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В течение последних десятилетий исследования иммунной системы двустворчатых моллюсков
сфокусированы на изучении влияния факторов внешней среды на базальный статус защитных
систем организма. Иммунная система моллюсков чувствительна к действию абиотических фак-
торов, среди которых наиболее существенны температура, солёность воды и уровень раство-
рённого кислорода. Гипоксия широко распространена в прибрежных водах Мирового океана
с 1950-х гг.; гипоксические зоны (с концентрацией кислорода менее 0,5 мл O2·л−1) сохраняют-
ся на шельфе в течение длительного времени, соответствующего продолжительности жизнен-
ного цикла многих гидробионтов. Двустворчатые моллюски, являясь бентосными организмами,
часто попадают под воздействие пониженной концентрации растворённого кислорода. Данная
группа водных беспозвоночных играет важную роль в функционировании водных экосистем,
при этом двустворок активно используют для аквакультурного выращивания. Эффективность
культивирования этих организмов напрямую зависит от их иммунного статуса, определяющего
устойчивость к заболеваниям. Основу иммунной системы двустворчатых моллюсков составляет
комплекс неспецифических реакций клеточного и гуморального компонентов. Гемоциты, цир-
кулирующие в гемолимфе, являются ключевыми эффекторами клеточного иммунного ответа,
которые, наряду с барьерными тканями моллюсков, осуществляют синтез гуморальных факто-
ров с широким спектром антимикробной активности. Гемолимфа моллюсков различных видов
содержит разные типы клеток, которые отличаются по размерам, морфологии и наличию вклю-
чений в цитоплазме. Большинство видов двустворок имеет два типа гемоцитов — гранулярные
и агранулярные гемоциты; они могут подразделяться на морфотипы в зависимости от числа
и окраски гранул, размеров ядра и наличия органелл в цитоплазме. Считается, что гранулоциты
являются основными иммунными клетками, осуществляющими фагоцитоз и (или) инкапсуля-
цию инфекционных агентов, а также их последующую нейтрализацию путём выделения актив-
ных форм кислорода, лизирующих ферментов и гуморальных антимикробных белков. Также
в комплекс защитных систем организма входит антиоксидантная, тесно связанная с иммуните-
том моллюсков, поскольку эта система осуществляет нейтрализацию активных форм кислорода,
выделяющихся в процессе активации клеточных иммунных механизмов. Избыток этих веществ
оказывает повреждающее действие на клетки моллюсков путём окисления белков, липидов ци-
топлазматической мембраны и ДНК. В настоящем обзоре приведены данные о влиянии недо-
статка кислорода на клеточный и гуморальный компоненты иммунной системы и на тканевый
антиоксидантный комплекс двустворчатых моллюсков.
Ключевые слова: двустворчатые моллюски, иммунитет, гемоциты, гипоксия, антимикробные
белки, антиоксидантный комплекс

3

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.21072/mbj.2022.07.3.01&domain=pdf
https://marine-biology.ru/
http://ibss-ras.ru/
http://ibss-ras.ru/
mailto:kladchenko_ekaterina@bk.ru


4 А. Ю. Андреева, Е. С. Кладченко, О. Л. Гостюхина

Глубокие гипоксические условия, как правило, характерны для водных экосистем, где фор-
мируются зоны кислородного минимума (Diaz & Breitburg, 2009). Формирование гипоксии
во многих водных экосистемах обусловлено причинами естественного характера, однако уси-
ление антропогенной нагрузки на прибрежные участки водоёмов привело к существенному
распространению гипоксии и аноксии в Мировом океане (Gallo & Levin, 2016). При этом
достаточное количество растворённого кислорода — фактор, определяющий выживание ор-
ганизмов в водной среде. Гипоксия вызывает существенные трансформации структуры сооб-
ществ, приводя к смене их видового состава и к изменениям численности и биомассы популя-
ций (Diaz & Breitburg, 2009). Недостаток кислорода особенно влияет на физиологию бентосных
макроорганизмов (Wang Y. et al., 2012).

Двустворчатые моллюски — массовые представители прибрежных морских водоёмов. Мно-
гие виды являются объектами культивирования и обладают высокой коммерческой ценно-
стью (Wijsman et al., 2019). Кроме того, моллюски играют ключевую роль в функциониро-
вании морских экосистем (Hartmann et al., 2016). Высокая биологическая и экономическая
значимость этих организмов обусловливает интерес исследователей к изучению особенностей
функционирования их иммунной системы и к определению степени влияния негативных фак-
торов среды на способность иммунитета противостоять инфекционным агентам различной
природы (Anderson, 2001).

Иммунная защита двустворчатых моллюсков основана в первую очередь на биологических
барьерах (раковина и мантия), а также на неспецифических реакциях врождённого иммуните-
та (Donaghy et al., 2012). Иммунитет двустворок состоит из клеточного и гуморального компо-
нентов (Anderson, 2001). Моллюски имеют открытую систему циркуляции. Основными агентами,
осуществляющими клеточный иммунный ответ, являются гемоциты (Donaghy et al., 2012). Меха-
низмы клеточного компонента иммунной системы моллюсков включают фагоцитоз и (или) инкап-
суляцию патогенных микроорганизмов с последующей их деструкцией путём ферментативного
расщепления или выброса активных форм кислорода (далее — АФК) (Pauletto et al., 2014). Гумо-
ральный ответ реализуется посредством воздействия на патогены комплекса молекул, в числе ко-
торых — антимикробные белки (Rodrigues et al., 2010), лектины C-типа (Wang S. et al., 2010), пеп-
тидогликанраспознающие белки (Ikuta et al., 2019) и ряд других соединений (Wootton et al., 2003).

Некоторые авторы рассматривают антиоксидантный (далее — АО) тканевый комплекс
как ещё один механизм иммунной защиты моллюсков, поскольку в процессе реализации отве-
та на воздействие патогенов и неблагоприятных условий среды происходит генерация гемоци-
тами АФК (Donaghy et al., 2012). При этом восстановление кислорода до супероксидного анио-
на приводит к появлению множества высокоактивных форм кислорода, среди которых гидропе-
рекиси, синглетный кислород или гидроксил-радикалы (Lambert & Brand, 2004). Избыток этих
веществ способен повредить клеточные структуры (Valko et al., 2006). Между тем баланс в про-
изводстве и нейтрализации АФК достигается за счёт поддержания высокой активности ткане-
вых АО-ферментов (каталазы, супероксиддисмутазы и др.), которые расщепляют гидроперекиси
на менее активный газообразный кислород и воду (Monari et al., 2007). Таким образом реали-
зуется внутренний механизм защиты организма от повреждающего действия АФК в процессе
функционирования иммунной системы.

Являясь преимущественно донными организмами, моллюски часто сталкиваются с услови-
ями периодической или постоянной гипоксии, что обусловило наличие у них широкого спек-
тра адаптационных механизмов для выживания в среде с минимальным содержанием кислоро-
да (Sokolov et al., 2019). В настоящей работе приведён обзор современных понятий о реакции
клеточного и гуморального иммунного ответа, а также о реакции АО-комплекса двустворчатых
моллюсков на недостаток кислорода.
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1. Клеточный иммунный ответ

1.1. Соотношение типов гемоцитов и общее число гемоцитов в гемолимфе. Известно, что кле-
точный состав гемолимфы и функциональные особенности гемоцитов различны у представите-
лей двустворчатых моллюсков. Различия в классификации гемоцитов у разных видов (а иногда
и у одного вида) зависят от метода анализа и от принципа, положенного в основу классификации
клеток (Hine, 1999). Обобщая существующие классификации, можно выделить два основных ти-
па клеток — агранулярные (бластоподобные клетки, агранулоциты и гиалиноциты) и грануляр-
ные (Andreyeva et al., 2019 ; Hine, 1999). Именно гранулярные клетки в большей степени отвечают
за реализацию иммунного ответа (Wang W. et al., 2017), в связи с чем соотношение типов клеток
в гемолимфе — это важный диагностический показатель функционального состояния организма
моллюска. Снижение общего количества гемоцитов или изменение их соотношения в гемолимфе
может повлиять на эффективность иммунного ответа.

Показано снижение общего числа гемоцитов в условиях недостатка кислорода у разных
видов моллюсков. Так, инкубация мидий Mytilus coruscus Gould, 1861 на протяжении 3 суток
в условиях гипоксии приводила к снижению относительного числа гранулярных клеток в гемо-
лимфе (Sui et al., 2016). У мидии Perna perna (Linnaeus, 1758) инкубация на воздухе в тече-
ние 48 ч вела к уменьшению количества циркулирующих гемоцитов на 73 % (Nogueira et al.,
2017). Снижение общего числа гемоцитов после инкубации в гипоксических условиях отмечено
у Perna viridis (Linnaeus, 1758) (Wang Y. et al., 2011) и Chamelea gallina (Linnaeus, 1758) (Matozzo
et al., 2005). Уменьшение общего количества гемоцитов связывают с нарушением их пролифе-
рации, миграцией гемоцитов в другие ткани, увеличением скорости апоптоза и уровня смертно-
сти (Mydlarz et al., 2006). Показано, что инкубация в условиях дефицита кислорода обусловли-
вает увеличение уровня смертности гемоцитов P. viridis (Wang Y. et al., 2011) и M. coruscus (Sui
et al., 2016). По результатам других исследований, гипоксия может приводить к снижению об-
щего числа гемоцитов без увеличения уровня их смертности (Nogueira et al., 2017). Интересно,
что у Ch. gallina, подвергшихся суточной гипоксии после 96 ч инкубации в условиях нормоксии,
число гемоцитов восстановилось до уровня контроля (Matozzo et al., 2005). В то же время воздей-
ствие дефицита кислорода более 24 ч приводило к необратимым изменениям в отношении числа
гемоцитов (Pampanin et al., 2002).

1.2. Фагоцитоз. Гемоциты способны фагоцитировать чужеродные частицы и патогенных
микроорганизмов, проникающих в организм моллюска. Процесс фагоцитоза включает рас-
познавание, связывание и инактивацию патогена (Canesi et al., 2002). Как правило, гипоксия
приводит к подавлению фагоцитарной активности (Ellis et al., 2011); её снижение отмечено
у P. viridis после суточной инкубации в условиях гипоксии (Wang Y. et al., 2011), у Mytilus
galloprovincialis Lamarck, 1819 после 12 и 24 ч инкубации на воздухе (Mosca et al., 2013),
а также у M. coruscus (Sui et al., 2016), Chlamys farreri (K. H. Jones & Preston, 1904) (Chen J.
et al., 2007) и Ch. gallina (Matozzo et al., 2005). Изменения зависели от времени инкубации:
при более длительной гипоксии зафиксирована меньшая интенсивность фагоцитоза (Sui et al.,
2016). Снижение фагоцитарной активности при гипоксии связывают с уменьшением числа
гемоцитов (Pampanin et al., 2002). Недостаточная продукция аденозинтрифосфорной кислоты
при дефиците кислорода приводит к снижению способности мигрировать и фагоцитировать
инородные частицы. Вместе с тем инкубация на воздухе P. perna способствовала увеличению
фагоцитарной активности их гемоцитов (Nogueira et al., 2017).

1.3. Спонтанная продукция активных форм кислорода. Гемоциты продуцируют АФК для про-
тивомикробной защиты (Anderson, 2001). Обычно гранулярные клетки двустворчатых мол-
люсков в большей степени способны к генерации окислительного взрыва, чем агрануляр-
ные клетки (Pauletto et al., 2014). Считается, что основной источник АФК в гемоцитах —
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митохондрии (Donaghy et al., 2013), а снижение продукции АФК может быть вызвано ингиби-
рованием ферментов, участвующих в генерации окислительного взрыва (Andreyeva et al., 2019).
Ингибирование продукции АФК отмечено у гемоцитов P. viridis (Wang Y. et al., 2011). Снижение
продукции АФК связывают с механизмами метаболической корректировки при участии фактора,
индуцируемого гипоксией (hypoxia-inducible factor, HIF) (Michiels et al., 2002). С другой стороны,
у M. galloprovincialis краткосрочная гипоксия индуцирует увеличение способности к продукции
АФК в агранулоцитах и снижение — в гранулоцитах (Andreyeva et al., 2019). Аналогичные ре-
зультаты получены другими авторами (Chen J. et al., 2007 ; Sui et al., 2016). Вероятно, у некото-
рых видов гипоксия индуцирует реорганизацию дыхательной цепи митохондрий, что приводит
к увеличению образования АФК (Chandel et al., 2000).

2. Гуморальный иммунитет и реакция на гипоксию
Двустворчатые моллюски обладают комплексом гуморальных иммунных факторов, активиру-

емых в ответ на инвазию патогенных микроорганизмов и (или) на негативное воздействие окружа-
ющей среды. Основными классами соединений, принимающих участие в гуморальном иммунном
ответе моллюсков, являются антимикробные белки, цитокины, факторы системы комплемента,
АО-ферменты и белки острой фазы (Rodrigues et al., 2010). Эффекторы гуморального неспецифи-
ческого иммунитета обладают широким спектром активности против грамположительных и грам-
отрицательных бактерий, простейших, дрожжей, грибов и вирусов. Одними из первых выявлены
и описаны антимикробные белки уMytilus edulis Linnaeus, 1758 иM. galloprovincialis (Charlet et al.,
1996 ; Mitta et al., 2000). Наиболее распространённой у двустворок группой антимикробных бел-
ков являются дефензины, однако описаны и другие классы соединений, обладающих антимик-
робными свойствами, — гистоны (Dorrington et al., 2011), лизозимы и др. (Wang Q. et al., 2013).
Показано, что семейство лизозимов у моллюсков представлено большим числом белков, которые
в основной своей массе экспрессируются в мукозальных тканях (мантии, жабрах и гепатопан-
креасе) (Wang Q. et al., 2013). Очевидно, что спектр соединений, принимающих участие в гумо-
ральном иммунном ответе моллюсков, значительно шире известного в настоящее время. В ос-
нове принципа исследований лежит поиск аналогий с уже описанными факторами неспецифиче-
ского иммунитета позвоночных, и при таком подходе специфические для моллюсков соединения
остаются неописанными. Конкретная роль большинства идентифицированных факторов гумо-
рального иммунитета всё ещё не изучена ввиду сложностей в постановке экспериментов и вы-
боре методик. Тем не менее большинство авторов сходятся во мнении о первичной роли этих
соединений в иммунном ответе моллюсков. Данное предположение основано на быстрых изме-
нениях уровней экспрессии гуморальных факторов в ответ на экспериментальную иммунизацию
гемоцитов (Suárez-Ulloa et al., 2013).

Поскольку база фундаментальных знаний об особенностях функционирования гуморального
иммунитета двустворчатых моллюсков отсутствует, чрезвычайно сложно охарактеризовать сте-
пень негативного влияния недостатка кислорода на эту часть иммунной системы. Транскриптом-
ные исследования свидетельствуют об активации целого комплекса генов, которые задействова-
ны в ряде иммунных сигнальных путей, реализующих ответ на бактериальную инвазию у мол-
люсков, которых содержат в условиях гипоксии (Zhang et al., 2019). Показано, что она оказы-
вает угнетающее действие на гуморальный иммунитет моллюсков. Уровень экспрессии дефен-
зина в жабрах Brachidontes pharaonis (P. Fischer, 1870) снижался в 5–20 раз после 6-дневного
воздействия низких концентраций кислорода (Parisi et al., 2015). У других представителей типа
Mollusca также отмечены существенные изменения экспрессии иммунных генов. Так, у тихооке-
анского абалона зарегистрировано угнетение экспрессии 6 генов, ассоциированных с иммунным
ответом, в условиях дефицита кислорода (Shen et al., 2019). С другой стороны, инкубация мор-
ских ушек (Haliotis discus discus Reeve, 1846) в гипоксических условиях в течение 8 ч вызывала
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существенное усиление транскрипции белков, задействованных в регуляции активности цито-
кинов, что говорит об активации последних, а также некоторых других белков, участвующих
в иммунном ответе позвоночных (De Zoysa et al., 2009).

Непосредственные реакции гуморального иммунитета, возникающие вследствие изменений
экспрессии генов, остаются предметом дискуссии, и результаты лишь фиксируют факт изме-
нений экспрессии факторов гуморального иммунитета. Реальная физиологическая роль наблю-
даемых изменений пока не исследована. Вероятно, подобные реакции иммунной системы име-
ют негативный характер, поскольку у некоторых видов отмечено снижение экспрессии факто-
ров гуморального иммунитета в ответ на стимуляцию патогенными организмами при инкубации
в гипоксических условиях (Sun et al., 2016).

3. Влияние гипоксии на антиоксидантный комплекс двустворчатых моллюсков
АО-комплекс моллюсков является важнейшей системой неспецифической защиты организ-

ма от окислительного стресса (далее — ОС) и в значительной мере определяет их устойчи-
вость к действию неблагоприятных факторов среды (Гостюхина и Андреенко, 2018 ; Soldatov
et al., 2014). Одним из наиболее существенных повреждающих факторов, защиту от кото-
рых обеспечивает АО-система, является дефицит кислорода. Повышенное высвобождение АФК
у моллюсков при гипоксии увеличивает риск ОС (Tomanek, 2015). АО-защиту моллюсков
обеспечивают АО-ферменты, такие как каталаза, супероксиддисмутаза и глутатионпероксида-
за (далее — КАТ, СОД и ГП соответственно), а также ряд низкомолекулярных антиоксидан-
тов (Livingstone, 2001). Некоторые компоненты АО-комплекса не только обеспечивают защи-
ту от гипоксии, но и служат важными гуморальными факторами иммунной защиты; напри-
мер, активность КАТ, СОД и ГП хорошо коррелирует с иммунной компетентностью клеток
моллюсков (Liu et al., 2004 ; Sui et al., 2017). Высокая активность разных звеньев АО-систе-
мы у моллюсков-эврибионтов позволяет им выдерживать длительный дефицит кислорода в во-
де (Irato et al., 2007 ; Soldatov et al., 2014), адаптироваться к нему и занимать свою собственную
эконишу (Довженко, 2006).

3.1. Видовая специфика в реакциях антиоксидантного комплекса на гипоксию. Несмотря
на универсальный, неспецифический характер действия АО-комплекса, он может иметь специфи-
ку в зависимости от видовых, тканевых, эволюционных и экологических особенностей моллюс-
ков (Гостюхина и Андреенко, 2018 ; Довженко, 2006 ; Истомина, 2012 ; Gostyukhina & Andreenko,
2019 ; Livingstone, 2001 ; Soldatov et al., 2014). Так, в условиях экспериментальной гипоксии
и аноксии выявили три типа реакций: увеличение активности АО-ферментов (у толерантных к ги-
поксии видов), снижение их активности и постоянство состояния АО-комплекса (Истомина и др.,
2011). Повышение активности СОД и глутатионредуктазы обнаружили у Spisula sachalinensis
(Schrenck, 1862) и Littorina mandshurica (Schrenk, 1862) — моллюсков, испытывающих дефицит
кислорода в силу условий среды обитания. S. sachalinensis периодически закапывается в грунт
и находится в гипоксических условиях, а L. mandshurica— обитатель литорали — ежедневно под-
вержена колебаниям уровня кислорода при приливах и отливах. Эти реакции связывают со спо-
собностью АО-ферментов данных моллюсков к быстрой реакции на рост уровня АФК. В гепа-
топанкреасе S. sachalinensis также отмечено снижение содержания восстановленного глутатио-
на (далее — GSH) (Истомина, 2012), что отражает активную АО-роль GSH и быстрое исчерпа-
ние его ресурса при гипоксии. У устойчивых к ОС видов моллюсков при гипоксии повышается
активность АО-ферментов, в первую очередь СОД и КАТ. В частности, реакция на кратковремен-
ную и продолжительную критическую гипоксию у моллюска Astarte borealis (Schumacher, 1817)
выражалась в активации СОД и КАТ, а также ГП (Abele-Oeschger & Oeschger, 1995). В гепа-
топанкреасе и жабрах устойчивой к гипоксии анадары Scapharca inaequivalvis (Bruguière, 1789)
тоже выявлена высокая активность КАТ, СОД и ГП (Irato et al., 2007).

Морской биологический журнал Marine Biological Journal 2022 Том 7 № 3



8 А. Ю. Андреева, Е. С. Кладченко, О. Л. Гостюхина

У стенооксильного вида Patinopecten yessoensis (Jay, 1857) активность АО-ферментов падала,
что обусловлено меньшей устойчивостью данного моллюска к гипоксии. Это связывают с его оби-
танием в относительно стабильных условиях и способностью избегать гипоксии (Истомина и др.,
2011). У чувствительного к ОС моллюска Tapes philippinarum (A. Adams & Reeve, 1850) при ги-
поксии показано снижение активности СОД и КАТ, что может свидетельствовать о наличии ОС
в тканях (Irato et al., 2007). Также у гребешка Mizuhopecten yessoensis при гипоксии зарегистриро-
ван существенный рост уровня GSH — в 6 раз (Истомина, 2012). Это отражает ведущую роль GSH
в защите чувствительных к ОС моллюсков.

Третий способ реагирования — постоянная АО-активность — также связан, вероятно,
с устойчивостью к недостатку кислорода. Отсутствие достоверных изменений АО-комплекса
при гипоксии показано у Crenomytilus grayanus (Dunker, 1853) и Tegula rustica (Gmelin, 1791),
обитающих в сублиторали, ведущих прикреплённый или малоподвижный образ жизни и не под-
верженных частому дефициту кислорода, в отличие от литоральных или роющих моллюсков (Ис-
томина и др., 2011). Кроме того, мидия Грея, C. grayanus, способна длительное время под-
держивать постоянную активность СОД и КАТ при дефиците кислорода на фоне постоян-
ного уровня продуктов перекисного окисления липидов (Истомина, 2012). Такая стратегия
АО-защиты обусловлена, возможно, эволюционной приспособленностью митилид к длительной
гипоксии/аноксии (Hicks & McMahon, 2005). Однако при этом отмечено снижение активности
глутатионредуктазы и уровня GSH (Истомина, 2012). Это указывает на то, что основной вклад
в АО-защиту C. grayanus при гипоксии вносят ключевые ферменты — СОД и КАТ. В тканях
Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906), ещё более устойчивой к ОС, чем M. galloprovincialis, по-
казаны более высокая активность АО-ферментов и существенно повышенный ресурс GSH (Го-
стюхина и Андреенко, 2018). Это даёт анадаре преимущество для обитания и выживания
в гипоксических условиях среды.

3.2. Чувствительность отдельных компонентов антиоксидантного комплекса к недостат-
ку кислорода. В ответе на недостаток кислорода отмечают и специфику реакций отдельных
компонентов АО-комплекса. В первую очередь при гипоксии выявляют рост активности СОД
и КАТ (Chen J. et al., 2007 ; Chen X. et al., 2014 ; Sui et al., 2017). Среди АО-систем первую
и наиболее важную линию защиты обеспечивает СОД (Sui et al., 2017). В условиях дефицита
кислорода нередко обнаруживают быстрое повышение активности СОД — в гемоцитах гребеш-
ков Ch. farreri (Chen J. et al., 2007), в гепатопанкреасе и жабрах анадары S. inaequivalvis, у уст-
риц Pteria penguin (Röding, 1798) (Gu et al., 2020), у S. sachalinensis и L. mandshurica (Истомина
и др., 2011), в жабрах и гемолимфе M. coruscus (Sui et al., 2017). Как правило, СОД реагирует од-
ной из первых, но преимущественно на начальных этапах гипоксии. При дальнейшем дефиците
кислорода наблюдают снижение активности фермента; так, у Ch. farreri уменьшение активно-
сти СОД произошло через 7, 14 и 21 день, что свидетельствует о том, что продолжительная гипо-
ксия может привести к инактивации основных защитных ферментов (Chen J. et al., 2007). При-
мечательно, что у высокоустойчивого к гипоксии двустворчатого моллюска A. borealis реакция
на кратковременную и продолжительную критическую гипоксию выражалась в активации не толь-
ко СОД, но и КАТ, а также ГП (Abele-Oeschger & Oeschger, 1995). Это указывает на совместное
действие разных звеньев АО-комплекса, в том числе при длительной гипоксии. Возможно, такая
АО-стратегия и определяет высокую устойчивость A. borealis к гипоксии.

Повышенная активность СОД приводит к высокой скорости дисмутации супероксидного
анион-радикала в H2O2, что стимулирует активность КАТ, катализирующей расщепление H2O2
и гидропероксидов, а также защищает организм от высоких количеств гидроксильных радика-
лов (Hermes-Lima, 2004). Показано, что активность КАТ часто повышается в результате уве-
личения H2O2 при ОС (Hermes-Lima, 2004). Это согласуется с результатами (Sui et al., 2017):
активность КАТ у M. coruscus увеличивается в ответ на низкий уровень кислорода и pH.
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В ряде случаев активность КАТ уменьшается при дефиците кислорода в воде, например у ми-
дииM. galloprovincialis. При этом в защите мидии от гипоксии более значительную роль, чем ката-
лаза, могут играть другие АО-ферменты, в частности глутатионтрансфераза (далее — ГТ) (Woo
et al., 2013). Такое разнообразие ответов отражает видоспецифичность реакций АО-комплекса
при гипоксии, указывает на их сложность и изменчивость, а также на пластичность АО-системы
в защите моллюсков от гипоксии/аноксии.

Показано и доминирование в АО-защите моллюсков низкомолекулярных антиоксидантов,
в первую очередь GSH. Это наблюдают, как правило, у более чувствительных к ОС видов. Так,
у стенооксильного вида — гребешка P. yessoensis — при гипоксии продемонстрировано сниже-
ние активности АО-ферментов (Истомина и др., 2011), что определяется, вероятно, меньшей
их устойчивостью к недостатку кислорода. Однако на этом фоне у гребешка отмечают значи-
тельный рост ресурса GSH, что обеспечивает защиту моллюска от АФК в условиях пониженной
активности ферментов. Подтверждением этому может служить способность GSH инактивиро-
вать супероксидный анион-радикал, отчасти дублируя таким образом функцию СОД (Hermes-
Lima, 2004). В условиях гипоксии такая взаимная замена может способствовать эффективной
защите и выживанию моллюска: она позволяет при нарастании уровня АФК обеспечить быст-
рый и эффективный АО-ответ с помощью низкомолекулярного глутатиона без активации СОД,
что не требует затрат времени и энергии (Гостюхина и Андреенко, 2018).

Важную защитную роль GSH демонстрирует и сравнение АО-реакций моллюсков с разной
устойчивостью к дефициту кислорода. В ряде тканей чувствительного к гипоксии японского гре-
бешка M. yessoensis показана не только повышенная активность АО-ферментов, но и более высо-
кий ресурс GSH, в то время как у мидии Грея, C. grayanus, обнаружен только рост активности
СОД в жабрах. Это является видоспецифической реакцией и определяет устойчивость данных
видов к гипоксии (Belcheva et al., 2016).

3.3. Тканеспецифические особенности антиоксидантного комплекса в условиях гипоксии.
Реакции АО-системы моллюсков на гипоксию носят и тканеспецифический характер. Как пра-
вило, наибольшую активность АО-ферментов выявляют в гепатопанкреасе и жабрах (Гостюхина
и Андреенко, 2018 ; Довженко, 2006), однако есть ряд исключений. Так, для M. coruscus пока-
зана более высокая активность КАТ, СОД и ГП при гипоксии в гемоцитах, чем в жабрах (Sui
et al., 2017). Это связывают с более важной ролью гемолимфы в иммунной защите. У других ви-
дов при гипоксии также обнаруживают подобные особенности — более высокие, чем в жабрах,
значения активности КАТ в гемоцитах M. galloprovincialis (Katsumiti et al., 2015) и значения ак-
тивности СОД и ГТ в гемоцитах Venerupis philippinarum (Adams & Reeve, 1850) (Chen X. et al.,
2014). У A. kagoshimensis максимальные значения уровня GSH и активности ГП зарегистрирова-
ны в ноге. Это указывает на активное участие GSH в работе данного фермента как кофактора и од-
новременно — на его собственную активную АО-роль. Содержание других низкомолекулярных
антиоксидантов (глюкозы, аминокислот и мочевины) было самым высоким в гепатопанкреасе
и жабрах (таргетных органах), а наименьшим — в ноге (Gostyukhina & Andreenko, 2019). Вероят-
но, эти низкомолекулярные антиоксиданты вносят значительный вклад в АО-защиту моллюска
в условиях гипоксии. К такому же заключению приходят другие авторы. Сделан вывод о клю-
чевой роли низкомолекулярного звена АО-системы в детоксикации АФК у анадары при анок-
сии и реоксигенации, поскольку низкомолекулярные антиоксиданты в меньшей степени зависят
от интенсивности метаболизма и источников энергии (Истомина и др., 2011).

