 70 — в иностранных изданиях) и 6 монографиях, которые высоко
ценят и часто цитируют отечественные и зарубежные коллеги. Ученики В. Н. Егорова защитили
под его руководством семь кандидатских диссертаций, посвящённых вопросам биогеохимии загряз-
няющих веществ различной природы в морских экосистемах, а также метановой проблеме. В арсена-
ле педагогических воздействий Виктора Николаевича — талантливого учителя и чуткого, деликат-
ного человека — нет методов принуждения: он увлекает работой, подаёт личный пример, делится
не только своими знаниями, но и жизненным опытом, навыками и умениями, проявляет заинтере-
сованность в работе учеников на всех её этапах, способствует их профессиональному росту.
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В. Н. Егоров — прекрасный рассказчик. Его воспоминания о морских экспедициях всегда вы-
зывают неподдельный интерес и удивляют множеством деталей и ярких подробностей. Виктор Ни-
колаевич — участник 45 морских научных рейсов, 22 из которых он возглавлял (16 из них — меж-
дународные). За время научных экспедиций и командировок он посетил 53 страны мира, побывал
в 24 морях Атлантического, Индийского и Тихого океанов, совершил кругосветное плавание.

Виктор Николаевич с детства увлекался рыбной ловлей и спустя годы стал владельцем катера,
на котором долгое время вместе с коллегами из ОРХБ и других отделов института отбирал пробы
воды, гидробионтов и донных отложений в прибрежных районах г. Севастополя от мыса Лукулл
до мыса Фиолент. В одной из экспедиций на «Антаресе» гидроакустическим методом были открыты
метановые сипы в прибрежной акватории г. Севастополя.

Команда катера «Антарес» после экспедиции в прибрежные воды г. Севастополя. Слева направо:
В. Н. Поповичев, С. Б. Гулин, Н. А. Стокозов, шкипер «Антареса» В. Н. Егоров,

Л. В. Малахова, И. Н. Мосейченко

Мы рады возможности учиться колоссальной работоспособности Виктора Николаевича, науч-
ной интуиции и присущим ему блестящим человеческим качествам — непреклонному оптимизму
и удивительному чувству юмора. От всей души желаем новых достижений в научной работе, достой-
ных учеников и последователей, счастья, благополучия, крепкого здоровья юбиляру и его близким!

Коллектив отдела радиационной и химической биологии ФИЦ ИнБЮМ

TO THE ANNIVERSARY OF ACADEMICIAN OF THE RAS VIKTOR EGOROV

This year, Viktor Egorov, IBSS Supervisor, Academician of the Russian Academy of Sciences, D. Sc.,
Prof., Editor-in-Chief of “Marine Biological Journal”, celebrates the anniversary. He developed the theory
of mineral metabolism between marine organisms and the aquatic environment, discovered jet methane
gas emissions from the bottom of the Black Sea, and created the basics of the biophysical theory of the eco-
logical capacity of the marine environment in relation to pollutants. Viktor Egorov is the author of more
than 360 articles and 6 monographs.
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