3.4. Особенности функционирования антиоксидантной системы при нахождении в атмо-
сфере. Ряд исследований посвящён влиянию на моллюсков аноксии при воздействии возду-
ха. Так, аноксия в сочетании с разной температурой у гребешка Ch. farreri приводила к ком-
плексу реакций — увеличению продукции АФК, снижению активности кислой фосфатазы
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и числа фагоцитарных гемоцитов, росту смертности гемоцитов. При этом активность СОД
достоверно не зависела от температуры воздуха, но зависела от длительности аноксии (Chen J.
et al., 2007).

В условиях аноксии на воздухе при +25 °C в течение 2 ч в лизате гемоцитов гребешков актив-
ность СОД значительно повышалась на фоне одновременного существенного увеличения про-
дукции АФК (Chen J. et al., 2007). Это указывает на защитное действие СОД при росте окисли-
тельной нагрузки в таких условиях. У гребешков при температуре +5 °C продукция АФК была
существенно выше исходных значений при этом режиме аноксии, однако активность СОД в ли-
зате гемоцитов сохранялась на уровне контроля (Chen J. et al., 2007). Подобные реакции свиде-
тельствуют о важной защитной роли СОД при разных режимах дефицита кислорода и при раз-
ной температуре. В то же время авторы считают, что при высокой температуре гребешки показа-
ли относительно низкую переносимость аноксии. Это согласуется с мнением ряда специалистов
о том, что влияние аноксических и гипоксических нагрузок может изменять иммунные реакции
моллюска и приводить к повышенной восприимчивости к заболеваниям (Matozzo et al., 2005 ;
Monari et al., 2005 ; Pampanin et al., 2002). Возможно, такой тип АО-защиты больше свойственен
стенооксильным моллюскам.

Лидирующую роль СОД в защите моллюсков от гипоксии отмечают и у P. penguin при выдер-
живании на воздухе (Gu et al., 2020). Активность СОД увеличивалась после воздействия возду-
ха и затем стабилизировалась в гепатопанкреасе и гемолимфе устрицы, что выразилось в неиз-
менном уровне МДА в течение 6 и 9 ч гипоксии. В отличие от активности СОД, активность
КАТ и ГП, а также общая АО-способность быстро увеличивались, а затем постепенно снижались
после 6 ч пребывания моллюска на воздухе. Возможно, причиной послужил рост уровня МДА
в гемолимфе после 9 и 12 ч воздействия гипоксии.

3.5. Обратимость воздействия гипоксии на антиоксидантный комплекс при реоксигенации.
Ряд исследований посвящён ответу АО-системы моллюсков на гипоксию и последующую реок-
сигенацию. В жабрах M. galloprovincialis в условиях 48-часового воздействия воздуха с после-
дующей 48-часовой реоксигенацией наблюдали рост экспрессии генов и активности КАТ, СОД
и ГТ. Возврат к нормоксическому уровню отмечали во время реоксигенации (Giannetto et al.,
2017). Подобные реакции отражают превентивный рост АО-потенциала моллюска для борьбы
с окислительным взрывом во время будущей реоксигенации.

При действии разных режимов гипоксии у M. galloprovincialis установили снижение активно-
сти КАТ, но неизменную активность СОД, а также рост активности ГТ и последующее её сни-
жение на фоне роста уровня перекисного окисления липидов. Это отражает транскрипционную
стабильность и избирательные изменения генов отдельных АО-ферментов, обеспечивающих за-
щиту мидии при разных режимах дефицита кислорода (Woo et al., 2013). Кроме того, выявлены
разные реакции у отдельных изоформ ферментов. Так, при влиянии аноксии на иммунный ответ
гемоцитов Ch. gallina активность Cu/Zn-СОД снизилась, в то время как активность Mn-СОД зна-
чительно возросла. Особенно высока активность Mn-СОД во время реоксигенации, что обуслов-
лено, вероятно, высокой индуцибельностью этой изоформы и её важной ролью в защите от АФК
при возврате к нормоксии (Monari et al., 2005).

Заключение. Результаты исследований последних лет позволили существенно углубить
и расширить знания о последствиях воздействия гипоксии на иммунную систему моллюсков
на тканевом, клеточном и молекулярном уровнях. Дальнейший анализ адаптационных механиз-
мов гемоцитов моллюсков позволит оценить и предсказать возможные негативные последствия
воздействия гипоксии на клеточный компонент иммунной системы, а молекулярно-генетические
исследования дадут возможность оценить степень воздействия дефицита кислорода на гумо-
ральный компонент. В свою очередь, степень влияния гипоксии на иммунитет двустворчатых
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моллюсков будет зависеть от комбинации климатических изменений в среде (глобальное потеп-
ление, изменения ветровых характеристик, течений и т. д.), а также от перспектив использования
прибрежных участков суши в хозяйственной деятельности. Реакции антиоксидантного комплек-
са двустворчатых моллюсков на гипоксию, как и иммунный ответ, видоспецифичны. В АО-от-
вет вовлекаются компоненты как ферментного, так и низкомолекулярного звена АО-системы
в разных комбинациях. Изменения в АО-активности при гипоксии нередко вызваны подготовкой
к последующей реоксигенации и часто носят обратимый характер. Это отражает функциональ-
ную пластичность АО-системы и её важную роль в защитных механизмах, а также в формиро-
вании неспецифических иммунных реакций организма двустворчатых моллюсков при дефиците
кислорода в среде.

Влияние гипоксии на антиоксидантный комплекс двустворчатых моллюсков изучали в рамках госу-
дарственного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Закономерности организации иммунной системы промыс-
ловых гидробионтов и исследование влияния факторов внешней среды на функционирование их защит-
ных систем» (№ 121102500161-4). Исследование влияния дефицита кислорода на иммунную систему дву-
створчатых моллюсков проводили при финансовой поддержке гранта президента Российской Федерации
для государственной поддержки молодых российских учёных — кандидатов наук (проект МК609.2020.4).
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Over the past decades, research on bivalve immune system is focused on studying the effect of envi-
ronmental factors on the basal status of defense systems. The immune system of bivalves is greatly
affected by abiotic factors, and the most significant ones are water temperature, salinity, and level
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of dissolved oxygen. Hypoxia is widespread in the coastal waters of the World Ocean since the 1950s.
Hypoxic zones (with dissolved oxygen concentration < 0.5 mL O₂·L⁻¹) occur in shelf areas for a long
time corresponding to the life cycle of many hydrobionts. Being benthic organisms, bivalve molluscs
often experience reduced dissolved oxygen concentrations. This group of aquatic invertebrates both
plays an important role in aquatic ecosystem functioning and is actively used in aquaculture. The effi-
ciency of bivalve cultivation directly depends on its immune status determining resistance to diseases.
The immune system of bivalve molluscs is based on a complex of nonspecific reactions of cellular
and humoral components. Hemocytes circulating in the hemolymph are the key effectors of the cellu-
lar immune response which, along with the barrier tissues of molluscs, synthesize humoral factors with
a wide spectrum of antimicrobial activity. The hemolymph of various bivalve species contains differ-
ent cell types differing by size, morphology, and granulation of cytoplasm. Most bivalve species have
2 types of hemocytes – granular and agranular ones; those can be subdivided into morphotypes depend-
ing on number and color of granules, size of the nucleus, and presence of organelles in the cytoplasm.
Granulocytes are considered the main immune cells that perform phagocytosis and (or) encapsulation
of infectious agents, as well as their subsequent neutralization by releasing reactive oxygen species,
lysing enzymes, and humoral antimicrobial proteins. Moreover, the complex of defense systems in-
cludes an antioxidant system which is closely related to mollusc immunity since it neutralizes reactive
oxygen species releasing during cellular immune mechanism activation. An excess of these compounds
damages mollusc cells by oxidizing proteins, cytoplasmic membrane lipids, and DNA. This article pro-
vides data on an oxygen deficiency effect on the cellular and humoral components of the immune
system, as well as the tissue antioxidant complex of bivalve molluscs.
Keywords: bivalve molluscs, immunity, hemocytes, hypoxia, antimicrobial proteins, antioxidant
enzymes
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Копепода Calanus euxinus Hulsemann, 1991 — один из наиболее массовых видов мезозоо-
планктона Чёрного моря, образующий в глубоководных районах 60–80 % биомассы планк-
тонных ракообразных и составляющий здесь основу рациона мелких пелагических рыб. Дан-
ные о численности, биомассе, возрастной структуре и жировых запасах C. euxinus необходи-
мы для оценки состояния его популяции в открытой пелагиали и шельфовой зоне Чёрного
моря. С этой целью в 89-м рейсе НИС «Профессор Водяницкий» (30 сентября — 9 октяб-
ря 2016 г.) проведены исследования в северо-западных, центральных и северо-восточных рай-
онах моря (62 станции). Пробы мезозоопланктона отбирали сетью Богорова — Расса (пло-
щадь входного отверстия — 0,5 м²; ячея — 300 мкм) методом тотальных вертикальных ло-
вов от дна до поверхности моря в области мелководного шельфа и от нижней границы кис-
лородной зоны до поверхности моря в глубоководной части. Пробы фиксировали 4%-ным рас-
твором формалина, численность и биомассу всех копеподитных стадий C. euxinus определяли
в лабораторных условиях. Содержание восков в теле старших копеподитов и половозрелых осо-
бей C. euxinus оценивали по удельному объёму жирового мешка (относительно объёма тела).
Выявлена зависимость количественного распределения вида от глубины биотопа и макромас-
штабной циркуляции водных масс в море. В глубоководной части моря средняя численность
C. euxinus составляла (8,3 ± 0,8) тыс. экз.·м−2, биомасса — (7,1 ± 0,7) г·м−2. На внешнем шельфе
численность и биомасса вида снижались вдвое — до (4,2 ± 1,4) тыс. экз.·м−2 и (3,3 ± 1,2) г·м−2

соответственно. В глубоководных районах копеподиты V стадии вместе с самками и сам-
цами составляли 91 % численности и 96 % биомассы популяции. На внешнем шельфе до-
ля этих возрастных стадий сокращалась до 67 % численности и 86 % биомассы. В районах
глубоководной пелагиали удельный объём жирового мешка у V копеподитов, самок и сам-
цов [(17,1 ± 0,6), (11,2 ± 0,8) и (11,9 ± 0,5) % соответственно] был вдвое выше, чем у этих
же возрастных стадий на внешнем шельфе [(8,1 ± 0,8), (4,7 ± 0,8) и (6,0 ± 0,5) % соответ-
ственно], что указывает на зависимость между накоплением липидных резервов у данного вида
и гипоксическими условиями в биотопе. Сравнительно высокие величи́ны численности, био-
массы и содержания восков у C. euxinus свидетельствуют о том, что его популяция практиче-
ски вернулась к прежнему состоянию (наблюдавшемуся до экспансии гребневиков-вселенцев
в конце 1980-х гг. и последних климатических изменений, которые привели к потеплению
в бассейне Чёрного моря).
Ключевые слова: Calanus euxinus, численность, биомасса, резервные липиды, Чёрное море
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Calanus euxinus Hulsemann, 1991 — самый массовый представитель холодноводных копепод
Чёрного моря, образующий в открытых районах 60–80 % биомассы планктонных ракообраз-
ных (Аннинский и Тимофте, 2009 ; Yuneva et al., 1999) и являющийся ключевым источником
пищи мелких пелагических рыб (Yuneva et al., 2016). Хотя основные закономерности вертикаль-
ного распределения популяции C. euxinus в Чёрном море были известны ещё в начале XX в. (Ни-
китин, 1926), многие вопросы, касающиеся её ежегодного обновления, пространственной
неоднородности расселения особей в биотопах и межгодовой динамики биомассы, требуют
дальнейшего изучения.

Количественные показатели состояния популяции C. euxinus в разных районах Чёрного мо-
ря рассмотрены в ряде работ (Виноградов и др., 1992 ; Загородняя и др., 2001 ; Светличный
и Губарева, 2011 ; Niermann et al., 1998). В 1980–1990 гг. биомасса этого вида в централь-
ной части моря составляла в среднем 7–11 г·м−2 (Ковалев, 1996). Однако экспансия гребневи-
ка Mnemiopsis leidyi (A. Agassiz, 1860) в конце 1980-х гг. резко сократила биомассу C. euxinus:
она снизилась в центральных районах моря в 1991 и 1992 гг. до 0,5 и 1,1 г·м−2 соответствен-
но (Vinogradov et al., 1999), а в 1993 г. в северной части моря — до 4,3 г·м−2 (Виноградов и др.,
1995). После проникновения в море в конце 1990-х гг. гребневика Beroe ovata Bruguière, 1789, пи-
тающегося исключительно гребневиками-планктофагами, трофический пресс на мезозоопланк-
тон со стороны M. leidyi значительно снизился (Vinogradov et al., 1999), в результате чего био-
масса C. euxinus восстановилась почти до уровня 1980-х гг. (Аннинский и Тимофте, 2009). Неяс-
но, в какой мере на популяцию этой копеподы могли повлиять последние изменения в экоси-
стеме, связанные с воздействием климатических факторов (Полонский и др., 2013), фенологи-
ческими отклонениями в экологии и измельчанием такого массового планктонофага, как чер-
номорский шпрот Sprattus sprattus phalericus (Risso, 1827) (Yuneva et al., 2016), а также с по-
степенным увеличением в море биомассы сцифомедузы Aurelia aurita (Linnaeus, 1758) (Аннин-
ский и др., 2019) и структурной трансформацией всего сообщества планктонных желетелых
хищников (Аннинский и др., 2020).

Для популяции C. euxinus осенний гидрологический сезон — это период, характеризующий
успешность её весеннего генеративного обновления, результативность выживания и взросления
новых поколений в летние месяцы, а также степень развития новой генерации производите-
лей (осенние V копеподиты, самцы и самки) для весны следующего года. Биомасса C. euxinus
осенью лишь немного ниже своих весенних максимальных значений (Vinogradov et al., 1999).

Цель настоящей работы — оценка современного состояния популяции C. euxinus в открытой
пелагиали и шельфовой зоне северо-восточных, центральных и северо-западных районов Чёр-
ного моря, что особенно актуально в связи с ежегодным обновлением её состава, численности
и биомассы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Пробы мезозоопланктона, включающие ювенильных и взрослых особей C. euxinus, отобраны

на 62 станциях в северо-восточных, центральных и западных районах Чёрного моря в зоне глубо-
ководной эпипелагиали, внешнего (глуби́ны 50–200 м) и внутреннего (глуби́ны < 50 м) шельфа
в 89-м рейсе НИС «Профессор Водяницкий» (30 сентября — 9 октября 2016 г.) (рис. 1). От-
бор проб производили сетью Богорова — Расса (далее — БР) (площадь входного отверстия —
0,5 м²; ячея — 300 мкм) методом тотальных вертикальных ловов от дна или нижней границы
кислородной зоны (по данным CTD-зонда Sea-Bird 911plus, σt = 16,2) до поверхности моря.
Для сопоставления уловистости всех размерно-возрастных стадий C. euxinus на двух станциях
проведены параллельные ловы сетью БР и сетью Джеди (площадь входного отверстия — 0,1 м²;
ячея — 112 мкм). Состав и численность копепод в пробах, фиксированных 4%-ным раствором
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формалина, определяли в лабораторных условиях, просматривая зоопланктон в камере Бого-
рова под микроскопом. Индивидуальную сырую массу копеподитов и половозрелых особей
C. euxinus (WW, мг) рассчитывали по формуле:

𝑊𝑊 = 0, 58 × 𝑙 × 𝑑2 × 𝜌 ,

где l и d — длина и ширина просомы соответственно, мм;
ρ — средняя плотность тела, г·см−3 (Светличный и Губарева, 2011).

Рис. 1. Карта-схема районов отбора проб зоопланктона в 89-м рейсе НИС «Профессор Водяницкий»
в Чёрном море (сентябрь — октябрь 2016 г.). Цифрами обозначены номера станций
Fig. 1. Map of sampling survey (with station numbers identified) during the 89ᵗʰ cruise of the RV “Professor
Vodyanitsky” in the Black Sea (September–October 2016)

Количество резервного жира, накапливаемого старшими возрастными стадиями
C. euxinus, оценивали по удельному объёму жирового мешка (Светличный и Губарева, 2011).
Объём жирового мешка (Vsac) определяли в соответствии с формулой:

𝑉𝑠𝑎𝑐 = 𝜋 × 𝑙𝑠𝑎𝑐 × 𝑑2
𝑠𝑎𝑐/6 ,

где lsac и dsac — длина и ширина жирового мешка соответственно, мм.
Объём тела копеподитов, самцов и самок (Vb, мм³) рассчитывали по формуле:

𝑉𝑏 = 𝑘 × 𝑙𝑝𝑟 × 𝑑2
𝑝𝑟 ,

где lpr и dpr — длина и ширина просомы соответственно, мм;
k — эмпирический коэффициент, равный 0,64 у самцов и 0,58 у копеподитов и самок

(Svetlichny et al., 2009).
Статистическую обработку данных осуществляли с использованием стандартного программ-

ного обеспечения Grapher 3 и Surfer 8 для Microsoft Windows. Достоверность различий средних
оценивали по t-критерию Стьюдента. Средние величи́ны представлены с учётом их стандартной
ошибки.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты 10 параллельных ловов сетью БР и сетью Джеди в разных районах моря, до-

полненные аналогичными данными прошлых лет (Аннинский и Тимофте, 2009), представлены
на рис. 2. Анализ материала свидетельствует о том, что две сети улавливали ранние и средние
копеподитные стадии развития (I–IV) C. euxinus практически с одинаковой эффективностью, то-
гда как сеть БР оказалась более результативной при отлове копеподитов V стадии. Это может
быть связано с более низким фильтрационным сопротивлением сети БР, а также с меньшей
вероятностью её избегания старшими возрастными стадиями и взрослыми копеподами.

Рис. 2. Сравнительная уловистость (%) копеподы Calanus euxinus сетями Джеди (чёрные столб-
цы) и Богорова — Расса (белые столбцы) в 10 параллельных вертикальных ловах в Чёрном море
в сентябре — октябре 2005 и 2016 гг.
Fig. 2. Comparative catching efficiency for Calanus euxinus by the Juday net (black bars) and the Bo-
gorov–Rass net (white bars) in 10 parallel vertical hauls in the Black Sea in September–October 2005
and 2016

В распределении численности и биомассы C. euxinus в сентябре — октябре 2016 г. (рис. 3) яв-
но прослеживается зависимость от макромасштабной циркуляции водных масс. Наиболее плот-
ные скопления особей этого вида (до 21 тыс. экз.·м−2 и 18,9 г·м−2 на станциях 29, 63, 79) обнару-
жены на периферии Восточного циклонического круговорота и в ядре антициклонического вих-
ря западнее Крыма (Севастопольский антициклон). В центральной зоне Восточного круговорота
копепод было меньше. Средняя численность и биомасса C. euxinus в глубоководной части моря
составляли (8,3 ± 0,8) тыс. экз.·м−2 и (7,1 ± 0,7) г·м−2 соответственно. При удалении от открытых
участков моря к районам внешнего шельфа численность вида достоверно снижалась с (8,3 ± 0,8)
до (4,2 ± 1,4) тыс. экз.·м−2, а биомасса — с (7,1 ± 0,7) до (3,3 ± 1,2) г·м−2. На внутреннем шельфе
из-за единичной встречаемости старших возрастных стадий численность C. euxinus составляла
лишь (0,10 ± 0,04) тыс. экз.·м−2, а биомасса — (0,09 ± 0,03) г·м−2.

В глубоководной части моря с опусканием нижней границы кислородной зоны (далее —
НГКЗ) (σt = 16,2) с 100–125 до 151–180 м численность C. euxinus сначала возрастала (p < 0,05)
с (7,3 ± 0,9) до (10,5 ± 1,1) тыс. экз.·м−2 (при достижении глубины 126–150 м), а затем снижа-
лась (p > 0,05) до (8,6 ± 2,1) тыс. экз.·м−2 (при положении НГКЗ на глубине 151–180 м) (рис. 4).
Аналогичным образом изменялась биомасса вида: при заглублении НГКЗ значение первоначаль-
но повышалось (p < 0,05) с (6,2 ± 0,8) до (9,02 ± 1,02) г·м−2 (при промежуточных значениях НГКЗ),
а затем сокращалось (p > 0,05) до (7,3 ± 1,9) г·м−2 (при опускании нижней границы биотопа ко-
пеподы до 151–180 м). Из полученных данных следует, что численность и биомасса C. euxinus
достоверно увеличиваются (p < 0,05) в направлении от центральных областей циклонических
круговоротов к их границам, однако количественные изменения численности и биомассы этого
вида из районов циклонической и антициклонической циркуляции в целом незначительны.
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Рис. 3. Численность (А) и био-
масса (Б) Calanus euxinus
в северо-восточных, централь-
ных и западных районах Чёрного
моря в сентябре — октябре
2016 г.
Fig. 3. Calanus euxinus abun-
dance (А) and biomass (Б)
in the northeastern, central,
and western Black Sea in Septem-
ber–October 2016

Рис. 4. Зависимость общей
численности (тыс. экз.·м−2),
биомассы (г·м−2) и возрастной
структуры (% общей числен-
ности) популяции Calanus
euxinus от температуры (t, °C)
и условной плотности (σt) воды
в верхней эпипелагиали Чёрного
моря (0–180 м). Положение
нижней границы кислородной
зоны (σt = 16,2): 100–125 м (А);
126–150 м (Б); 151–180 м (В)
Fig. 4. Total abundance (thou-
sand ind.·m⁻²), biomass (g·m⁻²),
and age structure (% of total
abundance) in the Calanus euxinus
population in relation to seawater
temperature (t, °C) and den-
sity (σ✁) in the upper epipelagial
of the Black Sea (0–180 m).
The lower border of the oxygen
zone (σ✁ = 16.2) is as follows:
100–125 m (А); 126–150 m (Б);
151–180 m (В)
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Специфические изменения структуры популяции C. euxinus в зависимости от положе-
ния НГКЗ указывают на то, что такие вариации численности и биомассы рачков вызваны пе-
рераспределением возрастных стадий с водными массами поверхностной эпипелагиали. Цен-
тробежные потоки в зоне циклонических круговоротов вытесняют к периферии прежде всего
I–IV копеподитов, обитающих в поверхностных слоях, и взрослых особей; V копеподитов, насе-
ляющих гипоксический биотоп, это затрагивает в меньшей степени. В районах антициклониче-
ских вихрей, наоборот, центростремительные потоки в большей мере захватывают обитающих
ближе к поверхности младших копеподитов, а также самок и самцов. При этом V копеподи-
ты либо рассеиваются, либо частично гибнут. При заглублении НГКЗ с 100–125 до 126–150
и 151–180 м доля I–III копеподитов возрастала с (2,4 ± 1,9) до (2,6 ± 0,4) и (12,2 ± 6,8) % со-
ответственно, а доля IV копеподитов — с (1,9 ± 0,9) до (4,3 ± 0,6) и (7,4 ± 1,2) % соответ-
ственно. Доля V копеподитов при опускании НГКЗ снижалась с (67,9 ± 3,9) до (57,4 ± 3,7)
и (48,2 ± 5,8) % соответственно, а доля взрослых особей сохранялась почти на одном уровне —
(25,5 ± 2,3), (30,9 ± 3,0) и (27,6 ± 4,0) % для самок и (2,2 ± 0,4), (4,8 ± 1,0) и (4,6 ± 1,0) %
для самцов.

Похожим образом изменялась структура популяции C. euxinus в направлении от глубоко-
водной зоны моря к районам внешнего и внутреннего шельфа (рис. 5). Абсолютное числен-
ное доминирование в открытом море V копеподитов [(58,0 ± 2,8) %] и самок [(28,0 ± 1,8) %]
на шельфе ослабевало [36–40 и 18–23 % соответственно], а доля младших возрастных ста-
дий, напротив, становилась выше. У I–III копеподитов в районах шельфа она достигала в сред-
нем 14–15 %, а у IV копеподитов — 24–25 %. Вместе с тем не обнаружено значитель-
ных различий между структурой популяций C. euxinus из районов внешнего и внутреннего
шельфа моря.

Рис. 5. Возрастная структура популяции Calanus euxinus (% общей численности) в районах
внутреннего (А) и внешнего (Б) шельфа и глубоководной пелагиали (В) Чёрного моря
Fig. 5. Age structure of the Calanus euxinus population (% of total abundance) on the inner (А) and outer (Б)
shelf and in the deeper pelagial (В) of the Black Sea

Удельный объём жирового мешка у V копеподитов, самок и самцов C. euxinus в глубоковод-
ных районах моря составлял в среднем (17,1 ± 0,6), (11,2 ± 0,8) и (11,9 ± 0,5) % соответствен-
но (рис. 6). В зоне внешнего шельфа количество накопленных копеподами восков снижалось
в 2 раза — до (8,1 ± 0,8) % объёма тела у V копеподитов, (4,7 ± 0,8) % у самок и (6,0 ± 0,5) %
у самцов.
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Рис. 6. Средний удельный объём жирового мешка (% объёма тела) у Calanus euxinus в глубоководной
пелагиали и зоне внешнего шельфа Чёрного моря в сентябре — октябре 2016 г. (V — V копеподиты;
F — самки; M — самцы)
Fig. 6. Mean specific oil sac volume (% of the body volume) of Calanus euxinus in the deeper pelagial
and on the outer shelf of the Black Sea in September–October 2016 (V denotes copepodites V; F, females;
M, males)

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ количественных характеристик состояния популяции C. euxinus в 2016 г., а также

аналогичных данных прошлых лет (Аннинский и Тимофте, 2009 ; Арашкевич и др., 2002 ; Ви-
ноградов и др., 1995 ; Загородняя и др., 2001 ; Ковалев, 1996 ; Светличный и Губарева, 2014 ;
Arashkevich et al., 2014 ; Vinogradov et al., 1999) не выявил какой-либо межгодовой изменчиво-
сти численности и биомассы этого вида в море за последние десятилетия. При существующей
вероятности такой динамики размах межгодовых колебаний численности и биомассы копепо-
ды (под прессом хищников и влиянием климатических факторов), по-видимому, значительно
превышал возможные пределы долговременных изменений в популяции.

Так, средняя биомасса вида в глубоководных центральных [(6,5 ± 1,1) г·м−2] и северо-
восточных [(8,9 ± 1,3) г·м−2] областях в 2016 г. оказалась сопоставимой с соответствующи-
ми данными 1999 г. [9,7 г·м−2] (Арашкевич и др., 2002). В западных глубоководных райо-
нах биомасса C. euxinus [(5,9 ± 1,2) г·м−2] была такой же [p > 0,05], как в октябре 2005 г.
[(6,2 ± 1,1) г·м−2] (Аннинский и Тимофте, 2009). Вместе с тем в октябре 2010 г. биомасса
копеподы в этих же районах (2,8 г·м−2) (Светличный и Губарева, 2014) была по меньшей ме-
ре вдвое ниже, чем в 2005 и 2016 гг. Аналогичным образом изменялась средняя численность
C. euxinus: она достигала (9,9 ± 1,8) тыс. экз.·м−2 в 2005 г. (Аннинский и Тимофте, 2009) и состав-
ляла (7,3 ± 1,3) тыс. экз.·м−2 в 2016 г., но равнялась лишь 3,9 тыс. экз.·м−2 в 2010 г. (Светлич-
ный и Губарева, 2014). В зоне внешнего шельфа центральных районов численность C. euxinus
осенью 2016 г. [(4,3 ± 1,9) тыс. экз.·м−2] в среднем превышала соответствующую величину
для октября 2005 г. [(2,5 ± 0,49) тыс. экз.·м−2], однако различие не было статистически зна-
чимым [p > 0,05]. Если подобные изменения в популяции копеподы всё же произошли, они
не могли быть связаны с межгодовой динамикой суммарной биомассы желетелого макропланк-
тона или его отдельных представителей. Так, несмотря на то, что в море биомасса гребневика
M. leidyi сократилась (с (76 ± 22) г·м−2 в 2005 г. до (48 ± 11) г·м−2 в 2016 г.), биомасса другого
гребневика-планктофага, Pleurobrachia pileus (O. F. Müller, 1776), за эти годы выросла (с (22 ± 4)
до (45 ± 4) г·м−2 соответственно). Кроме того, не менее чем в 5 раз увеличилась за это время
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биомасса медузы A. aurita — от (44 ± 15) до (260 ± 72) г·м−2 (Аннинский и др., 2019). Возможно,
на ежегодное воспроизводство популяции C. euxinus в море не столько влияют хищники, сколько
воздействуют климатические факторы. В частности, обнаружено наличие связи между биомас-
сой C. euxinus и повышением температуры воды в апреле (r² = 0,61; p < 0,01) и мае (r² = 0,51;
p < 0,01) (Аннинский и др., 2020). Стоит отметить, что температура воды в апреле и мае 2016 г.
была выше в среднем на 0,5 и 2,2 °C соответственно, чем в те же месяцы 2005 г. Следовательно,
более вероятно, что некоторое увеличение численности и биомассы копеподы также произошло
в период с 2005 по 2016 г.

Тотальное доминирование V копеподитов и взрослых особей в глубоководных районах моря
бόльшую часть года (Arashkevich et al., 2014 ; Besiktepe, 2001 ; Svetlichny et al., 2009) указывает
на то, что для развития популяции C. euxinus важен глубоководный гипоксический биотоп, ко-
торый определённым образом регулирует накопление жира в теле особей (Isinibilir et al., 2009 ;
Yuneva et al., 1999). В 2016 г. все старшие стадии вида в районах глубоководной пелагиали имели
значительные запасы восков, необходимых для завершения метаморфоза, полового созревания
и генеративной продукции. Снижение содержания резервных липидов у самок, самцов и V копе-
подитов в направлении от открытого моря к районам внешнего и внутреннего шельфа отражает
общие закономерности формирования жировых запасов у черноморской популяции C. euxinus.
Суточные вертикальные миграции старших копеподитных стадий вида в глубинные гипоксиче-
ские слои позволяют значительно снизить энергетические траты и повысить эффективность ак-
кумуляции липидов (Svetlichny et al., 2006). В мелководной зоне в условиях отсутствия гипо-
ксии копеподы накапливают меньше резервного жира, однако из-за более высокой температуры
в биотопе могут развиваться быстрее (Светличный и Губарева, 2014).

Формирование жировых запасов у C. euxinus начинается с III и IV копеподитных стадий разви-
тия, когда средний объём жирового мешка не превышает 1–2 % объёма тела; после он постепенно
увеличивается и достигает у V копеподитов в среднем 16–17 % объёма тела (Светличный и Губа-
рева, 2011). Осенью 2016 г. удельный объём резервного жира у этой возрастной стадии составлял
в среднем (17,1 ± 0,6) %, а в отдельных случаях на глубоководных станциях находился на уровне
20 % от объёма тела. Такое высокое для C. euxinus содержание резервных липидов сопоставимо
с показателями жирности, отмеченными в апреле 2003 г. в юго-западном районе моря во время
цветения водоросли Proboscia alata (Brightwell) Sundström, 1986 (16–22 %) (Svetlichny et al., 2009).
Близкие значения удельного объёма жирового мешка у V копеподитов C. euxinus [(16,1 ± 7,6) %]
были получены в октябре 2005 г. в западном секторе моря (Светличный и Губарева, 2014). Таким
образом, и по количественным показателям, и по содержанию резервных липидов в теле особей
популяция C. euxinus в Чёрном море осенью 2016 г. находилась в более развитом состоянии, чем
в годы восстановления пелагической экосистемы (начало 2000-х гг.) после неконтролируемого
воздействия на неё гребневика M. leidyi в конце XX в.

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что пространственное распреде-
ление копеподы Calanus euxinus в северо-восточных, центральных и западных районах Чёрно-
го моря в сентябре — октябре 2016 г. было неоднородным и зависело от глубины биотопа и мак-
ромасштабной циркуляции водных масс. В глубоководной части моря численность и биомас-
са C. euxinus почти в два раза превышали значения для этого вида в зоне внешнего шельфа,
что обусловлено особенностями гидродинамики Основного черноморского течения, циклони-
ческих круговоротов и антициклонических вихрей. В популяции C. euxinus глубоководной пе-
лагиали преобладали копеподиты V стадии развития, которые совместно с самками и самцами
составляли до 91 % общей численности и 96 % общей биомассы вида, тогда как в зоне внешне-
го и внутреннего шельфа доля старших возрастных стадий закономерно сокращалась. При этом
V копеподиты, самки и самцы, обитающие в глубоководных районах, содержали в 2 раза больше
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резервных липидов, чем старшие возрастные стадии в зоне шельфа, что обусловлено специфи-
кой жиронакопления у этого вида. Сравнительно высокие значения численности, биомассы и со-
держания восков у C. euxinus осенью 2016 г. свидетельствуют о том, что его популяция практи-
чески вернулась к прежнему состоянию (наблюдавшемуся до экспансии гребневиков-вселенцев
в конце 1980-х гг. и последних климатических изменений, приведших к потеплению бассейна
Чёрного моря).

Работа выполнена в рамках государственного заданияФИЦИнБЮМпотеме «Функциональные, мета-
болические и токсикологические аспекты существования гидробионтов и их популяций в биотопах с раз-
личным физико-химическим режимом» (№ гос. регистрации 121041400077-1) и при частичной поддержке
проекта РФФИ и г. Севастополя «Отклик черноморской пелагической экосистемы на изменение климата
в регионе (на примере медуз, гребневиков и мелких пелагических рыб)» (р_а 18-44-920022).
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STATE OF POPULATION OF CALANUS EUXINUS (COPEPODA)
IN THE OPEN PELAGIAL AND ON THE SHELF OF THE BLACK SEA NEAR CRIMEA

IN AUTUMN 2016

E. S. Hubareva and B. E. Anninsky

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

A copepod Calanus euxinus Hulsemann, 1991 is one of the most abundant mesozooplankton species
constituting up to 60–80 % of planktonic crustacean biomass in the deeper Black Sea and be-
ing the main food component for small pelagic fish. Data on abundance, biomass, age structure,
and lipid reserves of C. euxinus are required to estimate the state of its population in the open pelagial
and on the shelf of the Black Sea. The data were obtained during the 89ᵗʰ cruise of the RV “Professor
Vodyanitsky” (30.09.2016–09.10.2016) in the northwestern, central, and northeastern sea (62 stations).
Zooplankton was sampled with a Bogorov–Rass net (mouth area of 0.5 m²; mesh size of 300 μm) by ver-
tical net hauls from the seabed to the surface on the shelf and from the lower border of the oxygen zone
to the surface in the deep-sea area. The samples were fixed with 4 % formaldehyde; in the labora-
tory, the abundance and biomass of all copepodite stages of C. euxinus were determined. Wax ester
content in the bodies of late copepodite stages and adult specimens was estimated based on the spe-
cific oil sac volume (% of the body volume). The relationship between the quantitative species dis-
tribution and the habitat depth and macroscale hydrological circulation was revealed. In the deep-
sea area, the mean abundance and biomass of C. euxinus amounted to (8.3 ± 0.8) thousand ind.·m⁻²
and (7.1 ± 0.7) g·m⁻², respectively. On the outer shelf, the abundance and biomass of this species de-
creased twofold – down to (4.2 ± 1.4) thousand ind.·m⁻² and (3.3 ± 1.2) g·m⁻², respectively. In the deep-
sea area, copepodites V, females, and males constituted 91 % of the total abundance and 96 % of the to-
tal biomass of the population. On the outer shelf, the ratio of these developmental stages reduced
to 67 % and 86 % of the total abundance and biomass, respectively. In the deeper pelagial, the specific
oil sac volumes in copepodites V, females, and males [(17.1 ± 0.6), (11.2 ± 0.8), and (11.9 ± 0.5) %,
respectively] were twice as high as in the same developmental stages from the outer shelf [(8.1 ± 0.8),
(4.7 ± 0.8), and (6.0 ± 0.5) %, respectively] indicating a relation between lipid accumulation in this
species and hypoxic conditions of the biotope. Relatively high values of the abundance, biomass,
and wax ester content in C. euxinus indicate that the population returned to its previous state – the one
observed prior to expansion of alien ctenophores in the late 1980s and recent climatic changes resulting
in a warming of the Black Sea basin.
Keywords: Calanus euxinus, abundance, biomass, lipid reserves, Black Sea
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Suctorian ciliates are common epibionts on marine and freshwater invertebrates. In the present
study, three epibiont suctorian ciliate species, viz. Praethecacineta halacari Schulz, 1933, The-
cacineta calix (Schroder, 1907), and Thecacineta cothurnioides Collin, 1909, are reported. Hence,
P. halacari was observed on the ventral side of the idiosoma and legs of halacarid mite Copi-
dognathus brachystomus Viets, 1940 and ventral side of Copidognathus tabellio (Trouessart, 1894).
T. calix was reported on halacarid mite Maracarus gracilipes (Trouessart, 1889) – a new
host species for the ciliate. T. cothurnioides was found on two different harpacticoid cope-
pod specimens. The species T. cothurnioides is recorded from Turkish coast for the first time.
T. calix is reported from Antalya for the first time. Finding of P. halacari is the first
record for Izmir area. The data on distribution of all registered suctorian species are provided
as well.
Keywords: epibiont, suctorian ciliate, halacarid mite, harpacticoid copepod, host, Mediterranean Sea,
Türkiye

Suctorian ciliates are common epibionts on marine and freshwater invertebrates such as cope-
pods, cladocerans, nematodes, kinorhynchs, tanaids, and halacarid and hydrachnid mites (Dovgal
et al., 2009a ; Durucan, 2019). In Türkiye, the first epibiont marine suctorian ciliate was reported
by Durucan and Boyacı (2019) who registered Praethecacineta halacari Schulz, 1933 on Copi-
dognathus venustus Bartsch, 1977 collected from Antalya. After that, Durucan et al. (2019) re-
ported Paracineta irregularis Dons, 1927 on a halacarid mite (Rhombognathus sp.) from the Sea
of Marmara. Recently, Thecacineta calix (Schroder, 1907) was recorded as epibiont on a harpacti-
coid copepod from the Aegean Sea of Türkiye (Fethiye-Muğla) for the first time from this
country (Durucan, 2019).

The paper presents the first report of Thecacineta cothurnioides Collin, 1909 from Türkiye.
T. calix is reported for the first time from a halacarid mite Maracarus gracilipes (Trouessart, 1889),
and at the same time this record is the first for Antalya. Previously found P. halacari is reported here
for different halacarid hosts – Copidognathus brachystomus Viets, 1940 and Copidognathus tabellio
(Trouessart, 1894) – and location of Izmir.
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MATERIAL AND METHODS
Sediment was sampled by snorkeling at locality from Antalya (Kundu) (36.848686°N,

30.831607°E) (fine sand, 2-m depth) (22 July, 2020) and Izmir (Urla–Karantina Island) (Pinctada ra-
diata (Leach, 1814), 0–1-m depth) (Fig. 1). Then, sediment samples were sieved in 100 µm in the lab-
oratory under a binocular microscope (Nikon SMZ-10). The light microscopy (Nikon Eclipse E400)
micrographs were taken with a camera phone. Halacarid mites and harpacticoid specimens inhabited
by ciliates were placed in Hoyer’s medium and kept in the collection of the first author (F. Durucan).

Fig. 1. Studied areas in Türkiye with the sampling stations indicated [source of the map
is (Schlitzer, 2022)]
Рис. 1. Станции отбора проб в Турции [источник карты — (Schlitzer, 2022)]

RESULTS AND DISCUSSION
Class Suctorea Claparede & Lachmann, 1859

Subclass Exogenia Collin, 1912
Order Metacinetida Jankowski, 1978

Family Praethecacinetidae Dovgal, 1996
Praethecacineta halacari Schulz, 1933

Material examined. Numerous epibiont ciliates were observed on C. brachystomus. Mostly, those
were found as attached ventral side of the idiosoma and legs (Fig. 2A). Four ciliates were registered
as attached ventral side of another C. brachystomus (Fig. 2B). More than ten P. halacari were observed
on ventral side of C. tabellio (Fig. 2C). Length of P. halacari lorica was approximately 50–60 µm;
width of lorica was 20–25 µm.

Distribution. P. halacari is widely distributed species, specific to halacarid mites. P. halacari
was previously recorded from various species of halacarid mites and different areas worldwide (Chat-
terjee et al., 2018 ; Durucan & Boyacı, 2019). The species was firstly reported near the Norwegian
coast (Tromsø, type locality) from unidentified halacarids. Subsequent finds were in the Atlantic coast
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of Brazil, Caspian Sea, Pulau Bedukang (Brunei), Bulgaria, Nova Scotia (Canada), Norfolk (England),
Tromsø (Norway), Kiel (Germany), Goa (India), Western Australia, He-Ping-Dao (Taiwan), Matemwe
and Zanzibar (Tanzania), Gdańsk (Poland), Singapore, Albufeira (Portugal), Crimea (Russia) (Chatter-
jee et al., 2018 ; Dovgal et al., 2009a ; Dovgal, 2013), and Antalya and Izmir (Türkiye) (present report).

Fig. 2. Ventral views of three different Copidognathus specimens infected with Praethecacineta halacari:
A, B, Copidognathus brachystomus; C, Copidognathus tabellio (scale bars are 50 µm)
Рис. 2. Вентральная поверхность трёх различных видов рода Copidognathus, инфицированных
Praethecacineta halacari: A, B — Copidognathus brachystomus; C — Copidognathus tabellio (масштабные
линейки — 50 µm)

Order Vermigemmida Jankowski, 1973
Family Thecacinetidae Matthes, 1956

Genus Thecacineta Collin, 1909
Thecacineta calix (Schroder, 1907)

Material examined. In total, 27 halacarid specimens (14 females and 13 males) were identified
as M. gracilipes. Out of them, 18 individuals (9 females and 9 males) were found as inhabited by numer-
ous individuals of the species T. calix from the sampling area of Antalya. Those were attached to ventral
side of idiosoma and gnathosoma. The ciliates were also attached to legs laterally and ventrally (Fig. 3).
The suctorian lorica surface was covered with characteristic for the species annular ridges (7–8).
Length of lorica was 50–60 μm; width of lorica was 20–25 μm.

Distribution.The worldwide distribution is characteristic forT. calixwhich is reported as an epibiont
on nematodes, copepods, and halacarid mites from the Atlantic, Pacific, Antarctic, and Indian oceans,
from the intertidal area to the deep sea (Chatterjee et al., 2019b). The species was firstly reported
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on the coast of Kerguelen Islands and Island of Heard (Antarctica, type locality), Kiel Bay (Germany),
Tarva (Norway), Koprino Harbor and Quatsino Sound (Pacific coast of Canada), Tierra Del Fuego,
Falkland Islands, the Adriatic Sea, the Mediterranean Sea, Veracruz (Mexico), Odesa, Sevasto-
pol (the Black Sea), Siladeu and Nias islands (Indonesia), North Sea, Hokkaido (Japan), Near Andaman
& Nicobar Islands, He-Ping-Dao (Taiwan), Piran Bay (Slovenia), East Saint John (U. S. Virgin Islands),
Caja de Muertos Island, Buoy, La Parguera (Puerto Rico), Pulau Bedukang (Brunei), Southwest Bay
of Bengal, Tamil Nadu (India), Brittany (France), Suvadiva Atoll (Maldives), Northern Caspian Sea,
Angria Bank, Arabian Sea (Chatterjee et al., 2019a, b, 2020a, b ; Dovgal, 2013 ; Panigrahi et al., 2015),
Muğla (Türkiye) (Durucan, 2019), and Antalya (Türkiye) (present report).

Other hosts. T. calix was observed on many different halacarid mites. But in this study, we re-
port for the first time the ciliate species on many specimens of M. gracilipes. The latter is a new host
species for T. calix. The ciliate species were also reported from several species of nematodes, copepods,
etc. (Chatterjee et al., 2019b, 2020a ; Dovgal, 2013).

Fig. 3. Specimen of Maracarus gracilipes infected by Thecacineta calix: A, total view; B, magnificated
view (gn, gnathosoma; id, idiosoma; ma, macronucleus) (scale bars are 50 µm)
Рис. 3. Вентральная поверхность Maracarus gracilipes, инфицированного Thecacineta calix: A — об-
щий вид; B — вид с большим увеличением (gn — гнатосома; id — идиосома; ma — макронуклеус)
(масштабные линейки — 50 µm)

Thecacineta cothurnioides Collin, 1909

Material examined. In total, two harpacticoid copepod specimens were observed inhabited
by T. cothurnioides (Fig. 4A, B). Out of them, one was infected with single individual, while another one
was inhabited with eleven individuals (Fig. 4C, D).

Distribution. The species was firstly reported on harpacticoid copepod from Banyuls-sur-Mer
at the Mediterranean coast of France (type locality) (Dovgal et al., 2009b). Next, T. cothurnioideswas re-
ported on nematodes from Ratnagiri, Rushikulya, and Sundarbans (India) (Chatterjee et al., 2019a),
as well as on nematodes from the Maldivian Archipelago (Baldrighi et al., 2020). Finally, it was registered
in the Mediterranean Sea near Antalya (Türkiye) (present report).

Other hosts. Besides harpacticoid copepods [Cletodes longicaudatus (Boeck, 1872)], this species
was reported from nematodes – Tricoma sp., Chromaspirina sp., Chromaspirina parapontica Luc
& De Coninck, 1959, and Paradesmodora sp. (Baldrighi et al., 2020 ; Chatterjee et al., 2019a ; Dovgal
et al., 2009a).
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Fig. 4. Distribution of Thecacineta cothurnioides
on harpacticoid copepod body: A, B, lateral view;
C, D, ventral view (scale bars are 50 µm)
Рис. 4. Распределение Thecacineta cothurnioides
на теле гарпактикоиды: A, B — вид сбо-
ку; C, D — вид снизу (масштабные линейки —
50 µm)

Second author’s (Igor Dovgal’s) work was carried out within the framework of IBSS state research as-
signment “Fundamental studies of population biology of marine animals, their morphological and genetic
diversity” (No. 121040500247-0).
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НОВЫЕ НАХОДКИ ЭПИБИОНТНЫХ СУКТОРИЙ (CILIOPHORA, SUCTOREA)
НА КЛЕЩАХ-ГАЛАКАРИДАХ И ГАРПАКТИКОИДАХ
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Суктории — широко распространённая группа эпибионтных инфузорий, обитающих на пред-
ставителях многих таксонов морских и пресноводных беспозвоночных. В статье приведе-
ны данные о новых находках трёх видов эпибионтных сукторий. Praethecacineta halacari
Schulz, 1933 обнаружена на вентральной поверхности идиосомы и на ногах галакаридно-
го клеща Copidognathus brachystomus Viets, 1940, а также на вентральной стороне тела
Copidognathus tabellio (Trouessart, 1894). Thecacineta calix (Schroder, 1907) отмечена на поверх-
ности клеща Maracarus gracilipes (Trouessart, 1889) — нового хозяина для этой инфузории.
Thecacineta cothurnioides Collin, 1909 зарегистрирована на поверхности тела двух особей гар-
пактикоид. Это первая находка T. cothurnioides у побережья Турции. T. calix впервые отмече-
на в окрестностях Антальи, а P. halacari впервые зарегистрирована в окрестностях Измира.
В статье приведены данные о распространении всех найденных видов.
Ключевые слова: эпибионт, суктория, галакаридный клещ, гарпактикоида, хозяин,
Средиземное море, Турция
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В начале 2010-х гг. чужеродная полихета Marenzelleria neglecta Sikorski & Bick, 2004 вторг-
лась в бассейн Азовского моря. За несколько лет вид широко расселился по опреснённой ак-
ватории моря, а также был отмечен в дельте Дона и в азово-кубанских лиманах. История
формирования чужеродным видом устойчивого и многочисленного поселения, локализован-
ного в северо-восточной части моря, прослежена по материалам комплексных гидробиоло-
гических и гидрологических съёмок 2010–2020 гг. Развитие популяции вселенца в водоёме-
реципиенте происходило на фоне увеличения его солёности. Очевидно, этот фактор оказал
решающее влияние на инвазионный процесс. За вспышкой численности, наблюдавшейся в за-
падной части Таганрогского залива в 2012 и 2013 гг., последовало резкое уменьшение пока-
зателей обилия, вплоть до полного отсутствия полихет в пробах. Снижение численности чер-
вей сопровождалось сокращением ареала и смещением ядра плотности в наиболее распреснён-
ные районы моря. В настоящее время постоянное поселение M. neglecta существует в грани-
цах центрального и восточного районов Таганрогского залива. Проанализировано изменение
структуры доминирования в донных сообществах в ходе инвазии. Показано, что доля чужерод-
ных полихет в периоды их массового развития на отдельных станциях достигала 92 % общей
численности бентоса.
Ключевые слова: Polychaeta, чужеродные виды, донные сообщества, макрозообентос,
эстуарии, Азовское море

Marenzelleria neglecta Sikorski & Bick, 2004 — полихета, в нативном ареале известная для при-
брежных и эстуарных экосистем Северной Америки (Sikorski & Bick, 2004). С середины 1980-х гг.
она активно расселяется в северных морях Евразии — Балтийском и Северном (Marenzelleria
neglecta, 2021). Виды рода Marenzelleria по морфологическим признакам достаточно сложно
диагностируются. В Балтийском море изначально M. neglecta не учитывали, а первых поли-
хет определяли как Marenzelleria viridis (Verrill, 1873). После ревизии рода их выделили в но-
вый вид — M. neglecta. Позднее в Балтике были обнаружены ещё два представителя рода
Marenzelleria — M. viridis и M. arctia (Chamberlin, 1920) (Michalek, 2012). В настоящее вре-
мя группа Marenzelleria spp. рассматривается как наиболее успешная среди вселенцев в Бал-
тику (Maximov, 2011 ; Zettler et al., 2002). Инвазия этих червей оказала значительное влияние
на структуру донных и планктонных биоценозов (Ezhova et al., 2005 ; Kotta et al., 2006 ; Maximov,
2011 ; Zmudzinski et al., 1993); в Финском заливе их биотурбационная и биоирригационная
деятельность привела к изменениям всей экосистемы (Максимов, 2018).
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Балтика, связанная с Азовским морем сетью каналов в единую транспортную систему, мог-
ла стать вторичным регионом-донором инвазии M. neglecta в Азовский бассейн (Болтачева
и Лисицкая, 2019), где первая регистрация Marenzelleria spp. датируется 2014 г. (Syomin et al.,
2016b). Тогда взрослые черви были обнаружены на нескольких станциях в Таганрогском за-
ливе и в дельте реки Дон, а личинки — в планктоне залива (Сёмин и др., 2016a ; Syomin
et al., 2016b). В одном из первых сообщений уже отмечали широкое распространение вселен-
ца в верхней части Таганрогского залива: встречаемость червей достигала 90–100 % (Сёмин
и др., 2016a). По найденным образцам описано два морфотипа, которые соответствовали харак-
теристикам двух видов — M. arctia и M. neglecta. Дальнейшие исследования с применением ме-
тодов генетического анализа показали, что в Азовском море присутствует только один вид —
M. neglecta (Syomin et al., 2017).

В сборах АзНИИРХ неизвестные для Азовского моря представители семейства Spionidae от-
мечены в 2010 г. Найденные спиониды отличались по морфологическим признакам от прочих,
известных представителей семейства, однако идентифицированы не были. Последующая обра-
ботка материалов показала соответствие обнаруженных полихет описанным морфотипам рода
Marenzelleria. С 2016 г. чужеродных спионид уверенно диагностировали как Marenzelleria sp.,
а позднее — как M. neglecta. Таким образом, имеющиеся материалы съёмок позволяют про-
следить инвазию M. neglecta в Азовском море начиная с 2010 г. Собственные данные, а так-
же информация по встречаемости вселенца в Азовском море (Болтачева и Лисицкая, 2019 ;
Булышева и др., 2020 ; Сёмин и др., 2016a ; Фроленко и Мальцева, 2017 ; Syomin et al.,
2016b, 2017) показывают, что вид сформировал устойчивое поселение в акватории с динамичным
режимом солёности.

В среднем значение солёности для Азовского моря составляет 11–12 ‰. В Таганрогском за-
ливе, где наблюдается максимальная пространственная неоднородность, связанная с влиянием
стока реки Дон и характером циркуляции вод, солёность составляет от 1 до 9 ‰ (Экологический
атлас Азовского моря, 2011). Межгодовые изменения солёности в море имеют нерегулярный ха-
рактер: разные по продолжительности периоды опреснения сменяются периодами осолонения.
Межгодовые изменения солёности в море могут достигать 1 ‰; в Таганрогском заливе размах
межгодовых колебаний ещё выше — до 3,6 ‰ (Гидрометеорология, 1991). С 2007 г. в море на-
блюдается устойчивый рост солёности. За 2010–2020 гг. средняя солёность в открытой части
моря возросла с 11,5 до 15,0 ‰, в Таганрогском заливе — с 8,5 до 11,0 ‰.

Цель работы — описать историю формирования поселения M. neglecta в северо-восточной
части Азовского моря, определить роль в этом процессе абиотических факторов среды, а также
дать оценку современного состояния популяции вселенца в бассейне Азовского моря.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Комплексные съёмки в Азовском море проводили по стандартной сетке станций, приня-

той в АзНИИРХ с 1952 г. (Методы рыбохозяйственных, 2005). Ежегодно выполняли 1–4 рей-
са на НИС. В работе приведены результаты летней съёмки 2010 г., когда чужеродные спи-
ониды в Азовском море были обнаружены впервые, а также результаты осенних съёмок
2012–2020 гг., по материалам которых представлен анализ межгодовой динамики показателей
обилияM. neglecta (табл. 1). Пробы отбирали дночерпателем Петерсена с площадью захвата 0,1 м²
в двух повторностях. Материал обрабатывали согласно методическим рекомендациям (Методы
рыбохозяйственных, 2005). Промывку бентоса проводили через сита с диаметром ячеи фильтра-
ции 5,0 и 0,3 мм (верхнее и нижнее сито соответственно). В качестве фиксатора использовали
4%-ный нейтрализованный формалин или 76%-ный этиловый спирт с добавлением формалина
для предотвращения мацерации тканей червей.
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Таблица 1. Количество станций отбора проб, выполненных в северо-восточной части Азовского
моря
Table 1. Number of sampling stations carried out in the northeastern Sea of Azov

Месяц и год Количество Месяц и год Количество
станций станций

Июль 2010 г. 21 Октябрь 2016 г. 17
Октябрь 2011 г. 25 Сентябрь — октябрь 2017 г. 17
Октябрь 2012 г. 21 Сентябрь — октябрь 2018 г. 17
Октябрь 2013 г. 16 Октябрь 2019 г. 17
Октябрь 2014 г. 21 Октябрь 2020 г. 18
Октябрь 2015 г. 17 Всего 207

Разбор бентосных проб проводили под бинокуляром. При высокой плотности молоди чер-
вей брали навеску, подсчёт организмов вели в камере Богорова. При анализе популяционной
структуры вида использовали такие показатели удельной численности, как средняя плотность
и экологическая плотность. Среднюю плотность (общая плотность червей на единицу площади)
рассчитывали с учётом всех станций. Экологическую плотность (плотность в поселении) опре-
деляли как количество червей на единицу обитаемого пространства, то есть без учёта станций
с нулевыми значениями.

Для определения солёности пробы отобраны на 18 стандартных станциях батометром Ниски-
на: в заливе и море при глубинах менее 7 м — на двух горизонтах (поверхность и придонный
слой); при глубинах более 7 м — на трёх горизонтах (поверхностный слой, 5 м и придонный).
Карты построены в геоинформационном пакете Surfer v15. Статистическая обработка данных
выполнена в программе PAST (Hammer, 2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Пространственное распределение. Впервые в пробах чужеродные полихеты зарегистри-

рованы в июле 2010 г. Поселение червей занимало восточный район Азовского моря и за-
падную часть Таганрогского залива (рис. 1). Ядро популяции, плотность в котором достигала
6000 экз.·м−2, приходилось на заиленные ракушечники Еленинских банок. Солёность в этом
районе составляла 11,5 ‰.
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Рис. 1. Плотность Marenzelleria neglecta, экз.·м−2, в северо-восточной части Азовского моря
в июле 2010 г. (изолиниями указана солёность, ‰)
Fig. 1. Marenzelleria neglecta abundance, ind.·m⁻², in the northeastern Sea of Azov in July 2010 (isolines
indicate salinity, ‰)
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С 2012 г. M. neglecta стали регулярно встречаться практически во всех съёмках, поселе-
ние полихет занимало приустьевую часть открытого моря и бόльшую часть Таганрогского зали-
ва (рис. 2). Восточная граница ареала в сравнении с таковой летом 2010 г. сместилась в восточном
направлении и проходила по линии, соединяющей косу Беглицкую и Порт-Катон. Ядро популя-
ции, плотность червей в котором достигла 55 175 экз.·м−2, локализовалось в западной части зали-
ва. Средняя по западному району залива солёность воды составляла 9,9 ‰. На входе в Ясенский
залив плотность червей достигала 250 экз.·м−2.
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Рис. 2. Плотность Marenzelleria neglecta, экз.·м−2, в северо-восточной части Азовского моря
в 2012–2020 гг. в осенний период (изолиниями указана солёность, ‰)
Fig. 2. Marenzelleria neglecta abundance, ind.·m⁻², in the northeastern Sea of Azov in 2012–2020 in autumn
(isolines indicate salinity, ‰)

В 2013 г. существенных изменений в пространственном распределении полихет не наблю-
дали. Основное поселение по-прежнему занимало приустьевую часть моря и залив, ядро на-
ходилось в западном районе залива (солёность воды составляла 10,2 ‰), численность популя-
ции сохранялась на высоком уровне — до 61 500 экз.·м−2. Восточная граница ареала сместилась
ещё дальше: черви были отмечены на разрезе Таганрог — село Семибалки. Увеличилась пло-
щадь акватории, занятой восточным скоплением, которое продвинулось на юг; его максималь-
ная плотность достигла 482 экз.·м−2. С 2014 г. стали регистрировать изменения пространствен-
ной структуры и снижение показателей обилия популяции. Область распространения полихет
начала сокращаться, в рассматриваемой части моря вид уже не находили (солёность составляла
12,3–12,9 ‰). Ядро поселения сместилось в центральный район залива (9,1 ‰), максимальная
плотность снизилась на порядок — до 4620 экз.·м−2.

В 2015 г. ядро скопления полихет сместилось ещё дальше — в восточный район зали-
ва (9,1 ‰), а максимальная плотность сократилась до 640 экз.·м−2. Солёность в центральной части
залива достигла 11,3 ‰, в западной — 12,5 ‰, а в открытом море — 13,3 ‰. В 2016 г. полихет
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в Азовском море не обнаружили. Солёность в восточной части залива, где ранее локализовалось
ядро скопления, снизилась до 3,5 ‰; в центральной его части значение составляло 6,9 ‰, в запад-
ной — 12,6 ‰, в открытом море — 13,8 ‰. В 2017 г. черви единично были зарегистрированы в за-
падном районе Таганрогского залива (12,1 ‰); основное поселение с плотностью до 640 экз.·м−2

отмечено на границе восточного (4,7 ‰) и центрального районов залива (7,5 ‰).
В 2018–2020 гг. черви полностью исчезли из западного района залива (11,2–13,7 ‰).

Область распространения вселенца была ограничена центральным и восточным районами за-
лива. В 2018 г. ядро скопления с плотностью до 1890 экз.·м−2 зарегистрировано в восточном
районе залива при 3,2 ‰. В 2019 г. максимум (11 000 экз.·м−2) приходился на центральный рай-
он, где солёность составляла 7,0 ‰. В 2020 г. плотность червей резко сократилась: максимум
составлял 235 экз.·м−2; вид преимущественно занимал восточный район залива, где солёность
достигала 9,7 ‰.

Динамика количественных показателей. В 2012 и 2013 гг. плотность M. neglecta нахо-
дилась на высоком уровне и в среднем составляла 4628 и 7084 экз.·м−2 соответственно. Высо-
кие значения отмечены и для экологической плотности — 9719 и 8720 экз.·м−2 соответственно.
Следующие два года, 2014 и 2015 гг., характеризовались снижением обоих показателей на по-
рядок (рис. 3). В 2017 г. средняя и экологическая плотность полихет сохранялась на низком
уровне — 98 и 334 экз.·м−2 соответственно. Затем популяция постепенно начала наращивать
свою численность. К 2018 г. средняя плотность червей составляла 274 экз.·м−2, а к 2019 г. до-
стигла 1050 экз.·м−2. Ещё более заметный рост наблюдали внутри поселения: экологическая плот-
ность в 2018 г. составляла 933 экз.·м−2, а к 2019 г. — уже 4464 экз.·м−2. В 2020 г. отмечены ми-
нимальные за весь период показатели обилия: средняя плотность — 16 экз.·м−2, экологическая
плотность — 98 экз.·м−2.
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Рис. 3. Динамика средней плотности (количество особей на единицу площади) (а) и эколо-
гической плотности (количество особей на единицу обитаемого пространства) (б) Marenzelleria
neglecta в северо-восточной части Азовского моря в 2010–2020 г. Планки погрешности —
стандартная ошибка
Fig. 3. Dynamics of mean abundance (number of individuals per unit area) (а) and ecological abundance
(number of individuals per unit of habitat) (б) of Marenzelleria neglecta in the northeastern Sea of Azov
in 2010–2020. Error bars indicate standard error
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Структура доминирования в сообществах. В западном районе Таганрогского зали-
ва, где была зарегистрирована основная вспышка численности вселенца, до её начала (2010
и 2011 гг.) массовыми и обычными видами бентоса (частота встречаемости ≥ 50 %) являлись
малощетинковые черви, два вида полихет (Alitta succinea (Leuckart, 1847) и Polydora cornuta
Bosc, 1802), брюхоногие моллюски Hydrobia spp. и двустворчатый моллюск Cerastoderma
glaucum (Bruguière, 1789). Общая численность макробентоса в среднем по району составляла
в 2010 г. 8953 экз.·м−2, в 2011 г. — 13 358 экз.·м−2. Перечисленные виды и группы формировали
более 90 % общей численности сообщества. В 2012 и 2013 гг. полихет M. neglecta регистрирова-
ли на всех станциях. Из прочих представителей донной фауны высокую частоту встречаемости
сохраняли A. succinea, Hydrobia spp. и малощетинковые черви. Численность бентоса увеличи-
лась в три раза и составляла в 2012 и 2013 гг. 33 848 и 38 944 экз.·м−2 соответственно. На до-
лю M. neglecta в 2012 г. в среднем по западному району приходилось 38 % общей численности,
в 2013 г. — 58 %. В этот период на отдельных станциях доля вселенца в сообществах достигла
92 % общей численности (рис. 4).

Рис. 4. Доля Marenzelleria neglecta в общей численности зообентоса в Азовском море осенью 2012 г.
Fig. 4. Marenzelleria neglecta ratio in the total abundance of zoobenthos in the Sea of Azov in autumn 2012

В центральной и восточной частях Таганрогского залива M. neglecta в массе стали находить
с 2014 г. Характерными доминантами донных сообществ этих акваторий до вселения полихеты
являлись олигохеты, A. succinea и полихета Hediste diversicolor (O. F. Müller, 1776). В восточной
части высокую встречаемость также имели реликтовые полихеты Hypaniola kowalewskii (Grimm
in Annenkova, 1927), кумовые раки Pterocuma pectinatum (Sowinsky, 1893) и личинки насекомых
семейства Chironomidae. Перечисленные группы суммарно формировали 88 % общей численно-
сти донной фауны в центральном районе залива и 97 % — в восточном. В центральной части
средняя по району численность бентоса в 2010–2013 гг. варьировала от 2591 до 8825 экз.·м−2.
В 2014 г. показатель существенно не изменился (3320 экз.·м−2). При этом доля M. neglecta в сооб-
ществе в среднем составляла 31 %. В восточном районе залива в 2010–2013 гг. средняя числен-
ность варьировала от 5310 до 26 995 экз.·м−2. В 2014 г. она сократилась до 2393 экз.·м−2, что было
обусловлено снижением численности олигохет. Доля M. neglecta достигала 36 %.

ОБСУЖДЕНИЕ
Экспансия M. neglecta в прибрежные воды континентальной Европы достаточно хорошо изу-

чена (Ezhova et al., 2005 ; Maximov, 2011 ; Norkko et al., 1993 ; Zettler et al., 2002 ; Zmudzinski et al.,
1993). Проникнув в южные районы Балтики примерно в середине 1980-х гг., полихета быстро
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заселила прибрежье моря, была зарегистрирована в Нидерландах, Германии, Польше, России,
Литве, Латвии и Эстонии (Marenzelleria neglecta, 2021). В начале 1990-х гг. вид достиг побере-
жья Швеции, где был отмечен в устье Финского залива; в 1990–1993 гг. он проник в восточную
часть Финского залива и южную часть Ботнического залива, а к 2000 г. распространился по всей
акватории Финского залива до пресноводной Невской губы.

Высокая скорость расселения червей обеспечивается продолжительной личиночной стади-
ей. Показано, что продолжительность пелагической фазы M. neglecta при +20 °C составляет
4–5 недель; при более низкой температуре (+5 °C) этот процесс может длиться 2,5–3 меся-
ца (Bochert, 1997). Также известно, что высокой подвижностью и способностью находиться
в планктоне обладают ювенильные особи полихет (Dauer et al., 1980, 1982, цит. по: Bochert et al.,
1996), что обеспечивает виду дополнительные возможности при колонизации новых акваторий.

В бассейне Азовского моря расселение червей происходило также стремительно. Через 3–4 го-
да после первой находки полихет на входе в Таганрогский залив скопления M. neglecta с высокой
плотностью регистрировали по всей северо-восточной части моря, включая акваторию залива.
По литературным данным и собственным наблюдениям,M. neglecta встречалась и в других частях
моря, вплоть до Керченского пролива (Болтачева и Лисицкая, 2019 ; Булышева и др., 2020 ; Фро-
ленко и Мальцева, 2017). В 2014 г. состоялась регистрация вселенца в дельте реки Дон. В 2016
и 2017 гг. червей стали регулярно отмечать на значительном расстоянии от устья — в верхней ча-
сти протоки Мокрая Каланча (Zhivoglyadova & Elfimova, 2021). ПоселенияM. neglecta наблюдали
в азовских лиманах Краснодарского края. В 2015 г. в лимане Ахтарский обнаружено скопление
полихет плотностью 160 экз.·м−2.

Показано, что при отсутствии ограничений по пищевому ресурсу, что характерно для эв-
трофированных акваторий, полихеты способны быстро наращивать численность. Этому способ-
ствуют высокая плодовитость M. neglecta (10–40 тыс. яиц на особь) и ранняя половозрелость,
которой черви способны достигнуть уже на первом году жизни (Bochert & Bick, 1995).

В Азовском море высокая плотность популяции (5–7 тыс. экз.·м−2) отмечена в 2012 и 2013 гг.
Сравнимые показатели обилия были зарегистрированы в некоторых районах Балтики. Так, в ла-
гунах Дарс-Цингст (Германия) через несколько лет после обнаружения популяция M. neglecta
дала вспышку, увеличив плотность с нескольких сотен до 5 тыс. экз.·м−2, а затем достигла мак-
симума — 10 тыс. экз.·м−2 (Zettler et al., 2002). Экспоненциальный рост численности M. neglecta
и высокие показатели обилия наблюдали и в Вислинском заливе, где за период с 1988 по 1994 г.
плотность полихет достигла 5–7 тыс. экз.·м−2 (Ezhova & Spirido, 2005).

Таким образом, на начальном этапе инвазии популяция M. neglecta в Азовском море актив-
но развивалась, чему способствовали, очевидно, высокий трофический статус водоёма и бла-
гоприятные условия по солёности. В 2010–2013 гг. в западном районе Таганрогского залива,
где отмечали наиболее плотные скопления полихет, солёность в среднем составляла 9,7–10,0 ‰,
а в северо-восточной части моря — 11,4–12,2 ‰. Дальнейшее развитие популяции, по-видимому,
определялось динамикой этого фактора.

Верхняя граница оптимума для полихеты составляет 10 ‰ (Sikorski & Bick, 2004). Червей
перестали находить в северо-восточной части моря при средней солёности 12,9 ‰ (2014 г.), в за-
падной части Таганрогского залива плотность скоплений сократилась почти на порядок при повы-
шении солёности до 12,5 ‰ (2015 г.). Затем популяция практически полностью сместилась в рас-
преснённые районы залива — центральный и восточный, где средняя солёность на тот момент
составляла 10,2 и 7,6 ‰ соответственно. Вместе с тем восточный район залива, по-видимому, яв-
ляется неблагоприятным для воспроизводства вида. В эксперименте показано, что при солёности
менее 5 ‰ выживание личинок проблематично: они не могут завершить своё развитие и перейти
к донному образу жизни (Bochert, 1997). По нашим данным, солёность воды в восточном районе
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в разные годы варьировала от 1,4 до 9,1 ‰. За весь период наблюдений только в 2014 и 2015 гг.
солёность в восточной части залива была выше изогалины в 5 ‰, что должно было обеспечивать
успешное воспроизводство вида.

Заключение. Высокая солёность, наблюдаемая в настоящее время в Азовском мо-
ре, по-видимому, ограничивает расселение и сдерживает крупномасштабную инвазию
Marenzelleria neglecta в этом водоёме. Несмотря на имеющиеся факты регистрации червей
по всей его акватории, поселения с высокой плотностью M. neglecta формирует только в распрес-
нённых частях моря. Для этого вида оптимум по солёности воды находится в диапазоне 7–12 ‰.
С 2017 г. устойчивое поселение полихет существует в пределах центрального и восточного
районов Таганрогского залива. При этом в поселении продолжают наблюдаться значительные
флуктуации количественных показателей; их основной причиной является, видимо, неста-
бильный режим солёности, при котором воспроизводство вида зависит от гидрологической
ситуации. Вероятно, и дальнейшее развитиеM. neglecta в Азовском море будет контролироваться
солёностью воды, многолетний положительный тренд значений которой позволяет оценивать
ситуацию для развития вида как неблагоприятную.
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HISTORY OF DISPERSION OF THE NORTH AMERICAN POLYCHAETE
MARENZELLERIA NEGLECTA SIKORSKI & BICK, 2004 (ANNELIDA: SPIONIDAE)

IN THE NORTHEASTERN SEA OF AZOV

L. A. Zhivoglyadova, N. S. Elfimova, and V. G. Karmanov

Azov–Black Sea branch of the FSBSI “VNIRO” (“AzNIIRKh”), Rostov-on-Don, Russian Federation
E-mail: zhivoglyadova_l_a@azniirkh.ru

In the early 2010s, the alien polychaete worm Marenzelleria neglecta Sikorski & Bick, 2004 invaded
the Sea of Azov. In few years, the species has widely spread over the desalinated sea area. Moreover,
it was recorded in the Don delta and in the Sea of Azov–Kuban estuaries. This alien species formed
a stable and numerous colony localized in the northeastern Sea of Azov; the history of this forma-
tion is traced based on material of complex hydrobiological and hydrological surveys of 2010–2020.
The colony of this species developed against the backdrop of an increase in water salinity. Obviously,
this factor had a decisive effect on the invasive process. An outbreak of abundance observed in the west-
ern Taganrog Bay in 2012 and 2013 was followed by a sharp decrease in abundance – down to complete
absence of this polychaete worm in the samples. A drop in abundance was accompanied by a reduction
of its range and a shift in the core of abundance towards sea areas with the lowest salinity. To date,
there is a stable M. neglecta population in the central and eastern Taganrog Bay. Changes in the struc-
ture of prevalence in benthic communities during invasion were analyzed. As shown, the ratio of alien
polychaetes in the periods of their mass development reached 92 % of the total abundance of benthos
at individual stations.
Keywords: Polychaeta, alien species, benthic communities, macrozoobenthos, estuaries, Sea of Azov
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Свободные аминокислоты (САК) являются важными биохимическими соединениями любой
клетки. Их состав и содержание зависят от физиологического состояния, абиотических факто-
ров среды и фазы развития организма. Функции САК в растениях очень разнообразны и вклю-
чают участие не только в синтезе белков и других соединений, но и в адаптации водорослей
к неблагоприятным условиям среды. Сведения о динамике САК важны для понимания их ро-
ли в формировании устойчивости водорослей к меняющимся факторам среды. Цель данного
исследования — определить содержание САК в бурой водоросли Fucus vesiculosus и их сезон-
ные изменения и выявить зависимости от факторов среды и фазы развития фукуса. Водорос-
ли для изучения собирали на литорали Кольского залива Баренцева моря в период отлива раз
в месяц с декабря 2015 г. по декабрь 2016 г. Для исследования использовали среднюю часть тал-
лома. Качественный и количественный состав САК определяли методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии. Качественный состав САК в течение года не изменялся; домини-
рующими в пуле САК были глутаминовая и аспарагиновая кислоты, аланин и пролин. Содер-
жание САК изменялось в течение года; максимальное количество отмечено в весенне-летний
период. Содержание САК зависело от внешних факторов среды. Определены корреляционные
зависимости между концентрациями отдельных САК и температурой воздуха, температурой
и солёностью воды. Динамика САК в разные фазы развития фукуса связана с происходящими
в водорослях процессами; на неё влияют скорость роста, клеточная метаболическая активность,
скорость фотосинтеза и генеративное развитие. Для каждой из фаз развития характерна своя
динамика содержания САК. На основании динамики концентрации САК у фукуса найдены со-
ответствия с фазами развития (покоя, активации роста, роста, накопления запасных веществ).
В качестве одного из резервных источников органического азота у фукуса, возможно, высту-
пают свободный глутамат и аспартат. Транспорт органических форм азота в талломе фукуса,
вероятно, осуществляется за счёт глутамата, аспартата, аланина и пролина.
Ключевые слова: Fucus vesiculosus, свободные аминокислоты, сезонные изменения, фазы
развития, температура, солёность, Баренцево море

Аминокислоты являются необходимыми для жизни любого организма биохимическими со-
единениями. В организме они находятся в двух состояниях — связанном и свободном. Свобод-
ные аминокислоты (далее — САК) принимают участие в построении молекул белков и пептидов,
в синтезе азотистых и безазотистых соединений, таких как нуклеотиды, фитогормоны, витами-
ны, алкалоиды, бетаины, пигменты, полифенолы и др. (Hildebrandt et al., 2015 ; Parthasarathy
et al., 2018 ; Rhodes & Hanson, 1993 ; Zrenner et al., 2006). Кроме того, САК выполняют роль
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сигнальных молекул (Lam et al., 1998 ; Oliveira & Coruzzi, 1999), принимают участие в процес-
сах адаптации растений к изменяющимся условиям окружающей среды (Galili & Höfgen, 2002 ;
Stewart & Larher, 1980), служат антиоксидантами, осморегуляторами, криопротекторами (Harris
& Logan, 2018 ; Jackson & Seppelt, 1995 ; Stewart & Larher, 1980 ; Trovato et al., 2008). У водо-
рослей, как и у высших растений, САК участвуют в транспорте органического азота по таллому,
а также могут выступать в роли запасных источников азота и накапливаться для использования
в процессах роста и развития в период низкого содержания в среде данного биогенного элемен-
та (Diouris, 1989 ; Naldi & Wheeler, 1999 ; Schmitz & Srivastava, 1979). САК участвуют во многих
метаболических процессах в растениях и отражают физиологическое состояние организма.

Fucus vesiculosus Linnaeus, 1753 является одним из наиболее распространённых видов во-
дорослей прибрежья Баренцева моря. В последнее время много внимания уделяют изучению
физиологических особенностей фукуса как модельного объекта для исследования механизмов
адаптации водорослей к условиям высоких широт (Makarov et al., 2010 ; Ryzhik, 2016 ; Ryzhik
et al., 2021 ; Tropin et al., 2003). Между тем данные по содержанию САК единичны и в основ-
ном получены в результате однократных или двукратных сборов водорослей с целью определе-
ния возможности их использования в качестве сырья для различных отраслей перерабатываю-
щей промышленности (Репина, 2005 ; Klindukh & Obluchinskaya, 2018 ; Maehre et al., 2014 ;
Mouritsen et al., 2019 ; Peinado et al., 2014). При этом изменение состава и содержания САК
в зависимости от внешних факторов среды и фазы развития растений, а также их значение
и роль для самих водорослей практически не описаны. Эти данные важны для понимания ро-
ли САК в формировании адаптации и в сохранении устойчивости организма в изменяющихся
условиях среды обитания.

Цель работы — определить содержание САК в бурой водоросли F. vesiculosus, выявить
сезонные изменения и зависимости накопления САК от факторов среды и фазы развития
водоросли.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для изучения сезонной динамики состава и содержания САК у бурой водоросли F. vesiculosus

материал собирали ежемесячно с декабря 2015 г. по декабрь 2016 г. на литорали Кольского за-
лива Баренцева моря в период отлива (район Абрам-мыса; 68°58′N, 33°01′E). Образцы водорос-
лей были фертильными, с 7–10 дихотомическими ветвлениями. Одновременно проводили изме-
рения температуры воды и воздуха ртутным термометром (ТЛ-4, Россия) и солёности воды ре-
фрактометрическим солемером (RHS-10ATC, Китай). Для исследования использовали средний
участок таллома (4-е и 5-е дихотомические ветвления), как наиболее физиологически зрелую
и активную часть. У водорослей (5–6 талломов) отделяли часть таллома, измельчали и фиксиро-
вали 96%-ным этиловым спиртом. Фиксированные пробы хранили в тёмном прохладном месте
в герметичных пробирках.

Экстракцию САК из образцов проводили 70%-ным этанолом, нагретым до +60…+70 °C:
спиртовую настойку сливали, водоросли измельчали в ступке со стеклянным песком и зали-
вали 7 мл горячего 70%-ного этанола; водоросли настаивали при постоянном перемешивании
в течение 1 ч, затем смесь центрифугировали 5 мин при 3000 об.·мин−1 для отделения осад-
ка; экстракт сливали в выпарительную чашку, а осадок повторно заливали горячим этанолом.
Процесс экстракции повторяли 3 раза. Полученные экстракты объединяли и упаривали на водя-
ной бане досуха. Осадок растворяли в 10 мл дистиллированной воды, центрифугировали 10 мин
при 5000 об.·мин−1; очистку проводили методом ионообменной хроматографии на катионите
КУ-2-8 (Методы, 1975). Сухой осадок, полученный после очистки, растворяли в небольшом
количестве дистиллированной воды и использовали для определения САК.
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Состав и содержание САК анализировали по стандартной методике на жидкостном хро-
матографе Shimadzu LC-20AD Prominence (Япония) с детектором на фотодиодной матрице
Shimadzu SPD-M20A Prominence и с хроматографической колонкой 250 × 4,6 мм Supelco C18,
5 мкм (США) (Руденко и др., 2010). Измерение осуществляли в двух параллельных пробах в дву-
кратной повторности (n = 4). Данные по содержанию САК представлены в виде средних значений
с указанием стандартного отклонения.

Содержание сухих веществ в образцах определяли в двукратной повторности по стандарт-
ной методике: навеску исследуемого образца сырой массой около 1 г высушивали до постоянной
массы в течение суток при температуре +100…+105 °C (ГОСТ 26185-84, 2004).

С помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) рассчитывали влияния се-
зона, температуры воздуха, температуры и солёности воды на содержание САК в водорослях.
С помощью коэффициента корреляции Пирсона устанавливали зависимость между содержани-
ем САК и солёностью, температурой воздуха и воды. Для выявления значимых отличий в со-
держании САК у водоросли в разные сезоны года использовали метод множественного срав-
нения Тьюки — Крамера. Статистическую обработку данных проводили при уровне значимо-
сти p ≤ 0,05. Обработку данных и вычисления выполняли в программах Microsoft Excel 2010,
NCSS 2004 и PAST v3.22.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В месте отбора проб F. vesiculosus получены данные по изменению параметров среды (табл. 1).

С весны до начала осени солёность воды не превышала 20 ‰, наименьшие значения зафиксирова-
ны в мае и июне 2016 г. В зимние месяцы и в октябре она изменялась от 20 до 30 ‰. Полученные
данные по динамике солёности прибрежных вод характерны для вод южного колена Кольского
залива (Кольский залив, 2009). Наибольшие температуры воды и воздуха зафиксированы с июня
по август в районе Абрам-мыса. Минимальные значения температуры воды отмечены с января
по март, а воздуха — с ноября по апрель.

Таблица 1. Значения некоторых факторов среды во время сбора проб водорослей
Table 1. Values of some environmental factors during alga sampling

Месяц и год Солёность
воды, ‰

Температура
воды, °C

Температура
воздуха, °C

Декабрь 2015 г. 19,5 +3,1 −1,2
Январь 2016 г. 30 −1,5 −30
Февраль 2016 г. 25 −0,6 −4,4
Март 2016 г. 18,5 −0,1 −3,8
Апрель 2016 г. 17 +1,3 −1,6
Май 2016 г. 7 +7,6 +15,3
Июнь 2016 г. 7,5 +14,2 +18,9
Июль 2016 г. 12,5 +12,4 +13,8
Август 2016 г. 15 +11,1 +11,7
Сентябрь 2016 г. 17 +9,5 +10,7
Октябрь 2016 г. 25 +4,9 +3,2
Ноябрь 2016 г. 17 +2,4 −1,6
Декабрь 2016 г. 20 +2,3 +0,5
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В течение года в талломе F. vesiculosus идентифицировано 20 САК (рис. 1, табл. 2). Основ-
ная часть пула САК представлена аспарагиновой кислотой (аспартат), глутаминовой кислотой
(глутамат), аланином и пролином. Смены доминирующих аминокислот в течение года не про-
исходило. Преобладающей в составе САК оставалась глутаминовая кислота (от 33,9 до 70,6 %
суммы САК), поэтому именно она определяла характер изменения суммы САК в течение года.
За ней следовали аспарагиновая кислота, аланин и пролин. Концентрации остальных САК в те-
чение года в основном не превышали 2 %. Метионин и гидроксипролин содержались в пуле САК
фукуса в наименьшем количестве (не более 0,009 мг·г−1 сухой массы).

Средняя концентрация 12 САК у фукуса значительно изменялась в зависимости от календар-
ного сезона (весна, лето, зима, осень). При этом концентрация валина, глицина, лейцина, изо-
лейцина, серина, тирозина и фенилаланина между сезонами года существенно не отличалась,
несмотря на значительные различия в содержании в каждый месяц года (табл. 2 и 3). В весен-
ний и/или летний сезоны концентрация аспартата, гидроксипролина, гистидина, глутамата, ме-
тионина и цистина с цистеином была выше, чем в осенний и зимний периоды. У других САК
наибольшие средние концентрации за сезон определены не только весной и летом, но и осенью
или зимой.
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Рис. 1. Динамика концентрации доминирующих свободных аминокислот и их суммы у Fucus
vesiculosus (среднее значение ± стандартное отклонение; n = 4) в течение года
Fig. 1. Dynamics of concentration of dominant free amino acids and their sum in Fucus vesiculosus
(mean value ± standard deviation; n = 4) throughout the year
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Таблица 2. Концентрация свободных аминокислот в Fucus vesiculosus (среднее значение ± стандартное отклонение; n = 4), мг·г−1 сухой массы
Table 2. Concentration of free amino acids in Fucus vesiculosus (mean value ± standard deviation; n = 4), mg·g⁻¹ dry weight

Аминокислота 2015 г. 2016 г.
Декабрь Январь Февраль Март Апрель Май Июнь Июль Август Сентябрь Октябрь Ноябрь Декабрь

Аргинин 0,027 ±
0,001

0,016 ±
0,001

0,023 ±
0,0005

0,037 ±
0,001

0,013 ±
0,001

0,040 ±
0,002

0,049 ±
0,002

0,027 ±
0,0003

0,043 ±
0,004

0,066 ±
0,001

0,030 ±
0,001

0,041 ±
0,002

0,034 ±
0,002

Валин 0,042 ±
0,0005

0,020 ±
0,0001

0,024 ±
0,0003

0,031 ±
0,001

0,034 ±
0,003

0,034 ±
0,002

0,041 ±
0,0004

0,030 ±
0,002

0,026 ±
0,001

0,022 ±
0,001

0,032 ±
0,002

0,024 ±
0,001

0,025 ±
0,002

Гидроксипролин 0,002 ±
0,0002

0,002 ±
0,0001

0,003 ±
0,0002

0,005 ±
0,001

0,007 ±
0,0001

0,009 ±
0,0004

0,007 ±
0,00004

0,002 ±
0,0001

0,005 ±
0,0003

0,003 ±
0,00004

0,003 ±
0,00004

0,005 ±
0,00005

0,004 ±
0,0001

Гистидин 0,028 ±
0,002

0,033 ±
0,0004

0,052 ±
0,002

0,062 ±
0,001

0,020 ±
0,001

0,064 ±
0,002

0,077 ±
0,001

0,041 ±
0,002

0,058 ±
0,002

0,045 ±
0,002

0,011 ±
0,001

0,052 ±
0,002

0,048 ±
0,006

Глицин 0,048 ±
0,001

0,017 ±
0,001

0,023 ±
0,001

0,020 ±
0,001

0,041 ±
0,003

0,027 ±
0,002

0,033 ±
0,002

0,033 ±
0,001

0,024 ±
0,002

0,021 ±
0,0002

0,031 ±
0,003

0,021 ±
0,001

0,025 ±
0,001

Изолейцин 0,021 ±
0,001

0,009 ±
0,0001

0,008 ±
0,0001

0,008 ±
0,0003

0,013 ±
0,0003

0,010 ±
0,0005

0,012 ±
0,0004

0,012 ±
0,001

0,013 ±
0,0001

0,009 ±
0,0002

0,014 ±
0,001

0,009 ±
0,0005

0,011 ±
0,0001

Лейцин 0,019 ±
0,001

0,008 ±
0,0002

0,009 ±
0,0001

0,006 ±
0,0003

0,022 ±
0,001

0,008 ±
0,0001

0,009 ±
0,0003

0,014 ±
0,0001

0,014 ±
0,002

0,006 ±
0,0003

0,020 ±
0,001

0,008 ±
0,0005

0,015 ±
0,0001

Лизин 0,023 ±
0,0003

0,015 ±
0,0001

0,011 ±
0,0003

0,006 ±
0,0002

0,007 ±
0,001

0,012 ±
0,001

0,014 ±
0,0003

0,010 ±
0,001

0,020 ±
0,001

0,005 ±
0,00001

0,019 ±
0,0001

0,008 ±
0,001

0,011 ±
0,0001

Метионин 0,002 ±
0,0002

0,002 ±
0,0002

0,003 ±
0,0005

0,001 ±
0,0002

0,004 ±
0,00004

0,003 ±
0,001

0,005 ±
0,0002

0,003 ±
0,0001

0,004 ±
0,00003

0,002 ±
0,000002

0,003 ±
0,0002

0,002 ±
0,00003

0,002 ±
0,0001

Серин 0,081 ±
0,0002

0,052 ±
0,001

0,052 ±
0,003

0,054 ±
0,002

0,056 ±
0,003

0,056 ±
0,003

0,066 ±
0,002

0,058 ±
0,0005

0,048 ±
0,001

0,048 ±
0,002

0,056 ±
0,002

0,059 ±
0,001

0,057 ±
0,002

Треонин 0,045 ±
0,001

0,022 ±
0,001

0,022 ±
0,0002

0,021 ±
0,002

0,049 ±
0,001

0,025 ±
0,002

0,039 ±
0,0003

0,043 ±
0,002

0,031 ±
0,001

0,033 ±
0,0002

0,044 ±
0,002

0,036 ±
0,001

0,026 ±
0,001

Тирозин 0,024 ±
0,001

0,015 ±
0,0001

0,017 ±
0,0001

0,005 ±
0,0001

0,064 ±
0,003

0,008 ±
0,0003

0,009 ±
0,001

0,022 ±
0,001

0,017 ±
0,001

0,007 ±
0,0001

0,035 ±
0,0005

0,006 ±
0,0002

0,018 ±
0,003

Триптофан 0,017 ±
0,001

0,014 ±
0,001

0,014 ±
0,001

0,013 ±
0,001

0,004 ±
0,0003

0,008 ±
0,0003

0,013 ±
0,0001

0,009 ±
0,0001

0,017 ±
0,0001

0,013 ±
0,0001

0,014 ±
0,0001

0,012 ±
0,0001

0,012 ±
0,0003

Фенилаланин 0,039 ±
0,001

0,081 ±
0,002

0,153 ±
0,003

0,024 ±
0,001

0,370 ±
0,032

0,040 ±
0,0005

0,020 ±
0,001

0,101 ±
0,009

0,036 ±
0,003

0,016 ±
0,001

0,149 ±
0,005

0,015 ±
0,001

0,124 ±
0,019

Цистин +
цистеин

0,025 ±
0,002

0,031 ±
0,002

0,060 ±
0,004

0,043 ±
0,004

0,265 ±
0,015

0,090 ±
0,004

0,072 ±
0,001

0,051 ±
0,005

0,040 ±
0,002

0,032 ±
0,001

0,070 ±
0,005

0,030 ±
0,004

0,057 ±
0,010
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Таблица 3. Средняя концентрация свободных аминокислот в разные сезоны года и результаты
однофакторного дисперсионного анализа влияния сезона года на содержания САК (n = 44)
Table 3. Mean concentration of free amino acids in different seasons and results of ANOVA
of the influence of the sampling season on the FAA content (n = 44)

Аминокислота F(3, 40) p
Средняя концентрация, мг·г−1 сухой массы

Зима Весна Лето Осень
Аланин 10,92 ≤ 0,0001 0,425* 0,450* 0,361* 0,247
Аргинин 7,69 0,0004 0,025 0,030 0,040* 0,046*
Аспарагиновая кислота 11,40 ≤ 0,0001 0,525 0,701 1,106* 0,467
Валин 2,26 0,096 0,028 0,033 0,032 0,026
Гистидин 3,40 0,027 0,040 0,049* 0,059* 0,036
Глицин 0,57 0,639 0,028 0,029 0,030 0,024
Глутаминовая кислота 16,71 ≤ 0,0001 1,889 4,468* 4,278* 1,499
Изолейцин 1,24 0,309 0,012 0,010 0,012 0,011
Лейцин 0,20 0,898 0,013 0,012 0,012 0,011
Лизин 4,82 0,006 0,015* 0,008 0,015* 0,011
Метионин 9,30 ≤ 0,0001 0,002 0,003 0,004* 0,002
Пролин 23,61 ≤ 0,0001 0,371 0,816* 0,371 0,604*
Серин 0,73 0,538 0,060 0,055 0,057 0,054
Треонин 2,95 0,040 0,029 0,032 0,038* 0,038*
Тирозин 0,39 0,764 0,019 0,026 0,016 0,016
Триптофан 6,49 0,001 0,014* 0,008 0,013* 0,013*
Фенилаланин 1,29 0,291 0,099 0,144 0,053 0,060
Цистин + цистеин 5,93 0,002 0,043 0,133* 0,054 0,044
Гидроксипролин 15,60 ≤ 0,0001 0,003 0,007* 0,005 0,004
Сумма САК 19,03 ≤ 0,0001 3,640 7,015* 6,556* 3,212
Примечание: * — наибольшие значения. Отличия по средней концентрации САК за сезон определяли
согласно критерию Тьюки — Крамера (n = 44; DF = 40; α = 0,05).
Note: * denotes the highest values. Differences in the mean FAA concentration for the season were determined
according to the Tukey–Kramer multiple comparisons test (n = 44; DF = 40; α = 0.05).

Анализируя годовую динамику концентрации САК у фукуса, можно выделить зимне-
весенний, весенне-летний, летне-осенний и осенне-зимний периоды. В зимне-весенний пери-
од (с января по март) происходило постепенное увеличение концентрации САК в талломах водо-
рослей (рис. 1). Возрастало содержание всех доминирующих аминокислот: глутамата — в 8,2 раза,
аспартата — в 1,6 раза, аланина — в 1,8 раза, пролина — в 5,9 раза. Концентрации аланина
и пролина имели максимальные значения за весь период наблюдений.

В весенне-летний период (с апреля по июнь) у фукуса наблюдали значительные изменения
концентрации САК. В апреле снизилось содержание доминирующих аминокислот (глутамино-
вой кислоты, аланина, аспартата, пролина), а также аргинина, гистидина и триптофана. Концен-
трация фенилаланина, треонина, цистина с цистеином, глицина, тирозина, лейцина, изолейцина
и метионина повысилась (рис. 1, табл. 2). В мае и июне происходило накопление САК. Концен-
трации глутамата и аспартата в исследуемых образцах фукуса в этот период возросли и достигли
наибольших значений — (6,261 ± 0,083) и (1,571 ± 0,021) мг·г−1 сухой массы соответственно.
Концентрации аланина и пролина снижались, к июню значения сравнялись с зимними.

Для летне-осеннего периода (с июля по сентябрь) характерно уменьшение содержания сум-
мы и большинства отдельных САК. Так, по сравнению со значениями в начале лета, концен-
трация глутамата, аспартата и аланина снизилась в 2–5,6 раза, а содержание пролина, наоборот,
увеличилось в 2,2 раза.
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В осенне-зимний период (с октября по декабрь) концентрация САК у фукуса была низкой.
Суммарное содержание САК в октябре возросло по сравнению с таковым в сентябре, а затем
оставалось без изменений — в пределах от (3,327 ± 0,056) до (3,421 ± 0,098) мг·г−1 сухой мас-
сы — до декабря. В январе сумма САК в талломе фукуса снизилась и достигла наименьших значе-
ний — (1,959 ± 0,061) мг·г−1 сухой массы. Подобным образом изменялось в этот период и содер-
жание глутамата, достигая минимальных значений в течение года — (0,664 ± 0,013) мг·г−1 сухой
массы (рис. 1). Концентрация аланина повышалась к декабрю в 2,1 раза по сравнению со значе-
нием в сентябре, а в январе снижалась в 1,2 раза. В декабре и январе происходило постепенное
уменьшение содержания как аспарагиновой кислоты, так и пролина.

ОБСУЖДЕНИЕ
У F. vesiculosus в течение года выделяют три фазы развития: фазу покоя (осень — зима), фазу

роста (весна — начало лета) и фазу накопления запасных веществ (лето) (Кузнецов и Шоши-
на, 2003 ; Ryzhik, 2016). По характеру изменения содержания САК в средней части таллома
фукуса, полученной в данной работе, можно выделить четвёртую фазу развития, разделив фазу
роста на две — фазу активации роста (зима — весна) и собственно фазу роста (весна — ле-
то). Остальные фазы по времени наступления совпадают с выделенными ранее. Фазы развития
у фукуса отличаются по метаболической активности клеток (далее — МАК), интенсивности фо-
тосинтеза, скорости роста, генеративному развитию. Эти изменения направлены на выполнение
определённых процессов в разные сезоны: летом и осенью — на размножение и подготовку к зим-
нему периоду; весной — на рост таллома; зимой — на покой и адаптацию к неблагоприятным
условиям среды.

Фаза покоя у F. vesiculosus приходится на осенне-зимний период. В это время для фукуса
характерны минимальная скорость роста (сентябрь — февраль), формирование, закладка и мед-
ленное развитие репродуктивных структур (октябрь — февраль) (Кузнецов и Шошина, 2003 ;
Makarov et al., 1995). Осенью МАК постепенно уменьшается, зимой является минимальной,
но уже в конце января и начале февраля физиологические процессы активизируются, а интен-
сивность фотосинтеза повышается (Кузнецов и Шошина, 2003 ; Рыжик, 2007 ; Ryzhik, 2016).
Что касается изменения содержания САК с сентября по январь, то для него характерны низ-
кие концентрации глутаминовой кислоты, аспартата и аланина, что связано с низкой интенсивно-
стью метаболизма и фотосинтеза, а также с отсутствием необходимости в САК как структурных
элементах. По изменению САК этот период также можно охарактеризовать как фазу покоя.

С января концентрация глутамата, аланина, аспартата и пролина возрастает. В это же время
выявлено повышение интенсивности МАК и фотосинтеза у фукуса (Кузнецов и Шошина, 2003 ;
Ryzhik, 2016). Увеличение концентрации САК в талломе связано, возможно, с подготовкой к пе-
риоду интенсивного роста, ведь они являются необходимым компонентом для построения бел-
ков. Запас САК на начало периода роста, вероятно, будет способствовать более интенсивному ро-
сту площади таллома водорослей в период низких температур среды. Характер изменения САК
с января по март совпадает с подготовкой водорослей к периоду роста и с переходом от фазы
покоя к росту. Этот период можно обозначить как фазу активации роста.

Фаза роста у F. vesiculosus длится с марта по июнь и характеризуется максимальной скоро-
стью роста таллома водоросли, интенсивным развитием рецептакул и максимальными значения-
ми интенсивности фотосинтеза (апрель — май) (Кузнецов и Шошина, 2003 ; Makarov et al., 1995).
В этот период происходит существенное увеличение МАК, что свидетельствует об активных ро-
стовых процессах (Ryzhik, 2016). Рост растений связан со значительной потребностью в азоте,
который входит в состав аминокислот, а впоследствии и белков, необходимых для построения
новых клеток. У фукуса меристематическая ткань располагается в апикальных участках таллома.
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Для видов рода Fucus показано, что фотоассимиляты, в том числе САК, транспортируются в апи-
кальные участки таллома из средней его части (Diouris, 1989 ; Diouris & Floc’h, 1984). Ско-
рость оттока фотоассимилятов в зону роста у бурых водорослей зависит от интенсивности ро-
ста таллома (Lüning et al., 1973). Выявлено, что период начала интенсивного роста и, как след-
ствие, отток САК из средней части таллома в апикальные участки зависят от температуры среды
и могут сдвигаться ближе к лету у водорослей, произрастающих при более низких температу-
рах (Klindukh & Obluchinskaya, 2018). Резкое снижение содержания САК в апреле связано, ве-
роятно, с началом периода интенсивного роста и оттоком накопленных САК из средней части
таллома в апикальные участки. Основное участие в перераспределении и транспорте азота по тал-
лому у фукуса, скорее всего, будут принимать глутаминовая и аспарагиновая кислоты, а также
пролин и аланин. Известно, что у бурых водорослей в качестве транспортной формы азота по тал-
лому выступают глутамат, аспартат, аланин, серин и глицин (Diouris, 1989 ; Schmitz et al., 1972 ;
Schmitz & Srivastava, 1979). В мае и июне содержание глутамата и аспартата значительно воз-
росло после апрельского снижения, несмотря на продолжающийся рост талломов водорослей.
Это может свидетельствовать о постепенном снижении скорости роста и уменьшении потребно-
сти в аминокислотах, а также может рассматриваться как адаптация к периоду дефицита азота
в окружающей среде, который приходится на лето.

Несмотря на то, что водоросли южного колена Кольского залива не испытывают недостатка
в азоте в течение года, в конце весны и летом конкуренция за азот сильно возрастает, что при-
водит к снижению его концентрации в воде (Кольский залив, 1997). Основная часть азота в тал-
ломе F. vesiculosus Баренцева моря представлена органическими соединениями белковой приро-
ды (Барашков и др., 1966). Показано, что водоросли способны накапливать САК при высоких
концентрациях неорганических форм азота в воде и использовать их в качестве запасных форм
азота в период низких концентраций биогена (Angell et al., 2014 ; Naldi & Wheeler, 1999 ; Park
et al., 2013). Это обеспечивает высокие скорости роста и возможность формирования большего
количества репродуктивных клеток (спор, гамет).

Фаза накопления запасных веществ у F. vesiculosus начинается в июле и продолжает-
ся до сентября. У фукуса в этот период завершается вегетационное развитие, происходят вы-
ход репродуктивных клеток и перестройка метаболизма и ростовых процессов на подготов-
ку к зиме (Кузнецов и Шошина, 2003 ; Ryzhik, 2016). В августе в динамике МАК отмечен
второй пик (Ryzhik, 2016), увеличивается содержание сухого вещества, альгинатов и фукоида-
на (Obluchinskaya et al., 2002). Содержание САК у фукуса в фазу накопления запасных веществ
уменьшается. Среди доминантных аминокислот снижение происходит у глутамата, аспартата
и аланина. Концентрация пролина, наоборот, немного повышается. САК в этот период, веро-
ятно, могут расходоваться на процессы роста и созревания репродуктивных клеток. Возможно,
что в рассматриваемую фазу развития у фукуса происходит замедление синтеза САК и обра-
зования белка, что может быть связано с необходимостью накопления запасных веществ и на-
правленностью метаболизма на синтез углеводов, а не азотсодержащих веществ. Снижение со-
держания САК также обусловлено использованием в этот период внутренних резервов амино-
кислот, поскольку в среде концентрация неорганических форм азота снижается (Кольский залив,
1997). Небольшое повышение пролина в фазу накопления запасных веществ может быть связа-
но с перепадами температур и периодическим опреснением за счёт выпадения осадков во время
отливов. Известно, что пролин участвует в процессах осморегуляции и способствует повыше-
нию устойчивости растений к низким температурам (Munns, 2005 ; Naidu et al., 1991 ; Trovato
et al., 2008). В эксперименте с зелёной водорослью Ulva pertusa Kjellman, 1897 показано, что зна-
чительные температурные колебания стимулируют повышение содержания свободного пролина
и замедляют рост растения (Wang Q. et al., 2007).
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Сезонная динамика содержания САК у F. vesiculosus схожа с таковой у фукусовых водо-
рослей Белого моря, у дальневосточной Laminaria japonica Areschoug, 1851, красной водорос-
ли Gracilaria vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss, 1967 с побережья Франции, антарктической бу-
рой водоросли Ascoseira mirabilis Skottsberg, 1907 и зелёной водоросли Prasiola crispa (Lightfoot)
Kützing, 1843 (Крупнова, 2002 ; Репина, 2005 ; Gomez & Wiencke, 1998 ; Jackson & Seppelt,
1995 ; Surget et al., 2017). Для перечисленных водорослей также характерно преобладание в пу-
ле САК глутамата, аспартата, аланина, пролина, треонина, глицина и таурина. У шотландской
Palmaria palmata (Linnaeus) F. Weber & D. Mohr, 1805, водорослей с южного побережья Среди-
земного моря и бурой водоросли Sargassum fusiforme (Harvey) Setchell, 1931 из Японского моря
наблюдалась обратная тенденция накопления САК — высокое содержание в осенне-зимний пе-
риод и низкое в весенне-летний (Khaleafa et al., 1982 ; Mohsen et al., 1975 ; Morgan et al., 1980 ;
Nagahisa et al., 1994). Сезонные различия в накоплении и снижении САК связаны как с внешними
факторами среды, так и с направленностью метаболических процессов в разные фазы развития
водорослей. Аккумуляция САК в осенне-зимний сезон может быть обусловлена прохождением
вегетативного или генеративного цикла развития водорослей в этот период, а также участием
аминокислот в защите клеточных структур при воздействии отрицательных температур (Jackson
& Seppelt, 1995 ; Morgan et al., 1980 ; Nagahisa et al., 1994).

Наступление фаз развития в значительной степени определяется внешними факторами. Низ-
кая температура воды и воздуха, а также облачность, снижающая интенсивность света, задер-
живают наступление вегетационного периода весной. А задержка начала интенсивной вегета-
ции из-за низких температур воды приводит к смещению сроков выхода репродуктивных клеток
летом (Кузнецов и Шошина, 2003).

На изменения в содержании САК в талломе фукуса оказывали влияние не только общая на-
правленность метаболических процессов в определённую фазу развития, но и условия среды.
Однофакторный дисперсионный анализ показал наличие влияния солёности морской воды, тем-
ператур воздуха и воды на содержание САК в талломе фукуса. Коэффициенты корреляции имеют
положительную линейную зависимость между температурами воды и воздуха и содержанием ар-
гинина, аспартата, глутамата и метионина, а также отрицательную линейную зависимость между
солёностью морской воды и содержанием аргинина, аспартата, гистидина, глутамата и гидрокси-
пролина. Суммарное содержание САК также находится в линейной зависимости от температуры
воздуха и солёности воды (табл. 4).

Таблица 4. Значения коэффициента корреляции Пирсона между концентрацией свободных
аминокислот и внешними условиями среды (n = 44; p ≤ 0,05)
Table 4. Values of the Pearson correlation coefficient between the concentration of free amino acids
and external environmental conditions (n = 44; p ≤ 0.05)

Аминокислота Температура воды, °C Температура воздуха, °C Солёность воды, ‰
Аргинин 0,60 0,62 −0,52
Аспарагиновая кислота 0,66 0,58 −0,71
Гистидин 0,33 0,39 −0,55
Глутаминовая кислота 0,41 0,56 −0,73
Метионин 0,56 0,49 −0,41
Гидроксипролин 0,26 0,46 −0,71
Сумма САК 0,40 0,57 −0,74
Примечание:жирным шрифтом выделены значения, указывающие на среднюю и высокую корреляцию между
переменными.
Note: values in bold indicate medium to high correlation between variables.
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Для большинства водорослей, произрастающих в Баренцевом море, оптимальной для роста
является температура +10…+15 °C (Воскобойников и др., 2015). У фукуса содержание большин-
ства САК и их суммы в основном выше при температурах, благоприятных для роста (табл. 2
и 4, рис. 1). Исключение составляет март, когда при низких температурах содержание САК яв-
ляется высоким. Это связано, вероятно, с накоплением САК в средней части таллома до начала
роста и использованием их в качестве структурных веществ в период интенсивного роста. Повы-
шение содержания САК в определённом диапазоне температур свидетельствует о большей ин-
тенсивности процессов синтеза данных соединений по сравнению со скоростями их катаболизма.
Для разных видов водорослей эти диапазоны отличаются. Так, у зелёной водоросли Ulva fasciata
Delile, 1813 выявлено наибольшее содержание САК при оптимальной для роста температуре
+25 °C (Mohsen et al., 1973). У U. pertusa повышение температуры воды, оптимальной для ро-
ста, на 10 °C приводило к увеличению содержания САК в 2,2 раза (Kakinuma et al., 2006). У ан-
тарктической зелёной водоросли P. crispa и североатлантической красной водорослиMastocarpus
stellatus (Stackhouse) Guiry, 1984 повышается содержание свободного пролина в холодные пери-
оды года (Harris & Logan, 2018 ; Jackson & Seppelt, 1995). У этих видов количество свободного
пролина значительно увеличивалось при понижении температуры среды ниже точки замерзания
цитоплазмы в клетках: для P. crispa и M. stellatus свободный пролин выполняет роль криопротек-
тора и повышает устойчивость к замерзанию. У фукуса при существенном понижении темпера-
туры среды произрастания в январе 2016 г. снижалось содержание САК, в том числе свободного
пролина (табл. 1, рис. 1). Таким образом, САК напрямую не принимают участия в защите во-
доросли от воздействия отрицательных температур, но вполне могут быть предшественниками
в синтезе криопротекторов в холодный период года.

Наибольшие концентрации пролина и аланина отмечены в марте. Это связано, вероятно,
с тем, что данные аминокислоты не только аккумулируются в качестве структурных компонентов
для построения белков, но и могут участвовать в защитных реакциях водорослей в ответ на небла-
гоприятные внешние факторы. Осенью и весной повышение концентрации пролина и аланина
может быть обусловлено колебаниями температуры среды и уровня освещения. Низкие темпера-
туры при наличии света высокой интенсивности могут способствовать увеличению содержания
активных форм кислорода. Пролин и аланин могут выступать в роли антиоксидантов. Известно,
что свободный пролин в клетках растений участвует в инактивации активных форм кислорода,
образующихся при различных стрессовых воздействиях (Kaul et al., 2008 ; Matysik et al., 2002 ;
Saradhi et al., 1995).

Наличие отрицательной корреляционной связи между концентрациями глутамата, аспарта-
та, аргинина, гистидина, гидроксипролина и солёностью воды свидетельствует о том, что дан-
ный фактор оказывает положительное влияние на аккумуляцию этих аминокислот при рас-
преснении. Отсутствие линейной зависимости между концентрациями остальных САК и со-
лёностью воды показывает, что этот фактор не является определяющим для их содержа-
ния, его воздействие проявляется лишь как часть комплекса факторов внешней среды. Со-
гласно результатам ранее проведённых работ по исследованию F. vesiculosus из природных
популяций, содержание свободного пролина, а также других САК зависит от солёности во-
ды в местах произрастания вида. Концентрация свободного пролина увеличивалась в тал-
ломах водорослей из распреснённых мест (Klindukh et al., 2011). Понижение солёности во-
ды в весенний период оказывало разное влияние на содержание САК в различных участках
таллома (Klindukh & Obluchinskaya, 2018).

Изменение содержания САК в водорослях в ответ на снижение солёности воды во мно-
гом зависит от видовых особенностей объекта, а также от продолжительности влияния. Так,
у U. pertusa и Pyropia haitanensis (T. J. Chang & B. F. Zheng) N. Kikuchi & M. Miyata, 2011
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воздействие распреснённой морской воды приводило к снижению содержания свободного про-
лина, а у Gracilaria corticata (J. Agardh) J. Agardh, 1852, наоборот, обусловливало увеличе-
ние в 2 раза (Kakinuma et al., 2006 ; Kumar et al., 2010 ; Wang W. et al., 2020). Содержа-
ние других свободных аминокислот в морских водорослях также изменяется при опресне-
нии. Воздействие воды солёностью 4 ‰ привело к снижению содержания доминирующих САК
у Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye, 1819, но при этом концентрация ароматических ами-
нокислот и аминокислот с разветвлённой боковой цепью увеличилась (Dittami et al., 2011).
У Cladophora vagabunda (Linnaeus) Hoek, 1963 опреснение среды обитания вызвало повышение
содержания глутамата и лизина и снижение концентрации аспартата, треонина, валина, аргинина,
глицина и гистидина (Rani, 2007).

F. vesiculosus встречается на побережье Баренцева моря как в местах с океанической солёно-
стью, так и в губах и бухтах с постоянной пониженной солёностью (Малавенда и Воскобойни-
ков, 2008). Наиболее благоприятной для произрастания считается вода с солёностью 25,5–34 ‰
и 17 ‰ для водорослей из морских и солоноватоводных популяций соответственно (Воско-
бойников и др., 2015). Фукус, произрастающий на литорали в районе Абрам-мыса, постоянно
подвергается воздействию воды пониженной солёности. Для этих водорослей вода солёностью
15–20 ‰ является благоприятной для произрастания и не оказывает стрессового воздействия
на метаболизм.

В период, когда отмечены минимальные значения солёности воды, в талломах фукуса содер-
жание большинства САК и их суммы было наибольшим в течение года. Накопление САК в конце
весны и начале лета связано с запасанием азота, необходимого для роста и размножения в летний
сезон, когда содержание данного биогенного элемента в среде уменьшается. Сильное опреснение
воды, вероятно, может способствовать повышению содержания САК в этот период, снижая ин-
тенсивность синтеза белка и, как следствие, влияя на интенсивность роста водоросли, а также спо-
собствуя повышению биосинтеза аминокислот. Известно, что пониженная солёность замедляет
скорости роста длины и массы таллома фукуса и приводит к увеличению количества отдельных
общих аминокислот в составе водоросли (Munda & Garrasi, 1978 ; Nygard & Dring, 2008).

Заключение. Качественный состав свободных аминокислот у F. vesiculosus показал стабиль-
ность в течение года. Глутаминовая и аспарагиновая кислоты, аланин и пролин доминирова-
ли в пуле САК. Изменения концентрации САК имеют чётко выраженную годовую динамику,
которая совпадает с основными фазами развития водоросли. Высокие концентрации характер-
ны для большинства САК в весенне-летний период, а более низкие — в осенне-зимний. Ди-
намика САК в разные фазы развития фукуса связана с происходящими в водорослях процес-
сами, такими как рост, метаболическая активность клеток, фотосинтез, генеративное развитие.
Для каждой из фаз развития характерна своя динамика содержания САК. На основе анализа
содержания САК, а также литературных данных по динамике других физиологических показа-
телей (скорость роста, метаболическая активность клеток) выделены следующие фазы развития
фукуса: покой, активация роста, рост, накопление запасных веществ. Анализ влияния факторов
среды на содержание САК позволил предположить участие САК в формировании адаптации
водорослей к изменению солёности и температуры среды. Возможно, у бурой водоросли в ка-
честве одной из резервных органических форм азота выступают глутаминовая и аспарагиновая
кислоты, которые накапливаются в средней части таллома в мае — июне. Вероятно, как транс-
портные формы органического азота по таллому у фукуса могут выступать глутамат, аспартат,
аланин и пролин.

Работа выполнена в рамках государственного задания Мурманского морского биологического
института (ММБИ РАН).
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DYNAMICS OF FREE AMINO ACIDS
IN THE BROWN ALGA FUCUS VESICULOSUS LINNAEUS, 1753

FROM THE BARENTS SEA THROUGHOUT THE YEAR

M. P. Klindukh

Murmansk Marine Biological Institute of the Russian Academy of Sciences, Murmansk, Russian Federation
E-mail: klindukh.maria@yandex.ru

Free amino acids (FAA) are a significant biochemical component of any cell. Their composition
and content depend on physiological state, abiotic environmental factors, and a developmental phase
of the organism. Their functions in plants are very diverse; those include participation in both the syn-
thesis of proteins and other compounds and the adaptation to adverse environmental conditions. Infor-
mation on the FAA dynamics is of key importance for understanding their role in formation of algae
resistance to varying environmental factors. The aim of this study is to determine the FAA content
in the brown alga Fucus vesiculosus and its seasonal changes, as well as to reveal the dependence on en-
vironmental factors and the alga developmental phase. The alga for research was sampled in the Kola
Bay littoral (the Barents Sea) during low tide once a month from December 2015 to December 2016.
The middle part of the thallus was used for the study. The FAA qualitative and quantitative composi-
tion was determined by high-performance liquid chromatography. The FAA qualitative composition
did not change throughout the year; in the FAA pool, glutamic and aspartic acids, alanine, and proline
prevailed. The FAA content varied throughout the year; the maximum amount was recorded
in spring–summer. The FAA content depended on external environmental factors. The correlations
were determined between the content of individual FAA and air temperature, water temperature,
and salinity. The FAA dynamics in different developmental phases of F. vesiculosuswas associated with
processes occurring in the alga; it is affected by growth rate, cell metabolic activity, photosynthesis rate,
and generative development. Each phase was characterized by its own dynamics of the FAA content.
Based on the dynamics of the FAA concentration in F. vesiculosus, correspondences were found with
the developmental phases – dormancy, growth activation, growth, and storage. Free glutamate and as-
partate may act as one of the reserve sources of organic nitrogen in this alga. Apparently, the transport
of organic forms of nitrogen in F. vesiculosus thallus is carried out by glutamate, aspartate, alanine,
and proline.
Keywords: Fucus vesiculosus, free amino acids, seasonal changes, developmental phases, temperature,
salinity, Barents Sea
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КУЛЬТИВИРОВАНИЕ И РЕГЕНЕРАЦИЯ ТРИХОПЛАКСА TRICHOPLAX SP. H2
ИЗ ФРАГМЕНТОВ ТЕЛА И АГРЕГАТОВ ДИССОЦИИРОВАННЫХ КЛЕТОК:
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Выполнены исследования на культивируемом в лаборатории простейшем многоклеточном жи-
вотном Trichoplax sp. H2 с целью дальнейшей генетической модификации этого организма.
Предлагается вводить генетическую информацию в суспензию клеток после диссоциации те-
ла трихоплакса на отдельные клетки с последующей их агрегацией и регенерацией получен-
ных агломератов в жизнеспособное животное. С этой целью мы исследовали динамику роста
трихоплаксов в чашках Петри на матах из одноклеточной водоросли Tetraselmis marina. Осо-
би были однородны на стадии экспоненциального роста. В экспериментах по посттравматиче-
ской регенерации разрезали подопытных животных радиально и исследовали восстановление
полученных частей под микроскопом. Оценивали интенсивность роста и размножения трихо-
плаксов на водорослевых матах — показатели, ухудшавшиеся по мере измельчения животных.
Обнаружено, что утраченная часть тела трихоплакса замещается за счёт ремоделинга остав-
шихся клеток. После витальной окраски животных подвергали диссоциации на отдельные клет-
ки в среде, лишённой двухвалентных катионов. Идентифицированы клетки грушевидной или
округлой формы и клетки эпителия со жгутиками, которые сохраняли двигательную активность
более 12 ч. Для количественной оценки популяции клеток с помощью проточной цитометрии
пластинки трихоплаксов дезинтегрировали при добавлении 10 мкМ амлодипина. Показано,
что трихоплакс размером 0,5–1,0 мм состоит примерно из 10 000 клеток. Обработка живот-
ных 10%-ным бычьим сывороточным альбумином (БСА) в течение различных промежутков
времени свидетельствует в пользу существования тотипотентных клеток на периферии трихо-
плакса, вероятно в пояске пластинки. В экспериментах по репаративной регенерации удалось
добиться диссоциации трихоплаксов на отдельные клетки при обработке 0,1%-ным БСА, а за-
тем воссоздать живые организмы путём центрифугирования суспензии клеток и последующего
диспергирования крупного осадка на фрагменты до 0,1 мм перед высевом многоклеточных аг-
регатов на питательные маты. Развитие этих агрегатов сопровождалось активными движениями
клеток и эпителизацией поверхности, что приводило к увеличению клеточной массы, формиро-
ванию пластинки, росту и дальнейшему вегетативному делению трихоплаксов. Предполагается,
что пребывание экспериментальных животных на искусственной стадии одиночной клетки в ря-
ду бесполых размножений позволит интродуцировать в трихоплакса чужеродную генетическую
информацию, например с целью изучения сигнальных систем, организации и функционирова-
ния этого многоклеточного организма. Трансгенез, основанный на диссоциации тела животного
на отдельные клетки, возможно, будет применим и к другим организмам, обладающим высоким
регенеративным потенциалом.
Ключевые слова: трихоплакс, пластинчатые, посттравматическая и репаративная регенера-
ция, диссоциация и агрегация клеток, клеточная инженерия, методы трансгенеза
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Трихоплакс относится к типу Placozoa и считается одним из самых просто устроенных много-
клеточных животных (Серавин и Гудков, 2005 ; Schulze, 1883, 1891). Это пластинчатое беспозво-
ночное с асимметричным телом размером 0,2–2,0 мм в диаметре и толщиной 25 мкм встречается
повсеместно в тропических морях (Eitel & Schierwater, 2010 ; Pearse & Voigt, 2007). Трихоплакс
не имеет мышечных клеток и нейронов, состоит из трёх слоёв клеток, прикрепляется к субстра-
ту с помощью микроворсинок и скользит по поверхности за счёт биения ресничек вентрального
эпителия и наблюдаемых ритмических сокращений дорсального эпителия под действием звёзд-
чатых волокнистых клеток среднего слоя, изменяя форму своего тела, как амёба (Armon et al.,
2018 ; Eitel et al., 2013 ; Pearse & Voigt, 2007 ; Schierwater et al., 2009 ; Smith et al., 2019). Описа-
но два возможных типа питания трихоплакса — внешний и внутренний. При внешнем питании
животное наползает на крупную добычу, например на агломерат водорослей, и плотно прикреп-
ляется к субстрату, образуя своеобразную пищевую полость, куда выделяет секреты, растворя-
ющие содержимое, которое затем трихоплакс поглощает в процессе клатрин-опосредованного
эндоцитоза (Smith & Mayorova, 2019 ; Smith et al., 2015). Также трихоплакс способен подхва-
тывать ресничками мелкую добычу (одиночные водоросли) и перемещать её на дорсальную
сторону, где она затем фагоцитируется клетками среднего слоя, временно экспонированными
на поверхности (Wenderoth, 1986).

Интересно, что животное с таким примитивным строением тела содержит гены, которые у бо-
лее высокоорганизованных животных отвечают за функции иммунной и нервной системы (Kamm
et al., 2019 ; Varoqueaux et al., 2018). Trichoplax sp. H2 имеет геном величиной 94,88 Mb, в ко-
тором идентифицировано 12 225 генов (Kamm et al., 2018). Митохондриальный геном трихо-
плакса — наибольший среди всех Metazoa, он представляет собой кольцевую ДНК размером
43 Kb (Dellaporta et al., 2006). С помощью электронной микроскопии описано шесть основных
типов клеток трихоплакса Trichoplax adhaerens H1 (табл. 1). На основе использования диффе-
ренциального окрашивания штамма H4 и конфокальной микроскопии охарактеризованы типы
клеток трихоплакса и измерен мембранный потенциал митохондрий (Романова, 2019).

Наиболее представительными в теле трихоплакса являются вентральные эпителиальные клет-
ки, обеспечивающие прикрепление к поверхности посредством микроворсинок и скольжение
с помощью ресничек, а также всасывание переваренной пищи (табл. 1). Липофильные клетки
тоже находятся в нижнем эпителии и содержат большое липидное включение. Наружный край
тела животного, или поясок (~20 мкм), состоит из двух типов эпителиальных клеток — дорсаль-
ных и вентральных, а фибриллярные клетки здесь отсутствуют. По периферии пластинки трихо-
плакса расположены железистые клетки. В них экспрессируются такие нейроспецифические бел-
ки, как синтаксин 1, синаптобревин, SNAP25; в нейросекреторных клетках присутствуют также
FMRF-амид и другие нейропептиды (Mayorova et al., 2019 ; Senatore et al., 2017 ; Smith et al., 2014).
Разнообразные типы пептидергических клеток встречаются не только на периферии: они распо-
лагаются также концентрически в направлении центра в обоих эпителиях животного (Varoqueaux
et al., 2018). Фибриллярные клетки тетраплоидны, содержат симбионтов и отвечают за измене-
ние формы тела, фагоцитоз и пищеварение (Gruber-Vodicka et al., 2019). Некоторые клетки имеют
кристаллические включения арагонита. Предполагается, что они играют роль вестибулярного ап-
парата, позволяющего животному ориентироваться в пространстве, переворачиваться и прикреп-
ляться к субстрату непосредственно вентральной стороной (Mayorova et al., 2018 ; Smith et al.,
2014). Дорсальные плоские эпителиальные клетки находятся в верхнем слое трихоплакса и име-
ют одну сенсорную ресничку. Вероятно, существуют и другие, менее представительные или пока
не идентифицированные типы клеток (Sebé-Pedrós et al., 2018). Например, у особей из природных
источников были описаны клетки, имеющие вид блестящих шаров, которые отсутствуют у куль-
тивируемых линий животных (Grell & Ruthmann, 1991 ; Syed & Schierwater, 2002). Известны слу-
чаи отпугивания трихоплаксом потенциальных хищников, возможно за счёт выделения токсинов
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специализированными клетками (Jackson & Buss, 2009 ; Pearse & Voigt, 2007). Высказано пред-
положение, что в пояске трихоплакса могут располагаться стволовые клетки, обеспечивающие
рост животного на периферии (Albertini et al., 2019).

Таблица 1. Превалирующие типы клеток трихоплакса, идентифицированные с помощью электрон-
ной и конфокальной микроскопии с использованием специфических антител (Smith et al., 2014)
Table 1. Trichoplax prevailing cells types identified by electron and confocal microscopy using specific
antibodies (Smith et al., 2014)

Положение Тип Описание Функция Содержание
Нижний
слой

Вентральные
эпителиальные
клетки

Мелкие клетки с ресничкой
и микроворсинками, вытянуты
в вентродорсальном направлении,
многочисленные включения
и везикулы

Активное скольжение
по поверхности
и прикрепление
к субстрату,
всасывание, пиноцитоз

72 % всех
клеток
трихоплакса

Липофильные
клетки

Крупные клетки, лишённые
ресничек, образуют контакты
с фибриллярными клетками,
отсутствуют в краевой 20-мкм зоне,
одно крупное включение
с липидным содержимым

Секреция
пищеварительных
ферментов

11 % клеток
животного

Железистые
клетки

Среднего размера, расположены
в краевой зоне, имеют ресничку
и микроворсинки, разнообразные
по форме и цвету гранулы

Секреция
нейромедиаторов

3 % клеток

Средний
слой

Фибриллярные
клетки

Тетраплоидные клетки с отростками,
разнообразные включения, в том
числе симбиотические бактерии
и остатки пищи

Механические
изменения формы
тела, фагоцитоз,
пищеварение

4 % клеток

Кристаллические
клетки

Клетки содержат кристаллы
размером ~2 мкм, контактируют
с волокнистыми клетками,
не выходят на поверхность

Возможно, выполняют
роль статоцистов

< 0,2 % кле-
ток в теле
животного

Верхний
слой

Дорсальные
эпителиальные
клетки

Мелкие клетки т-образной формы
с сенсорной ресничкой,
внутриклеточные гранулы

Защитная, сенсорная,
сократительная

9 % клеток

Трихоплакс размножается в основном путём фрагментации тела или почкования с участи-
ем «бродяжек» (Kamm et al., 2018 ; Thiemann & Ruthmann, 1988, 1991). Образование гоноцитов
у животного обычно наблюдается в стареющих культурах; обнаружить яйцеклетки чрезвычайно
трудно (Grell, 1971, 1972 ; Grell & Benwitz, 1974). Сперматозоиды до сих пор не описаны (Grell
& Benwitz, 1981). В лабораторных условиях эмбрионы деградируют после дробления по невы-
ясненным причинам; изучено развитие эмбрионов до стадии 64–128 клеток (Eitel et al., 2011).
Время жизни отдельных клеток в организме животного также неизвестно. Стволовые элементы
и ниши стволовых клеток не обнаружены. Предполагается, что все клетки трихоплакса способ-
ны к обратной дифференцировке, потому что животное может регенерировать после расчлене-
ния на мелкие фрагменты и даже из отдельных клеток (Ruthmann & Terwelp, 1979). Тем не менее
эксперименты по восстановительному морфогенезу показали частичную дифференцированность
клеток. Так, кусочки середины пластинки не регенерируют. При соединении пояска и централь-
ного участка тела животного происходит отторжение лишнего материала (Schwartz, 1984). По-
казано, что по краю тела трихоплакса располагаются мелкие клетки, в которых экспрессируется
ген Trox-2. Возможно, это мультипотентные стволовые клетки, так как подавление экспрессии
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Trox-2 с помощью антисмысловых олигонуклеотидов или благодаря РНК-интерференции
останавливает рост и регенерацию трихоплакса (Jakob et al., 2004).

Поскольку последовательности геномов ряда штаммов трихоплакса стали доступ-
ны (Dellaporta et al., 2006 ; Kamm et al., 2018 ; Signorovitch et al., 2007 ; Srivastava et al.,
2008), появилась возможность манипулировать ими, выключая, например, тот или иной ген,
и анализировать, к каким изменениям это приведёт (Hardy et al., 2010). С другой стороны,
для идентификации отдельных клеток и их потомков часто используют репортёрные гены,
кодирующие флуоресцирующие белки (Currie et al., 2016). Данный подход позволяет изучать
пространственно-временнόе распределение клеток под флуоресцентным микроскопом, разде-
лять их с помощью проточного флуоресцентного клеточного сортера и маркировать популяции
клеток для scRNAseq-анализа транскриптомов отдельных клеток по экспрессии трансгенной
мРНК (Lush et al., 2019). Наиболее интересным в случае трихоплакса видится молекулярно-
генетическое изучение коммуникации между клетками, которая является причиной образования
многоклеточных ансамблей и системного поведения (Kuznetsov et al., 2020b).

Ограниченность данных по тонкому строению и слабая изученность репродуктивного цикла
трихоплакса, а также отсутствие исчерпывающей информации по динамике роста и критериев
изменения физиологического состояния животных в процессе их культивирования сдерживают
работы по его генетической модификации и обратной генетике. Исследователи вынуждены огра-
ничиваться анализом генетически немаркированных клеток (Moroz et al., 2020 ; Romanova et al.,
2020 ; Sebé-Pedrós et al., 2018) и гетерологичной экспрессией генов (Elkhatib et al., 2019 ; Smith
et al., 2017) из-за отсутствия методов генетической модификации трихоплакса. Такие методы вве-
дения генетической информации, как электропорация и липофекция (за исключением баллисти-
ческой трансфекции) (Sambrook & Russell, 2001), ориентированы на манипуляции с клетками
в культуре, будь то прокариоты или эукариоты. В случае многоклеточных организмов с поло-
вым процессом трансгенез осуществляется на стадии одиночной клетки, например путём инъек-
ции ДНК в зиготу (Transgenesis Techniques, 2009). Для трихоплакса, который не способен к по-
ловому размножению в лабораторных условиях, а делится вегетативно, необходима разработка
специального метода трансгенеза.

Основная цель нашего исследования заключается в изучении регенерационных способностей
трихоплакса для клеточной и генетической инженерии этого животного.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Культивирование. Для экспериментов использовали штамм Trichoplax sp. H2. С помощью

микропипетки 15 животных помещали в чашку Петри диаметром 90 мм и культивировали
при температуре +25 °C и pH 7,8–8,0. В качестве пищи использовали одноклеточную зелёную
водоросль Tetraselmis marina (Cienkowski) R. E. Norris, Hori & Chihara, 1980 (Kuznetsov et al.,
2020b). Искусственную морскую воду (artificial seawater, ASW) с солёностью 35 ‰ меняли каж-
дые 5–7 дней. Трихоплаксов пересаживали на свежий мат из водорослей каждые 3–5 недель.
За сутки до начала эксперимента животных переводили в режим «голодания», отсаживая в чашку
с ASW без водорослей.

Микроскопия и анализ изображений. Животных обрабатывали под микроскопом для ла-
бораторных исследований Zeiss Primo Star или Zeiss Stemi 305 со встроенной камерой при увели-
чении в 8 и 40 раз. Изображения изучали с помощью программы ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).
Подбирали порог контрастности, позволяющий отделить анализируемый образ от зашумлённо-
го фона. Измеряли площади пластинок. Отдельные клетки трихоплакса и их агломераты изу-
чали под инвертированным микроскопом Nikon Eclipse Ts2R с ДИК-оптикой при увеличении
до 600 раз.
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Витальное окрашивание. Для прижизненного окрашивания отдельных животных (или
их частей) образцы последовательно отмывали в двух каплях ASW. К последней капле добав-
ляли 20 мкл 0,01%-ного раствора нейтрального красного (Sigma-Aldrich, USA), экспонирова-
ли 10 мин при комнатной температуре и далее снова отмывали в двух каплях ASW в течение
30 мин.

Микрохирургия.Для эксперимента брали крупных животных размером не менее 1 мм в диа-
метре, которые после активного поиска пищи меняли стратегию поведения на «ожидание» и рас-
пластывались на субстрате. Для этого трихоплаксов пересаживали в чашку Петри на пластиковую
подложку в ASW до их перехода в состояние покоя (примерно на 60 мин). В таком состоянии от-
дельных животных разрезали на радиальные части. Медиальные разрезы выполняли с помощью
скальпеля под микроскопом Zeiss Stemi 305 при увеличении в 8 раз. Для оценки способности
частей трихоплакса к росту и репродукции животных разделяли на две, четыре или восемь ра-
диальных долей и по десять сегментов (условие — по одному фрагменту от отдельной особи)
засевали на маты из водорослей T. marina. Процесс посттравматической регенерации непосред-
ственно наблюдали в течение 3–4 ч под микроскопом Nikon Eclipse Ts2R. Фото- и видеосъёмку
проводили через различные промежутки времени.

Диссоциация на отдельные клетки. Для эксперимента брали от 50 до 150 особей раз-
мером 0,5–1,0 мм и одного возраста до стационарной фазы роста культуры, что соответство-
вало 2–3 неделям после посева. Отмывали их 2 раза по 30 мин в ASW и переносили в лунки
планшета объёмом по 300 мкл. Для диссоциации пластинок трихоплаксов на отдельные клет-
ки использовали бычий сывороточный альбумин (далее — БСА) (Sigma, USA) в концентрациях
10 и 0,1 %, или 10 мкМ амлодипина (Тева, Россия), или 3,5%-ный NaCl с временем экспози-
ции от 15 до 90 мин. При подготовке клеточной суспензии трихоплаксов выдерживали в ASW
с 0,1%-ным БСА в течение 15 мин при комнатной температуре, причём последние 5 мин среду
интенсивно перемешивали до получения гомогенной клеточной взвеси.

Проточная цитометрия. Для исследования эффективности диссоциации трихоплаксов
на отдельные клетки и оценки их числа, а также размера применяли проточный цитометр
CytomicsTM FC 500 (Beckman Coulter, USA), оборудованный аргоновым лазером с длиной вол-
ны 488 нм. Обработку цитометрических данных проводили с помощью программы Flowing
Software v2.5.0 (www.flowingsoftware.com, Perttu Terho, University of Turku, Finland). Общее чис-
ло отдельных клеток и их агрегатов определяли в неокрашенных пробах с помощью гейтинга
популяции клеток на двухпараметрических цитограммах прямого (forward scatter, FS) и боково-
го (side scatter, SS) светорассеивания, а также после окрашивания проб SYBR Green I (Molecular
Probes, USA). Конечное разбавление в каждой пробе составляло 10−4. Окрашивание проводили
в темноте в течение 30 мин непосредственно перед цитометрией. Анализ окрашенных образцов
осуществляли с использованием прямого светорассеивания (FS) и флуоресценции SYBR Green I
в зелёной области спектра (канал FL1, 525 нм). Концентрацию клеток рассчитывали по скорости
протока пробы (60 мкл·мин−1), времени и количеству клеток, зарегистрированных в этот проме-
жуток времени (60 с). Контроль и калибровку измерений производили с помощью флуоресцент-
ных микросфер (Beckman Coulter, USA) размером 1,0; 4,2; 10,7 мкм. Размеры клеток (L, мкм)
определяли на основе данных канала FS как диаметр эквивалентной сферы (equivalent spherical
diameter, ESD), объём которой равен объёму клетки независимо от её морфологии.

Реагрегация клеток и репаративная регенерация. В первой серии экспериментов полу-
ченную взвесь клеток сразу помещали на питательные маты. Во второй серии опытов гомоге-
нат переносили в микропробирку объёмом 1,5 мл, клетки трижды промывали (по 1 мл ASW)
путём осаждения на микроцентрифуге FVL-2400 Combi-Spin (BioSan, Latvia) в течение
2 мин. На последнем этапе длительность центрифугирования увеличивали до 5 мин, далее
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следовало диспергирование осадка на вортексе в течение 2 сек. Мини-агрегаты клеток размером
до 100 мкм высевали на маты из водорослей для дальнейшей регенерации, роста и размножения
трихоплаксов.

Исследования проводили в течение года. Всего выполнено 14 серий экспериментов с БСА
и амлодипином в различных модификациях, а также контрольные эксперименты с использо-
ванием 3–5 чашек в отдельном опыте. Данные в тексте представлены как «среднее значение ±
стандартное отклонение».

РЕЗУЛЬТАТЫ
Рост животных. Trichoplax sp. H2 находились в течение недели в состоянии адаптации к но-

вым условиям после заселения в чашки Петри на маты из водорослей. По прошествии лаг-фазы
длительностью до 7–10 дней трихоплаксы начинали расти, а потом — делиться с образованием
зоны растяжения и истончения между клетками, заканчивающимся разрывом соединения. На-
ступала экспоненциальная фаза роста, характеризующаяся однородной морфологией животных.
Последующая логарифмическая стадия роста культуры трихоплаксов сопровождалась неболь-
шим изменением численности популяции (рис. 1а), а прирост биомассы происходил ступен-
чато (рис. 1б). Замедление роста культуры с переходом в стационарную фазу с последующим
измельчанием части животных отмечено на 20-е сутки; начало фазы отмирания зафиксирова-
но на 25-е сутки. Для дальнейшего культивирования по 10 интактных животных пересаживали
в чашки со свежими матами из водорослей. Как и раньше, после 7-дневной паузы происходило
экспоненциальное увеличение количества особей (рис. 1в) при некотором замедлении прироста
биомассы на поздней стадии (рис. 1г), сопровождающемся временным уменьшением размеров
животных.

Рис. 1. Рост культуры Trichoplax sp. H2: а, б — длительное культивирование; в, г — повторное
краткое культивирование. Суммарная площадь поверхности животных в мм² (б, г)
Fig. 1. Trichoplax sp. H2 culture growth: а, б, the long-term cultivation; в, г, the following short-term
cultivation. Total surface area of animals is in mm² (б, г)
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Пищевое поведение трихоплаксов. При избытке пищи трихоплаксы находились на ма-
те из водорослей (рис. 2а). По мере выедания мата животные медленно перемещались на новое
место, изобилующее пищей. В случае если трихоплаксы были пересажены в ASW без водорос-
лей, они начинали активно двигаться в поисках пищи (рис. 2б). Через несколько десятков ми-
нут безуспешного поиска животные успокаивались и переходили в режим «ожидания» (рис. 2в),
при котором движение клеток внутри тела замедляется, образуется утончённый периферийный
ободок, а особь прочно прикрепляется к субстрату. Аккуратное добавление отдельных микро-
водорослей возле трихоплакса стимулировало положительный таксис животного в направлении
пищи и последующее её поедание. Добавление небольшого объёма среды из старой культуры
или расположение мёртвых водорослей возле трихоплакса, наоборот, вызывало у него реакцию
убегания.

Рис. 2. Трихоплаксы в различных физиологических состояниях: а — животное на мате
из водорослей; б — трихоплакс в движении; в — неподвижное животное. Увеличение в 40 раз
Fig. 2. Trichoplax in various physiological states: а, animal resting on an algal mat; б, Trichoplax in motion;
в, motionless animal. Magnification 40 times

Микродиссекция животных. После разрезания трихоплакса на две части (рис. 3а) по-
ловинки начинали регенерировать в интактную особь и примерно через 1 ч «залечивали» ра-
ну (рис. 3б, в). Повреждённое животное переставало двигаться, оставалось распластанным на суб-
страте и сворачивалось, изолируя травмированную область от окружающей среды. Травмиро-
ванная часть пластинки характеризуется отсутствием ресничек и пояска, тогда как нативный
край пластинки формирует поясок из мелких тёмных клеток с хорошо различимыми подвиж-
ными ресничками. Внутреннее содержимое пластинки, в отличие от раневого края, было очень
динамичным. Трихоплакс постоянно менял форму, но не приподнимался при этом над поверх-
ностью, а оставался плотно прижатым к субстрату. Поясок на противоположной от раны стороне
несколько утолщался по высоте, становился темнее и прочно прикреплялся к подложке, фик-
сируя животное таким образом, что трихоплакс совершал амёбоидные движения, но не мог ото-
рваться от места прикрепления (см. Приложение 1: https://marine-biology.ru/mbj/article/view/353).
Процесс заживления раны продолжался около 30 мин (рис. 3а) и завершался глубокой
инвагинацией пояска в сторону центральной части пластинки через 60 мин после бисек-
ции (рис. 3б) (см. Приложение 2: https://marine-biology.ru/mbj/article/view/353). Ещё око-
ло часа требовалось на дальнейшую репарацию, приводящую к выравниванию края пла-
стинки (рис. 3в, г). Животные больше не прикреплялись противоположной стороной к по-
верхности и начинали вращаться. Через 3 ч и более край пластинки в зоне поврежде-
ния округлялся и формировал интактный поясок, а рубец внутри пластинки рассасывал-
ся. Все клетки внутри пластинки трихоплакса начинали двигаться скоординированно, пла-
стинка приобретала первоначальную пластичность, а животное — возможность перемещаться
поступательно.
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Рис. 3. Репарация раневой зоны у половинки Trichoplax sp. H2 в течение 30 мин (а), 60 мин (б)
и 120 мин (в, г). Увеличение в 400 раз; отрезки шкалы по 50 мкм
Fig. 3. Repair of a wound area in half of Trichoplax sp. H2 within 30 min (а), 60 min (б), and 120 min (в, г).
Magnification 400 times. Scale bars are 50 μm

Когда трихоплакса разделяли на 4 части и особенно на 8 частей, первоначальное восстанов-
ление протекало дольше — до 60–120 мин, так как раневая поверхность была больше неповре-
ждённой части. При этом животному, чтобы восстановить раневую зону с помощью оставших-
ся мелких клеток пояска пластинки, приходилось утолщаться (рис. 4б), образовывать складки
и даже отторгать некоторое количество крупных клеток из центральной части пластинки. Раз-
резание животного приводило к обездвиживанию пластинки в районе повреждения; трихоплакс
терял способность передвигаться поступательно и совершал ритмичные движения в одной плос-
кости, сопровождавшиеся перестройкой клеток и приводившие к уменьшению размера раневой
зоны, а позднее начинал вращаться. По мере заживления раны край пластинки выравнивался,
к животному возвращалась прежняя подвижность.

Рис. 4. Репарация раневой зоны у 1/8 части особи Trichoplax sp. H2: а — мелкое интактное животное
в качестве положительного контроля; б — заживление 1/8 части крупного животного в течение 1–2 ч.
Увеличение в 400 раз; отрезки шкалы по 50 мкм
Fig. 4. Repair of a wound area in 1/8 of Trichoplax sp. H2 specimen: а, small intact animal as a positive
control; б, healing of 1/8 of a large animal within 1–2 hours. Magnification 400 times. Scale bars are 50 μm
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Через две недели после посева 10 половинок и 10 четвертинок трихоплакса на водоросле-
вый мат обнаружено по 40 интактных особей в обеих чашках (табл. 2). Животные располага-
лись поодиночке на водорослях и под ними, плотно прилегали к субстрату, были малоподвижны,
имели типичную морфологию с ровными краями и соответствующие размеры пластинки (око-
ло 1 мм). Данный результат свидетельствует о том, что половинки и четвертинки трихоплакса
обладают примерно одинаковым потенциалом к восстановлению на длительном промежутке вре-
мени при наличии источника пищи. Из 1/8 части трихоплакса регенерировало меньше особей,
вероятно в силу того, что только некоторые из них были способны давать начало полноценным
животным. Тем не менее все восстановленные особи обладали репродуктивным потенциалом:
отмечен 4–5-кратный прирост численности популяции за неделю.

Таблица 2. Регенерация Trichoplax sp. H2 после микродиссекции пластинки
Table 2. Trichoplax sp. H2 regeneration after microdissection of the plate

Недели Количество развившихся животных
Целая часть 1/2 часть 1/4 часть 1/8 часть

2 42 40 40 10
3 > 200 > 200 > 200 51
4 > 200 > 200 > 200 > 200

Диссоциация животных на отдельные клетки. В результате погружения трихоплаксов
в среду, лишённую двухвалентных катионов (3,5%-ный NaCl), телá животных постепенно дис-
социировали на отдельные клетки (рис. 5б). После 60 мин большинство составляли клетки
округлой формы, которые совершали беспорядочные движения в результате биения ресничек
даже на следующие сутки. Также выявлены, но в гораздо меньшем количестве, неподвижные
клетки грушевидной формы. При длительной инкубации грушевидные клетки превращались
в сферические.

Рис. 5. Пластинка трихоплакса, окрашенного нейтральным красным: а — интактное животное, уве-
личение в 200 раз, отрезок шкалы 75 мкм; б — животное в процессе диссоциации в 3,5%-ном
растворе NaCl, увеличение в 600 раз, отрезок шкалы 25 мкм
Fig. 5. Trichoplax plate stained with neutral red: а, intact animal, magnification 200 times, scale bar is 75 μm;
б, animal during dissociation with 3.5 % NaCl solution, magnification 600 times, scale bar is 25 μm

Оценка отдельных клеток и их агрегатов с помощью проточного цитофлуоримет-
ра. Анализ клеток трихоплакса в неокрашенных пробах (рис. 6а, г) затруднён наличием в среде
значительного количества взвешенных частиц сопоставимого размера. Эта проблема остро ощу-
щалась при обработке проб 3,5%-ным NaCl и в меньшей степени — 0,1%-ным БСА (рис. 6а).
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Образование агрегатов клеток разного размера в результате диссоциации тела трихоплакса
не позволило получить компактный кластер на цитограммах, который включал ядро одиночных
клеток (IC) и шлейф клеточных агрегатов (CC) (см. рис. 6а, г).

Эффективность диссоциации клеток трихоплакса оценивали по доле одиночных клеток в об-
щем количестве регистрируемых объектов. Значение изменялось в диапазоне от 60 до 76 %
[(68 ± 8) %]. По данному показателю статистически достоверного отличия между обработкой
0,1%-ным БСА и 10 мкМ амлодипина не обнаружено. Число клеток в одном организме составля-
ло от 7 000 до 12 000 и, возможно, было занижено, поскольку эффективность диссоциации ткани
не превышала 80 %.

Окраска нуклеиновых кислот флуорохромом SYBR Green I облегчала идентификацию клеток
трихоплакса на цитограммах (гейты TR на рис. 6б, д) и давала более точные оценки количества
и размеров клеток на основе гейтинга их популяций (рис. 6в, е). Согласно калибровочным из-
мерениям, средние размеры (ESD) одиночных клеток трихоплакса составляют (3,5 ± 0,4) мкм,
при этом достоверного отличия между пробами с БСА и амлодипином не выявлено.

Рис. 6. Проточная цитометрия диссоциированных клеток трихоплакса без окраски (а, г) и после
их окрашивания флуорохромом SYBR Green I (б, в, д, е). Обработка 0,1%-ным БСА (а, б, в) и 10 мкМ
амлодипина (г, д, е). Обозначены: одиночные клетки животного (IC) и их агрегаты (CC); гейтинг кле-
ток трихоплакса в окрашенных пробах (TR); калибровочные микросферы размером 1,0 мкм (MS1),
4,2 мкм (MS2) и 10,7 мкм (MS3). На двух графиках (в, е) представлены данные из гейта TR
Fig. 6. Flow cytometry of dissociated Trichoplax cells with no staining (а, г) and after their staining with
SYBR Green I fluorochrome (б, в, д, е). Treatment with 0.1 % BSA (а, б, в) and 10 μM amlodipine (г, д,
е). Single Trichoplax cells (IC), their aggregates (CC), gating of Trichoplax cells in stained samples (TR),
and calibration microspheres of 1.0 μm (MS1), 4.2 μm (MS2), and 10.7 μm (MS3) are marked. Data
from the TR gate are given on two graphs (в, е)

Регенерация животных после обработки 10%-ным БСА. Предстояло выяснить, способ-
ны ли трихоплаксы регенерировать из фрагментов менее 1/8 части тела. Для получения таких
мелких фрагментов животных использовали методику диссоциации пластинки трихоплакса с по-
мощью БСА. В опыт брали по 50 особей и добавляли БСА в концентрации до 10 %. Трихоплак-
сов выдерживали в течение 15, 45 и 90 мин при комнатной температуре; извлекали и высевали

Морской биологический журнал Marine Biological Journal 2022 vol. 7 no. 3



70 А. В. Кузнецов, В. И. Вайнер, Ю. М. Волкова, В. М. Цыганкова, Д. Н. Бочко, В. С. Муханов

суспензию фрагментов животных на питательные маты для проращивания. Использование БСА
вместо скальпеля не позволяло получить уменьшающиеся фрагменты с сохранением осей, такие
как секторы 1/16, 1/32 и т. д.; вместо этого получали случайные фрагменты тела животных. Через
3 недели культивирования на матах обнаружены жизнеспособные трихоплаксы. Примечательно,
что животные были разного размера — от очень мелких до крупных, около 1 мм. Часть особей
после деления оставалась в плотном контакте друг с другом.

Размеры фрагментов пластинки трихоплакса после 90 мин обработки были значительно мень-
ше, чем после 15 мин инкубации. Длительность экспозиции с 10%-ным БСА негативно сказы-
валась на способности животных к репаративной регенерации, росту и размножению. Так, че-
рез 3 недели культивирования на чашках обнаружены 83, 38 и 1, а через 4 недели — 333, 220
и 4 интактные особи после воздействия БСА в течение 15, 45 и 90 мин соответственно (табл. 3).
В последнем случае три из четырёх развившихся животных отмечены лишь после 4 недель
культивирования, а размножение трихоплаксов было замедленным.

Полученный результат показывает, что длительность разрушения трихоплаксов на фраг-
менты с помощью 10%-ного БСА негативно сказывается на репарации подопытных живот-
ных. Несмотря на то, что в результате микрохирургии и обработки БСА получаются фраг-
менты тела, существенно отличающиеся по структуре, отмечено, что эффективность восста-
новления трихоплаксов после 15 мин обработки 10%-ным БСА сопоставима с регенерацией
животных из 1/8 частей (табл. 2). Однако после 90 мин обработки 10%-ным БСА для ре-
паративной регенерации животных и дальнейшего размножения требовался почти один ме-
сяц культивирования на матах водорослей. Тем не менее восстановившиеся трихоплаксы да-
ли начало новой популяции, которая достигла максимума из 182 особей на втором месяце
роста культуры и характеризовалась постепенным отмиранием животных к третьему месяцу
культивирования (табл. 3).

Таблица 3. Регенерация Trichoplax sp. H2 после обработки 10%-ным БСА в зависимости от времени
инкубации
Table 3. Trichoplax sp. H2 regeneration after 10 % BSA treatment depending on incubation period

Недели Количество развившихся животных
15 мин 45 мин 90 мин

3 83 38 1
4 333 220 4
5 > 400 > 400 8
6 > 400 > 400 18
7 > 400 > 400 47
8 > 400 > 400 182

Восстановление животных из конгломерата отдельных клеток. Способны ли трихо-
плаксы восстанавливаться после полной диссоциации на отдельные клетки? В случае посева
суспензии таких клеток на питательный мат трихоплаксы не росли, однако после центрифу-
гирования взвеси клеток, диспергирования осадка и высева клеточных агрегатов на маты уда-
лось добиться образования жизнеспособных животных. В случае использования для диссоциа-
ции трихоплаксов 0,1%-ного БСА после 1 недели культивирования на мате из водорослей об-
наружены 74 особи, а при применении 10 мкМ амлодипина — 2 особи, которые далее успеш-
но размножались (количество особей достигло 380 через 4 недели) (табл. 4). В противополож-
ность этому обработка животных 3,5%-ным NaCl негативно сказывалась на их последующей
регенерации.
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Эксперименты воспроизводились стабильно, причём количество регенерировавших трихо-
плаксов прямо зависело от числа взятых животных. Так, при применении 0,1%-ного БСА для дис-
социации ткани в случае использования 50, 100 и 150 трихоплаксов проросли 5, 74 и 93 особи
соответственно. То есть увеличение числа трихоплаксов повышало концентрацию клеток в сус-
пензии, что позитивно влияло на количество фрагментов после его дезагрегации и в конечном
счёте на количество восстановившихся животных.

Таблица 4. Восстановление Trichoplax sp. H2 из агрегатов отдельных клеток после диссоциации
различными реагентами
Table 4. Trichoplax sp. H2 regeneration from aggregates of single cells after dissociation with various
reagents

Недели Количество развившихся животных
0,1%-ный БСА 10 мкМ амлодипина 3,5%-ный NaCl

1 74 2 0
2 > 400 25 0
3 > 400 236 0
4 > 400 380 0
5 > 400 > 400 0

Со временем на матах появлялись новые скопления клеток, которые росли на субстрате, при-
обретали типичную для трихоплаксов морфологию и способность к движению, внешнему пита-
нию и делению (рис. 7а, б). Трихоплаксы регенерировали из агрегатов асинхронно, образуя коло-
нии клеток разного размера с неровными краями, причём изначально крупные агрегаты разви-
вались быстрее мелких. Затем эти скопления округлялись, превращаясь в подвижных животных,
вырастали до обычных размеров (около 1 мм) и начинали делиться с помощью истончения и рас-
тяжения, как интактные животные. Если после центрифугирования суспензии клеток и последу-
ющей дезинтеграции осадка животные регенерировали из клеточных агрегатов в ASW без пи-
щи, то в результате восстановительного морфогенеза первоначально случайные, бесформенные
и хаотичные агрегаты клеток трихоплакса перестраивались в шарообразные структуры, подобные
«бродяжкам», у которых мелкие эпителиальные клетки с подвижными ресничками расположены
на поверхности, а крупные клетки находятся внутри (рис. 7в).

Рис. 7. Восстановительные морфогенезы Trichoplax sp. H2: а — особь в возрасте 7 дней, сформи-
ровавшаяся на мате из водорослей, увеличение в 40 раз, отрезок шкалы 0,2 мм; б — трихоплакс
из 6-недельной культуры с мелкими клетками в пояске и ресничками по периферии, увеличение
в 400 раз, отрезок шкалы 50 мкм; в — животное в возрасте 7 дней, регенерировавшее без источника
пищи в ASW, увеличение в 2×400 раз, отрезок шкалы 100 мкм
Fig. 7. Regenerative morphogenesis of Trichoplax sp. H2: а, 7-day animal formed on an algal mat, mag-
nification 40 times, scale bar is 0.2 mm; б, Trichoplax from a 6-week culture, with small cells in the rim
and cilia on the periphery, magnification 400 times, scale bar is 50 μm; в, 7-day animal regenerated in ASW
with no food source, magnification 2×400 times, scale bar is 100 μm
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Динамика восстановления, последующего роста и размножения трихоплаксов на питатель-
ных матах варьировала в отдельных опытах и зависела от возраста и состояния животных, ото-
бранных для эксперимента (рис. 8). Лучшие результаты были получены на трихоплаксах, взятых
на стадии экспоненциального роста. В отличие от интактных животных с длительностью лаг-фазы
около 1 недели (рис. 1в, г), подопытные животные характеризовались тем, что либо агломераты
не восстанавливались, либо данная стадия затягивалась до двух и более недель. Тем не менее
далее наступала фаза экспоненциального деления и логарифмического роста, последовательно
переходящая сначала в стационарную фазу (на втором месяце существования культуры), а за-
тем — в медленное отмирание (начиная с 6-й недели после посева). Отмирание культуры вы-
ражалось в уменьшении общей биомассы, включающем снижение количества особей в чашках
Петри и их измельчание.

Рис. 8. Динамика восстановления количества Trichoplax sp. H2 после диссоциации с помощью
0,1%-ного БСА. Два независимых эксперимента с ростом животных в отдельных чашках Петри
Fig. 8. Dynamics of Trichoplax sp. H2 regeneration after dissociation with 0.1 % BSA. Two independent
experiments with animal growth in separate Petri dishes

ОБСУЖДЕНИЕ
Использование ограниченного числа модельных организмов, таких как Escherichia

coli (Migula, 1895), Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900), Drosophila melanogaster Meigen, 1830,
Mus musculus Linnaeus, 1758 и т. д., принадлежащих к разным таксономическим группам,
позволило биологам сосредоточить усилия на изучении молекулярных механизмов жизни
и привело к пониманию биологических процессов на молекулярном уровне, а также даёт
возможность модифицировать живые объекты (Sommer, 2009). Среди гидробионтов, поми-
мо Danio rerio (Hamilton, 1822), уже несколько десятилетий общепризнанными объектами
изучения биологии развития являются Hydra vulgaris Pallas, 1766, Nematostella vectensis
Stephenson, 1935 (Layden et al., 2016), Ciona intestinalis (Linnaeus, 1767) (Liu et al., 2006),
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) (Gildor et al., 2016) и др. Заметен возрастающий интерес
к новым модельным объектам, один из которых — Trichoplax sp. Этот уникальный многокле-
точный организм без нервной системы относится к базальным Metazoa (Heyland et al., 2014),
поэтому интересно знать, кáк осуществляется координация его функционирования. Однако
данный объект остаётся трудным как для биологии развития, так и для молекулярной генетики
из-за слабой изученности его жизненного цикла и регенерационных способностей (Eitel et al.,
2011 ; Kamm et al., 2018), неявной симметрии, неопределённости плана строения и экспрессии

Морской биологический журнал Marine Biological Journal 2022 vol. 7 no. 3



Культивирование и регенерация трихоплакса Trichoplax sp. H2 из фрагментов тела… 73

соответствующих генов (DuBuc et al., 2019 ; Schwartz, 1984 ; Zuccolotto-Arellano & Cuervo-
González, 2020), а также из-за предполагаемого отсутствия стволовых клеток по причине
преимущественной вегетативной репродукции (Ruthmann, 1977).

Работа с отдельными клетками трихоплакса — это основа для исследований молекулярно-
генетическими методами. С другой стороны, способность к генетической трансформации у бак-
терий и к генетической трансфекции у эукариотических клеток в культуре связана с экспонен-
циальной фазой роста, характеризующейся максимальным числом митозов (Sambrook & Russell,
2001). Именно поэтому мы уделили значительное внимание получению отдельных клеток трихо-
плаксов и дальнейшей их агрегации для восстановления репродуктивных животных. При этом
отметим, что рост трихоплаксов в чашках Петри заметно отличается от их культивирования
в аквариуме (Pearse, 1989).

Решающими факторами в наших условиях были постоянство pH в среде и периодическая сме-
на ASW, позволяющая удалять продукты жизнедеятельности трихоплаксов. Закисление среды
и смена воды влияли на форму кривой роста, выражаясь в появлении ступенек (рис. 1), что за-
трудняло выявление начала перехода к стационарной фазе роста. Поедание водорослей живот-
ными приводило в конце концов к гибели культуры. Такое поведение трихоплаксов, как поиск
пищи, остановка и распластывание на субстрате, а также пищевые реакции при индивидуальном
кормлении служили критерием физиологического состояния животных. Наиболее однородные
особи выявлены на экспоненциальной стадии роста.

Возможность манипулирования отдельными клетками и регенерация после диссоциации
впервые продемонстрированы в начале XX в. для губок (Galtsoff, 1925 ; Wilson, 1907, 1910),
а регенерация гидры открыта А. Трамбле ещё раньше — в середине XVIII в. (Lenhoff & Lenhoff,
1986). Подвижность и регенерационные способности Trichoplax adhaerens являются предметом
активного изучения со второй половины XX в. (Kuhl & Kuhl, 1963, 1966). В наших экспериментах
Trichoplax sp. H2 продемонстрировал высокий регенеративный потенциал и тканевую пластич-
ность в опытах, когда животное разрезали радиально на несколько частей. Рассечённые особи
оставались прикреплёнными к субстрату, но изгибались так, чтобы минимизировать площадь по-
вреждённой поверхности и окружить рану здоровой тканью. Трихоплаксы восстанавливались зна-
чительно медленнее из 1/4 и особенно 1/8 частей, чем из 1/2 части, в силу меньшего соотношения
между площадью интактной поверхности и площадью раневой зоны. Среди индивидуальных кле-
ток, полученных в результате диссоциации пластинки трихоплакса, преобладали эпителиальные
клетки с ресничкой, сохраняющие двигательную активность не менее 12 ч. Однако же их округ-
лая форма не соответствовала таковой клеток, входящих в состав тела животного (Smith et al.,
2014), что может быть результатом отсутствия соседей или действия осмотического давления
среды. Также найдены неподвижные клетки грушевидной формы, предположительно дериваты
липофильных клеток. Однако обнаружение менее представительных типов клеток с помощью
световой микроскопии в наших условиях было невозможно, поэтому в экспериментах по репа-
ративной регенерации был использован весь пул доступных клеток в надежде на естественную
селекцию малодифференцированных клеток при восстановительном морфогенезе. Подтвержде-
нием сказанного является отторжение части материала, который, возможно, содержал диффе-
ренцированные эпителиальные клетки и клетки середины пластинки (Schwartz, 1984). Общее
количество клеток в животном размером 0,5–1,0 мм по данным проточной цитометрии было
округлено до 10 000, что почти совпадает с результатами электронной микроскопии, где число
клеток в трихоплаксе размером 1 мм составляло 50 000 (Smith et al., 2014).

В опытах по диссоциации трихоплаксов с помощью 10%-ного БСА в течение разных пе-
риодов времени показано, что животные теряют способность к восстановлению пропорцио-
нально продолжительности экспозиции, что связано, вероятно, с преимущественной потерей
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периферийных клеток и согласуется с результатами инкубирования трихоплаксов в бескальци-
евой среде. Это свидетельствует в пользу существования тотипотентных клеток в пояске пла-
стинки трихоплакса, что расходится с данными по губкам, где большинство клеток способно
к перемещениям, а также к трансдифференцировкам (Bond, 1992 ; Harris, 1987). Диссоциация
пластинки трихоплаксов на отдельные клетки была более эффективна при применении 10 мкМ
амлодипина, чем при использовании 0,1%-ного БСА, однако имела обратный эффект на восста-
новление животных после центрифугирования суспензии клеток. Обнаруженное отличие может
быть объяснено разными механизмами диссоциации ткани трихоплакса: БСА способен связывать
ионы кальция и блокировать рецепторы на поверхности клеток (Kuznetsov et al., 2020b), в то вре-
мя как амлодипин нарушает работу кальциевых каналов (Кузнецов и др., 2020a). Использование
бескальциевой среды не приводило к последующему восстановлению животных, как и в других
опытах (Ruthmann & Terwelp, 1979).

Результаты наших экспериментов позволяют предположить, что гипотетические стволовые
клетки трихоплакса расположены на периферии, в краевом пояске пластинки, но не способ-
ны самостоятельно пролиферировать и дифференцироваться без контакта с соседними клетка-
ми и без активных морфогенетических движений, что согласуется с предположением (Albertini
et al., 2019). Подтверждением этому является реконфигурация клеток в течение нескольких су-
ток при отсутствии пищи из бесформенных клеточных агрегатов в выраженные сферические
образования с плоским эпителием и крупными срединными клетками (Thiemann & Ruthmann,
1988, 1991), но не самосборка из отдельных клеток, как описано в работе (Ruthmann & Terwelp,
1979). С другой стороны, развитие многоклеточных агрегатов на водорослевых матах, их после-
дующая регенерация и рост экспериментальных трихоплаксов повторяли развитие интактных
животных в культуре с отставанием на 1–2 недели.

Заключение. Широко представленные типы клеток трихоплакса маскируют возможное су-
ществование тотипотентных клеток и затрудняют их поиск. Тем не менее используемая нами
система селекции стволовых клеток во время ассоциации диссоциированных клеток с помощью
центрифугирования и дальнейшей дезагрегации осадка с проращиванием полученных агрегатов
может быть полезна и/или критична при работе с клетками, компетентными к генетической транс-
фекции. Данное предположение требует дальнейшего изучения. Продолжением начатой рабо-
ты на суспензии клеток трихоплакса может быть применение существующих методов трансфек-
ции, таких как липофекция и электропорация, с использованием видоспецифичных генетических
конструкций: это позволит исследовать и модифицировать механизмы клеточной сигнализации,
функционирования и организации этого древнего многоклеточного организма. Метод трансге-
неза, основанный на диссоциации ткани на отдельные клетки, в более широком аспекте может
быть применим и к другим гидробионтам, обладающим высоким регенеративным потенциалом,
например к губкам, книдариям и планариям.
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TRICHOPLAX SP. H2 CULTIVATION AND REGENERATION
FROM BODY FRAGMENTS AND DISSOCIATED CELL AGGREGATES:

OUTLOOK FOR GENETIC MODIFICATION

A. V. Kuznetsov1,2, V. I. Vainer2, Yu. M. Volkova2,
V. M. Tsygankova2, D. N. Bochko2, and V. S. Mukhanov1

1A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
2Sevastopol State University, Sevastopol, Russian Federation

E-mail: andrey.kuznetsov@web.de

Trichoplax sp. H2, a simple multicellular animal cultivated in the laboratory, was studied with the aim
of its further genetic modification. The idea here is to introduce genetic information into a cell suspen-
sion after dissociation of the Trichoplax body into single cells, followed by their aggregation and re-
generation of the resulting agglomerates into a viable animal. 1. We analyzed the dynamics of the Tri-
choplax growth in Petri dishes on Tetraselmis marina algal mats. Specimens were uniform on the ex-
ponential growth stage. 2. Trichoplaxes were cut radially in a post-traumatic regeneration research,
and the regeneration of the obtained parts was investigated under a microscope. Growth and repro-
duction rate of animals on nutrient mats were determined that decreased as the animals had been cut.
The missing part of the Trichoplax body was replaced by remodeling of remaining cells. 3. The an-
imals after a vital staining were dissociated into single cells in a medium with no divalent cations.
Pear-shaped or rounded cells were identified, as well as epithelial cells with flagella maintaining mo-
tion activity for more than 12 hours. 4. Trichoplax plates were disintegrated in the presence of 10 μM
amlodipine to quantify a cell population using flow cytometry. As estimated, Trichoplax (0.5–1 mm
in size) consists of approximately 10,000 cells. 5. Treatment of animals with 10 % BSA (Bovine Serum
Albumin) during various exposure intervals suggests a hypothesis on the existence of totipotent cells
at the periphery of the Trichoplax body, probably in the rim. 6. In the course of reparative regener-
ation experiments, we achieved Trichoplax dissociation into single cells with 0.1 % BSA treatment
and the following recreation of the viable organisms by centrifugation of a cell suspension and subse-
quent dispersion of a large pellet into fragments up to 0.1 mm prior to plating multicellular aggregates
on nutrient mats. 7. The development of the aggregates was accompanied by active motion of cells
and epithelialization of the surface, which resulted in cell growth, formation of a plate, and further
vegetative division of Trichoplax. As assumed, the artificial stage of a single cell in a line of asexual
reproductions allows to introduce foreign genetic information into Trichoplax, for example, in order
to study the signal processing, organization, and functioning of this multicellular organism. Transgen-
esis, which is based on the dissociation of an animal body into single cells, could be applied to other
organisms with high regenerative potential.
Keywords: Trichoplax, Placozoa, post-traumatic and reparative regeneration, cell dissociation
and aggregation, cellular engineering, methods of transgenesis
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Одним из перспективных направлений увеличения генетического разнообразия животных яв-
ляется формирование криобанков и долгосрочное хранение репродуктивных клеток в жид-
ком азоте. Известны методы криоконсервации спермы более чем 200 видов рыб. Устойчи-
вость к криоповреждениям спермы у разных видов рыб различается кардинально. Единой ме-
тодики криоконсервации для рыб нет, так как среда обитания имеет значительные различия
для разных видов. В аквакультуре России криоконсервированная сперма в настоящее время
используется недостаточно, однако практика диктует необходимость широкого применения
криоспермы для решения проблем производства качественного рыбопосадочного материала
и для селекционно-племенной работы. В связи с широким развитием аквакультуры создание
криобанка является весьма актуальным. Обеспечение товарных и фермерских хозяйств элит-
ным генетическим материалом, способным к воспроизводству в любое время года, позволит
не только наладить биотехнологический процесс, но и исключить инбридинг.
Ключевые слова: криобанк, криоконсервация, оценка качества, подвижность

В настоящее время рыбные морские ресурсы истощаются под влиянием антропогенных фак-
торов, многие из которых оказывают необратимое воздействие на внутренние водоёмы (Ба-
лыкин и Ходоревская, 2021). При этом численность хозяйственно ценных видов рыб сни-
зилась настолько, что возник вопрос о создании маточных стад, способных восстанавливать
нормальное функционирование естественных популяций этих рыб, поддерживать их генети-
ческое разнообразие и интенсифицировать товарное направление аквакультуры, чтобы умень-
шить пресс на дикие популяции, существенно подорванные промыслом. Это возможно лишь
тогда, когда формирование искусственных популяций и товарное направление в рыбоводстве
основываются на генетических принципах, позволяющих снизить вероятность существенно-
го обеднения генофонда восстанавливаемых популяций и выращивать рыб с высокими значе-
ниями хозяйственно полезных признаков. Однако формирование маточных стад на рыбовод-
ных предприятиях и управление ими должны базироваться на тех же принципах, что и бла-
гополучие природных популяций, основой чего является поддержание оптимального уровня
их генетического разнообразия. Криоконсервация — один из методов репродуктивной биоло-
гии, имеющий прямое отношение к сохранению биоресурсов с возможностью последующего
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восстановления их воспроизводительных функций. В литературных источниках под термином
«криоконсервация» обычно понимают хранение биологических объектов при температуре жид-
кого азота (−196 °C), считающееся результативным, только если клетки или ткани полностью
жизнеспособны после отогрева (Амстиславский и др., 2014).

История криоконсервации. Идею замораживать репродуктивные клетки первым выдви-
нул итальянский врач Мантегацца. В 1866 г. он издал монографию о сохранении способно-
сти к оплодотворению эякулята быков и коней после его охлаждения до −15 °C и оттаивания.
Основы науки криобиологии были заложены в конце XIX в. русским учёным П. И. Бахметье-
вым, который изучал особенности переохлаждения у насекомых и анабиоз у летучих мышей.
Французский физиолог П. Беккерель (1904–1936) и австрийский учёный П. Г. Рам (1919–1924)
выявили способность различных организмов (микроорганизмов, беспозвоночных), а также се-
мян и спор переносить глубокое охлаждение (до −269 и −271 °C, то есть до температур, близ-
ких к абсолютному нулю) в высушенном состоянии. В дальнейшем было доказано, что неко-
торые животные и растения выживают при замерзании воды, содержащейся в них. Первые
пробы замораживания сперматозоидов сельскохозяйственных животных в нашей стране про-
вёл видный русский биолог И. И. Иванов. В 1907 г. он показал, что сперма жеребца после
охлаждения до −15 °C и оттаивания восстанавливала свою оплодотворяющую способность.
В 1947 г. И. И. Соколовская, В. К. Милованов и И. В. Смирнов получили потомство от осе-
менения самок отогретыми сперматозоидами кролика, хранившимися до этого при температу-
ре −78 °C. Большое значение имели исследования О. У. Смит и К. Полджа: именно эти спе-
циалисты в 1949 г. предложили применять для криоконсервации глицерин. Сохранение фер-
тильной способности сперматозоидов после замораживания — отогрева продемонстрировано
на 16 видах млекопитающих, 2 видах моллюсков, 5 видах птиц, 6 видах иглокожих и 1 виде
земноводных (Пономарева и др., 2017a).

Первые успешные воспроизводимые результаты криоконсервации сперматозоидов рыб полу-
чены для сельди (Blaxter, 1953). Результаты криоконсервации спермы нескольких видов осет-
ровых — белуги Huso huso Linnaeus, 1758, стерляди Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758, калуги
Huso dauricus (Georgi, 1775) и бестера H. huso × A. ruthenus — впервые получены И. А. Бур-
цевым и Е. В. Серебряковой (1969). Первая возможность консервации спермы лососёвых была
продемонстрирована на примере чавычи Oncorhynchus tshawytscha (Walbaum, 1792); её сперма,
хранившаяся в жидком азоте семь суток, показала 77,7 % оплодотворения (Ott & Horton, 1971).
Хорошие результаты использования криоконсервированной спермы для оплодотворения икры
большеголового и серебряного карпов первым получил A. W. Sin (1974). В 1976 г. при исполь-
зовании криоспермы обыкновенного карпа Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 доля оплодотворённой
икры составила 11 % (Pavlovici & Vlad, 1976). Положительный опыт применения криоконсерви-
рованной спермы для восстановления и поддержания популяционной структуры лососей имеется
в Исландии, Норвегии и Канаде. Коммерческие криобанки функционируют в США, Норвегии,
Японии и Франции.

Перспективы создания криобанка. Известны методики криоконсервации спермы более
чем 200 видов рыб. Устойчивость к криоповреждениям спермы у разных видов рыб карди-
нально различается. Единой методики криоконсервации для рыб нет, поскольку среда обита-
ния разных видов (морских, пресноводных, проходных и оседлых, туводных) имеет сильные
различия. Если для морских рыб, устойчивых к высокому осмотическому давлению воды, лег-
ко удаётся получить хорошие показатели выживания сперматозоидов после криоконсервации,
то для пресноводных и проходных видов необходим поиск криозащитных сред (Asturiano et al.,
2017 ; Maisse, 1996 ; Martínez-Páramo et al., 2017). Эксперименты по криоконсервации спер-
матозоидов и соматических клеток к настоящему времени проведены более чем на 30 видах
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морских рыб (Cabrita et al., 2010 ; Mauger et al., 2006 ; Suquet et al., 2000). Доля сперматозоидов,
выживших и активных после криоконсервации, намного выше у морских видов рыб (80–90 %),
чем у пресноводных (40–50 %) (Scott & Baynes, 1980).

В России для аквакультуры в настоящее время криоконсервированная сперма использует-
ся недостаточно, однако практические возможности позволяют широко применять криотехноло-
гии для воспроизводства качественного рыбопосадочного материала, а также для селекционно-
племенной работы. В связи с повсеместным развитием аквакультуры создание криобанка весьма
перспективно и актуально. Товарные и фермерские хозяйства будут обеспечены элитным генети-
ческим материалом, способным к воспроизводству вне зависимости от наличия самцов, и смогут
не только наладить биотехнологический процесс, но и исключить инбридинг (Савушкина, 1999 ;
Cabrita et al., 2015 ; Zhang, 2018).

Создание криобанка позволяет:
1. Сохранять генетическую информацию редких, исчезающих, хозяйственно ценных видов жи-

вотных в жидком азоте в течение десятков лет. Хранение замороженных клеток при −196 °C
возможно до 50 и более лет без возникновения существенного количества аномальных
участков ДНК.

2. Перевозить генетический материал в места сокращения или исчезновения популяций
для восстановления вида.

3. Обеспечить возможности для селекционно-генетических работ.
4. Создать и сохранить генетическую коллекцию различных видов гидробионтов.

При проектировании и строительстве фермерских рыбоводных хозяйств следует предусмот-
реть наличие регионального криобанка: это существенно облегчит их работу в дальнейшем. Еже-
годное обновление маточных стад будет способствовать «вливанию свежей крови» и омолажи-
ванию стада, а также позволит минимизировать количество самцов на предприятиях. Затра-
ты на сбор и хранение генетического материала в пять раз меньше затрат на корма для рыб.
Деятельность криобанка сможет способствовать развитию аквакультуры в регионах.

Отличия криобанка-репродуктора от существующих аналогов:
1. Криобанк-репродуктор позволяет не только хранить генетический материал, но и обеспечи-

вать рыбоводные предприятия нужным количеством спермы в удобное время.
2. Через обмен криоконсервированной спермой между рыбоводными хозяйствами будет проис-

ходить расширение генетического разнообразия и, как следствие, повышение качества моло-
ди. Обмен нативной спермой не всегда возможен и удобен, так как сроки проведения нере-
стовых мероприятий на предприятиях различаются, а при существенной их удалённости друг
от друга возникает проблема потери качества при транспортировке.

3. Криобанк-репродуктор предоставит возможность рыбоводным хозяйствам сохранить сперму,
оставшуюся после оплодотворения, в замороженном виде и впоследствии её использовать.

4. Образцы спермы в криобанке позволяют предприятиям уменьшить количество самцов в ма-
точном стаде. Это повлечёт за собой снижение затрат на содержание рыбы или замену части
самцов самками для получения большего количества молоди либо пищевой икры.

5. Применение методов криоконсервации спермы рыб с высокой выживаемостью после
замораживания — оттаивания позволяет получать физиологически полноценное потомство.
Для обеспечения деятельности криобанка необходимо правовое регулирование, позволяю-

щее покупку материала у рыбоводных предприятий, а также использование на них криоспермы.
При формировании криобанков репродуктивных клеток самцов важно заложить на хране-

ние материал высокого качества. Знание специфических морфофизиологических особенностей
репродуктивных клеток рыб позволит создавать более эффективные методики криоконсерва-
ции, учитывающие необходимость сочетания проникающих и непроникающих криопротекторов,
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осмотически активных соединений и антифризов, а также включение в среды стабилизаторов
клеточных мембран и антиоксидантов. Это даёт возможность надёжно защищать спермии рыб
от криоповреждений при замораживании — оттаивании и оптимизировать на этой основе все
этапы криоконсервации. Масштаб описанной проблемы определяется охватом исследований
большой группы хозяйственно ценных, аборигенных, уникальных и исчезающих видов рыб, ко-
торые могут быть использованы, в частности, для выращивания и спасения исчезающих ви-
дов. Криоконсервированная сперма может стать источником генофонда того или иного вида
в селекционном процессе.

Криобанк Южного научного центра РАН. Специалисты ЮНЦ РАН начали работы
по криоконсервации репродуктивных клеток редких и исчезающих видов рыб южных морей Рос-
сии в 2004 г. Важнейшей задачей наших исследований является оптимизация процесса криокон-
сервации спермы рыб методом подбора оптимальных криопротекторов и снижения их негатив-
ного воздействия на клетки. В процессе криоконсервации происходят кристаллизация внутри-
клеточной и внеклеточной воды, а также разрушение мембран половых клеток, что ведёт к их ги-
бели. Для защиты клеток от разрушений используют криопротекторы и стабилизаторы мембран.
Лучшему проникновению протекторов внутрь клеток способствуют различные методы стиму-
ляции (химическая, механическая, магнитная и т. д.). Одним из перспективных направлений
в работах по криоконсервации является электростимуляция.

Первые эксперименты были проведены со спермой русского осетра Acipenser gueldenstaedtii
Brandt & Ratzeburg, 1833, которую получили с Бертюльского осетрового завода Астраханской
области. В исследованиях по криоконсервации использовали сперму активностью 4 и 5 баллов
по шкале Г. М. Персова (1953). В качестве криопротекторов применяли среду Штайна (NaCl,
KCl, NaHCO3, глюкоза, 12,5 % яичного желтка, 12,5 % ДМСО) и разработанную нами криосре-
ду (NaCl, KCl, NaHCO3, CaCl2, маннит, сахароза, 10 % яичного желтка, 10 % ДМСО). Замо-
раживание проводили по методике Л. И. Цветковой и С. И. Савушкиной (1997). Выявлена вы-
сокая (до 85 %) выживаемость; это значение выше, чем у дефростированной спермы, которая
была заморожена с разработанной криосредой. Экспериментально установлены оптимальные па-
раметры электрического сигнала, при которых увеличиваются выживаемость и время активности
сперматозоидов, — частота 20 Гц и амплитуда 150 мВ. Получена дефростированная сперма луч-
шего качества по обоим показателям при воздействии электрическим сигналом в течение 1 мин;
выживаемость сперматозоидов русского осетра составила 50 %, время жизни — 290 с; значения
для севрюги — 56 % и 693 с соответственно.

С 2007 г. специалисты проводят работы с белорыбицей Stenodus leucichthys (Güldenstädt, 1772).
Её икра была оплодотворена спермой, хранившейся два года в жидком азоте. Воздействие элек-
трическим током в период эквилибрации и выведение протектора во время дефростации половых
клеток повышают выживаемость половых клеток осетровых рыб в 1,4–1,6 раза. При использова-
нии электростимуляции на этапе эквилибрации возрастает проницаемость мембран, и криопро-
текторы, проникая внутрь клеток, предохраняют их от повреждений в процессе замораживания.
Выживаемость сперматозоидов с применением электростимуляции после дефростации увеличи-
вается по сравнению с выживаемостью спермы, замороженной по традиционной методике (90 %
и 60 % соответственно). Сперму такого высокого качества можно рекомендовать для искусствен-
ного осеменения икры. При проведении экспериментов по осеменению икры дефростированной
спермой успешность оплодотворения составила 80–96 % у русского осетра и 64–84 % — у се-
врюги. Успешность оплодотворения тех же партий икры на осетровом рыбоводном заводе до-
стигла 75–80 %. Полученные результаты свидетельствовали о высоком качестве криоконсерви-
рованной спермы (Богатырева, 2010 ; Красильникова, 2015 ; Красильникова и Тихомиров, 2018 ;
Пономарева и др., 2017b).
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Таким образом, установлено, что глубокая заморозка спермы русского осетра и хранение её
в жидком азоте при температуре −196 °C в течение двух лет не оказывают негативного влияния
на качество дефростированной спермы, а также на эмбриональное развитие и морфометрические
показатели личинок и молоди русского осетра. Именно поэтому использование дефростирован-
ных половых клеток для искусственного осеменения икры целесообразно в условиях недостатка
производителей на осетровых рыбоводных предприятиях.

Совместно с сотрудниками Института биофизики клетки РАН нами разработан способ сни-
жения низкотемпературного скачка при кристаллизации растворов криопротекторов, позволяю-
щего повысить целостность дефростированных клеток после криоконсервации. Суть в следую-
щем: в способе, включающем замораживание криораствора с биологическим материалом в жид-
ком азоте, до операции замораживания раствора криопротекторов с клетками живых организмов
осуществляют дистанционное воздействие на этот раствор ультразвуковым излучением частотой
0,50–10 МГц (Патент 2540598 РФ, 2015). Установлена зависимость между объёмом замораживае-
мого материала и выживаемостью после оттаивания (Красильникова и Тихомиров, 2014a), описа-
на возможность замораживания семенной жидкости на сетках в виде тонкой плёнки (Krasilnikova
& Tikhomirov, 2014b). Также установлена эффективность снижения объёмов отравляющих ве-
ществ в составе криозащитной среды для сперматозоидов осетровых видов рыб, что, в свою оче-
редь, уменьшило токсическое действие последней на объект и привело к повышению времени
жизни дефростированных клеток (Красильникова и Тихомиров, 2015). Полученные результаты
позволяют рекомендовать корректировку концентрации проникающих протекторов в криозащит-
ном растворе в зависимости от количества внутриклеточной воды для повышения выживаемости
репродуктивных клеток самцов рыб после двойного температурного шока.

Банк спермы осетровых и других видов рыб пополняется в криобанке ЮНЦ с 2006 г. Все ре-
продуктивные клетки замораживают по технологическим методам, разработанным учёными
центра. Сбор материала производят на рыбоводных предприятиях Астраханской, Волгоград-
ской и Ростовской областей, что обеспечивает возможность обмена генетическим материалом
в пределах Южного федерального округа России (табл. 1).

Таблица 1. Коллекция репродуктивных клеток рыб в криобанке Южного научного центра РАН
Table 1. Collection of fish reproductive cells in the cryobank of the Southern Scientific Center of the RAS

Вид Количество
образцов

Русский осётр Acipenser gueldenstaedtii Brandt & Ratzeburg, 1833 398
Сибирский осётр ленской популяции Acipenser baerii Brandt, 1869 224
Севрюга Acipenser stellatus Pallas, 1771 38
Шип Acipenser nudiventris Lovetsky, 1828 196
Бестер Huso huso Linnaeus, 1758 × Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758 125
Белуга Huso huso Linnaeus, 1758 105
Стерлядь Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758 337
Веслонос Polyodon spathula (Walbaum, 1792) 20
Амурский осётр Acipenser schrenckii Brandt, 1869 50
Белорыбица Stenodus leucichthys leucichthys (Güldenstädt, 1772) 140

Сохранённый генетический материал можно использовать для восполнения дефицита про-
изводителей и коррекции существующих технологий искусственного воспроизводства редких
и исчезающих видов рыб. Таким образом, криоконсервация репродуктивных клеток самцов
рыб является актуальным направлением в стратегии сохранения генетического биоразнообразия,
а также развития рыбного хозяйства и аквакультуры.
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One of the promising directions for increasing animal genetic diversity is the formation of cryobanks
and long-term storage of reproductive cells in liquid nitrogen. Methods of sperm cryopreservation
are known for more than 200 fish species. The resistance to sperm cryodamage in different fish species
varies dramatically. There is no unified cryopreservation technique for fish since the habitats vary greatly
for different species. In Russia, cryopreserved sperm is currently used extremely insufficiently in aqua-
culture, but the practice dictates the need for widespread use of cryosperm to solve the problems of pro-
ducing high-quality fish seed material and for breeding work. The formation of cryobanks is very rel-
evant due to extensive development of aquaculture. Providing commercial and farm enterprises with
elite genetic material capable of reproduction at any time of the year will allow not only to set up
a biotechnological process, but also to eliminate inbreeding.
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It was previously found that extremely high concentrations of nutrients in seawater in the polluted
area of a fish farm on the Luhuitou Peninsula (the Sanya Bay) cause a significant reduction in species
diversity and abundance of low-productive annual and perennial red and brown algae, as well as an in-
crease in number and biomass of highly productive green algae. In 2017–2019, for the first time, we
studied changes in the number and structure of benthic algal communities over a range of tidal zones
in the Sanya Bay after the pollution source elimination – the fish farm liquidation. It was shown that
a decrease in the concentration of dissolved inorganic nitrogen (DIN) (from ~ 20 to 2.5 μM) and or-
thophosphates (from 5.0 to 0.2 μM) in seawater significantly altered diversity, species composition,
and structure of benthic algal communities. One and half years after the pollution source elimination,
the main indicators of the flora became, on average, close to those of the moderately polluted areas
of the Sanya Bay.
Keywords: seaweeds, Hainan Island, China, eutrophication, restoration

Species diversity and floristic ratios of main algal groups vary between clean and nutrient-polluted
areas, as reported in previous studies (Lapointe et al., 2005a, b ; Morand & Briand, 1996 ; Morand
& Merceron, 2004). As shown in our earlier investigations, the Sanya Bay is polluted with nutrients
derived from urban wastewater and waste of mariculture farms. In seawater around reefs, mean concen-
trations of dissolved inorganic nitrogen (hereinafter DIN) and orthophosphates are 3.3 and 0.33 μM,
respectively (Li, 2011). On oceanic atolls of Australia, French Polynesia, and other tropical regions,
the contents of these substances in seawater are within ranges of 0.10–0.11 and 0.03–0.06 μM, respec-
tively (Charpy et al., 1998 ; Charpy-Roubaud & Charpy, 1994 ; Furnas et al., 1997). Meanwhile, our
previous research (Titlyanov et al., 2011, 2018) revealed that diversity and composition of macroalgal
species, as well as their seasonal shifts, in the Sanya Bay are likely to be similar to those of relatively
clean, unpolluted areas of the Indo-Pacific Ocean.
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We assumed that mean seawater pollution by dissolved forms of nitrogen and phosphorus
was not high enough to cause serious changes in the marine flora of the Sanya Bay. In this regard,
we continued our investigations on the benthic flora in extremely polluted coastal areas subjected
to extensive discharge from a grouper fish farm (Li et al., 2021, 2016). This farm covered an area
of ~ 3,500 m². The volume of effluents directly discharged into surrounding waters of Luhuitou reef
was about 4,000 tons·year⁻¹. According to the data obtained in 2013–2016 (Li et al., 2016), the mean
value of DIN was ~ 190 μM at the grouper farm outlet, with a range ~ 30 to ~ 700 μM. However,
the value significantly decreased (down to ~ 20 μM) in intertidal and upper subtidal zones opposite
the outlet and reduced down to ~ 9 μM at 100 m from the outlet (in front of the Marine Biological
Station). The content of phosphates decreased from ~ 10 μM at the outlet to ~ 3 μM in the area opposite
the outlet and to ~ 0.2 μM opposite the Marine Biological Station. Our previous works showed that heav-
ily polluted areas significantly differ from moderately polluted ones in terms of floral diversity, species
composition, taxonomic composition, and structure of algal communities (Li et al., 2021, 2016).

In October 2017, this fish farm was liquidated, and we had a unique opportunity to trace the dynamic
restoration of the marine flora on coral reef damaged by the farm discharges. In our earlier work (Li et al.,
2021), we documented a significant increase in species diversity, as well as a change in the composition
of main taxonomic groups and life forms of the benthic flora in the investigated coastal area 1.5 years
after the fish farm liquidation. In the present work, we aimed at studying possible changes in num-
ber and structure of benthic algal communities on the Luhuitou Peninsula coast after the elimination
of the fish farm – the key source of extreme pollution for the vicinity.

MATERIAL AND METHODS
Study sites and conditions. Investigations were carried out at Luhuitou fringing reef, the Sanya

Bay, Hainan Island, China. Hainan Island (Fig. 1) is located in the subtropical northern periphery
of the Indo-Pacific Ocean, in the South China Sea. Main coastal ecosystems of Hainan Island shallow wa-
ters are those of coral reefs – one of the most well-known fringing reefs in China. However, almost 80 %
of the fringing reefs along Hainan Island coastline were damaged because of intensive human activities
in the 1970s–1990s – fishing with dynamite and coral mining for lime and construction. Recently, eu-
trophication of Hainan coastal waters, particularly in the shallow gulfs, increased due to growing tourist
flow, hotel construction along the coast, and mariculture in coastal ponds and pools with wastes draining
into the sea (Titlyanov et al., 2011).

Fig. 1. Study sites on Hainan Island: T1, transect 1, opposite the former outlet of wastewater
from the mariculture farm (ponds); T2, transect 2, located at the distance of 100 m from the transect 1
Рис. 1. Участки исследований на острове Хайнань: T1 — трансекта 1, напротив бывшего стока сточ-
ных вод марикультурной фермы (прудов); T2 — трансекта 2, расположенная на расстоянии 100 м
от трансекты 1
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Sampling time and sites. Algae were sampled at the late dry season in March 2017 (while there
was the fish farm), March 2018 (0.5 years after the fish farm elimination), and March 2019 (1.5 years af-
ter the elimination). In the study area, the dry season lasts from December-January to March-April.
The main meteorological and hydrological characteristics of the study area during the dry seasons
are given in Table 1.

Algae were sampled on foot or via snorkeling from a depth of 0–2 m during low tides, along two tran-
sects from the upper intertidal to the upper subtidal zone (Figs 1, 2). Transects were laid perpendicular
to a shore, and algae were sampled along these transects within the bottom area of 20–30 m × 50–70 m.

Transect 1 (hereinafter T1) was laid from the fish farm outlet; transect 2 (hereinafter T2) was located
at the distance of ~ 100 m (along shoreline) from T1. Samples were taken from all the substrate types.
To study the species composition of the benthic flora and taxonomic composition of algal communities,
we used the methods of algal sampling and material processing described in (Titlyanov et al., 2019).

Table 1. Concentrations of DIN and orthophosphates (μM) in the upper subtidal zone in the study
sites at high tide on the first day of algal sampling in 2018 and 2019; * denotes mean data
for 4 years (Li et al., 2016)
Таблица 1. Концентрации растворённого неорганического азота (DIN) и ортофосфатов (PO4) (μM)
в верхней сублиторали на исследуемых участках в период прилива в первый день отбора водорослей
в 2018 и 2019 гг.; * — средние данные за 4 года (Li et al., 2016)

Transect 2013–2016* 2018 2019
DIN* PO4* DIN PO4 DIN PO4

T1 31.3 ± 17.6 4.7 ± 3.1 2.65 ± 0.26 0.24 ± 0.03 3.05 ± 0.73 0.19 ± 0.01
T2 7.1 ± 2.2 1.0 ± 0.2 2.18 ± 0.34 0.19 ± 0.02 2.35 ± 0.86 0.19 ± 0.02

Along the transects, in each tidal zone, algal turf communities (with thalli less than 5 cm in height),
crust algae, and large upright-growing algae (with thalli more than 5 cm in height) were visually identi-
fied. These communities were photographed at a right angle. In communities of algal turf and crust algae,
samples were taken from three randomly selected areas, with each area of ~ 100 cm². In communities
of upright-growing algae, samples were taken from three areas as well, with each ranging 0.5–1.0 m².
Samples were taken from all the selected algal communities – in at least three quadrats from each commu-
nity. A total of 54 macrophyte communities and blue-green algae were found; out of them, 162 samples
were taken and analyzed; and out of them, 170 species of macrophytes and 13 species of blue-green
algae were recorded (Li et al., 2021).

Sampling was carried out from the upper intertidal to the upper subtidal zone from all the substrate
types [tidal zones were divided according to (Perestenko, 1980)]. At the investigated sites, the upper
intertidal zone consisted of a sloping shore (2–3 m in width), with hard substrates composed of stones
and dead coral fragments of various shapes and sizes tossed by storms. The sloping shore of the middle
intertidal zone (~ 10 m in width) mainly consisted of flat carbonate patches interspersed with coral debris
and stones. The lower intertidal zone (~ 15 m in width) was primarily composed of dead colonies of mas-
sive and branching corals interspersed with sand and small fragments of dead branching corals. The upper
subtidal zone consisted of a sloping shore (~ 50 m in width) mainly composed of dead and live colonies
of massive and branching corals interspersed with sand, stones, and dead coral fragments of various
shapes and sizes.

Marine algae sampling, conservation, and identification. Sampling was carried out at each
site from each tidal zone. Abundance was visually determined based on photographs of analyzed
quadrats – by estimating the mean substrate surface area occupied by algae. The following indicators
of abundance were used: rare sighting, found only one-two times with the relative substrata coverage
less than 10 %; common, recorded in most quadrats with the relative substrata coverage 10 to 50 %;
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and abundant, registered in communities with the relative substrata coverage 50 to 100 %. For the com-
munities, dominance was also visually determined and defined as follows: monodominant, with one algal
species occupying more than 50 % of the surface area; bidominant, with two species occupying more
than 50 % of the surface area; and polydominant, with more than two species predominating.

Algae sampled from different communities were stored in separate plastic bags placed in a re-
frigerator for a processing time. Freshly sampled material was identified using monographic publica-
tions, results of floristic studies, and systematic articles indicated in (Titlyanova et al., 2014). The sys-
tematics and nomenclature followed (AlgaeBase, 2021). Hierarchical classification of the phylum
Rhodophyta (hereinafter Rh) was carried out according to (Saunders & Hommersand, 2004). The classi-
fication system of phyla Chlorophyta (hereinafter Ch) and Ochrophyta (hereinafter Ph) followed (Tsuda,
2003, 2006). The collections of both macrophytes and their epiphytes were preserved as dried herbarium
specimens and deposited in the herbarium at A. V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine
Biology FEB RAS, Institute of Marine Biology (Vladivostok, Russian Federation).

Nutrient analysis. For nutrient analysis, bottom water samples were taken along T1 and T2 ar-
eas in the upper subtidal zones during high tide on the first day of algal sampling, immediately
filtered through pre-weighed glass-fiber filters (Whatman GF/F, 47 mm), and frozen at −20 °C.
DIN (NH₄, NO₃, and NO₂) and orthophosphates (PO₄) were photometrically analyzed using an auto-
analyzer (model Skalar San Plus).

RESULTS
Differences in the number and structure of algal communities at variously polluted sites

in March 2017. In the spring of 2017, under conditions of constant water discharge from cultivation
ponds of the fish farm in the study area, differences were found in the number and structure of algal
communities formed in shallow waters opposite the outlet (T1, Fig. 2A) and at the distance of 100 m
from the outlet (T2, Fig. 3A).

In the upper intertidal zone along the T1 area, monodominant communities – those of Wilsonosi-
phonia howei (Hollenberg) D. Bustamante, Won & T. O. Cho, 2017 (Rh) (Fig. 2B) and Cladophorop-
sis fasciculata (Kjellman) Wille, 1910 (Ch) (Fig. 2C) – predominated. Moreover, in the T1 area,
there were monodominant communities of common green algae Ulva prolifera O. F. Müller, 1778
and Ulva clathrata (Roth) C. Agardh, 1811; monodominant community of a brown crust alga Neo-
ralfsia expansa (J. Agardh) P.-E. Lim & H. Kawai ex Cormaci & G. Furnari, 2012; and bidominant
turf communities of C. fasciculata (Ch) + W. howei (Rh) and U. prolifera (Ch) + W. howei (Rh).
Out of the species forming the communities,Centroceras clavulatum (C. Agardh) Montagne, 1846,Gelid-
ium pusillum (Stackhouse) Le Jolis, 1863 (Rh), Siphonogramen abbreviatum (W. J. Gilbert) I. A. Abbott
& Huisman, 2004, and Rhizoclonium riparium (Roth) Harvey, 1849 (Ch) were commonly found.

In the middle intertidal zone in the T1 area, monodominant communities – those of a green alga
Ulva flexuosa Wulfen, 1803 (Fig. 2D), the red crust alga Hildenbrandia rubra (Sommerfelt) Menegh-
ini, 1841, and the crustose brown alga Ralfsia verrucosa (Areschoug) Areschoug, 1845 (Fig. 2E) – pre-
dominated on a rocky bottom. Algal turf community of a red fine filamentous algaC. clavulatum (Fig. 2F)
dominated on dead coral remnants. Here, the rest parts of silt-covered hard coral colonies were occu-
pied by a monodominant community of a blue-green alga (hereinafter Cy) Lyngbya majuscula Harvey
ex Gomont, 1892; the lower great part of hard substratum was overgrown with a bidominant community
of green algae Ulva lactuca Linnaeus, 1753 + Ulva fasciata Delile, 1813.

In the lower intertidal zone along the T1 area, the surfaces of dead coral blocks were over-
grown by a monodominant community of a red turf-forming alga C. clavulatum, with accompa-
nying species Acanthophora muscoides (Linnaeus) Bory de Saint-Vincent, 1843, Hypnea pannosa
J. Agardh, 1847, Hypnea spinella (C. Agardh) Kützing, 1847, Spyridia filamentosa (Wulfen) Har-
vey, 1833 (Rh), and Caulerpa racemosa (Forsskål) J. Agardh, 1873 (Ch) (Fig. 2G). This community
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occupied 90 % of substratum. Out of the algal turf, Sargassum polycystum (C. Agardh), 1924 (Ph), Bry-
opsis pennata J. V. Lamouroux, 1809, U. lactuca (Ch), and live colonies of massive hard corals were
commonly found (Fig. 2H).

Fig. 2. Algal communities in the T1 area (heavily polluted site) in March 2017. A, the middle inter-
tidal zone, the outlet area; B, the upper intertidal, monodominant community of a red alga Wilsonosipho-
nia howei; C, the upper intertidal, monodominant community of a green alga Cladophoropsis fasciculata;
D, the middle intertidal, monodominant community of a green alga Ulva flexuosa; E, the middle intertidal,
bidominant community of a red crust alga Hildenbrandia rubra and a brown crust alga Ralfsia verrucosa;
F, the middle intertidal, monodominant community of the red alga Centroceras clavulatum; G, the lower
intertidal, polydominant community of C. clavulatum with accompanying species Acanthophora muscoides,
Hypnea pannosa, Hypnea spinella, Spyridia filamentosa (Rh), and Caulerpa racemosa (Ch); H, the upper
subtidal, polydominant community of C. clavulatum, H. pannosa, Hypnea valentiae, Jania adhaerens (Rh),
and C. racemosa (Ch) among young colonies of massive hermatypic corals
Рис. 2. Подпись на русском языке в приложении на стр. 101
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In the upper intertidal zone along the T2 area (Fig. 3A), at the same time, only three monodom-
inant communities – those of U. prolifera (Ch) (Fig. 3B), W. howei (Rh) (Fig. 3C), and N. ex-
pansa (Ph) (Fig. 3D) – were common. Out of the species forming the communities, C. fasciculata,
U. clathrata (Ch), and C. clavulatum (Rh) were found as well.

In the middle intertidal zone along the T2 area, a mosaic polydominant community predominated oc-
cupying mainly a hard base of a flat carbonate substrate (Fig. 3E); the following species dominated – Pal-
isada perforata (Bory) K. W. Nam, 2007, C. clavulatum, Gelidiella bornetii (Weber-van Bosse) Feld-
mann & C. Hamel, 1934 (Rh), L. majuscula (Cy), and Lobophora variegata (J. V. Lamouroux) Wom-
ersley ex Oliveira, 1977 (Ph) – growing on vertical surfaces of reef bases and coral blocks. Mon-
odominant communities of the red alga H. rubra and the brown alga R. verrucosa occupied rocky
substratum (as in the T1 area).

In the lower intertidal zone along the T2 area, a mosaic polydominant community of turf-forming al-
gae overgrew dead coral blocks (Fig. 3F), with a mosaic dominance of Amphiroa fragilissima (Linnaeus)
J. V. Lamouroux, 1816, C. clavulatum, S. filamentosa, Hypnea valentiae (Turner) Montagne, 1841, Ja-
nia adhaerens J. V. Lamouroux, 1816 (Rh), Padina minor Yamada, 1925 (Ph), and Dictyosphaeria cav-
ernosa (Forsskål) Børgesen, 1932 (Ch). The green alga C. racemosa represented an often-overgrowing
polydominant community of algal turf occupying silt- and sand-covered hard substrata. Upright-growing
brown algae with large thalli of genera Dictyota, Padina, Sargassum, and Turbinaria were commonly
found in the communities and on free substrata.

In the upper subtidal zone along the T2 area, hard substrata were occupied by hermatypic corals with
coverage of ~ 50 %, and the rest surface of carbonate reef basis was overgrown by algal communities,
primarily by polydominant mosaic algal turf communities with the following dominant species: C. clavu-
latum,H. pannosa,H. valentiae, J. adhaerens, and S. filamentosa (Rh) (Fig. 3G). A monodominant com-
munity of the green alga C. racemosa occupied ~ 10 % of the sand-covered hard substratum (coral reef
base). Sargassum ilicifolium (Turner) C. Agardh, 1820, S. polycystum, and Sargassum sanyaense Tseng
& Lu, 1997 (Ph) formed dense bed from the low intertidal zone to the upper subtidal zone (Fig. 3H).

Dynamic changes in the structure of algal communities in variously polluted sites after cessa-
tion of the discharge of waste from the fish farm. The transect 1, 2018. Six months after the fish farm
liquidation, significant changes occurred in the structure and diversity of algal communities (Fig. 4).

In the upper intertidal zone, vertical walls of rocky boulders were partially occupied by monodomi-
nant communities (as in 2017) – those ofU. prolifera (Ch) and R. verrucosa (Ph). Small niches of a stone
retaining wall were overgrown by a new community – the red alga Bostrychia tenella (J. V. Lamouroux)
J. Agardh, 1863 and the green alga S. abbreviatum with accompanying R. riparium (Fig. 4B).

The red alga W. howei which formed a dense monodominant community in these niches earlier
was rare. Among epiphytes, R. riparium (Ch) and Hydrolithon farinosum (J. V. Lamouroux) D. Penrose
& Y. M. Chamberlain, 1993 (Rh) dominated, as well as blue-green algae Chroococcus turgidus (Kützing)
Nägeli, 1849 and Stanieria sphaerica (Setchell & N. L. Gardner) Anagnostidis & Pantazidou, 1991.

In the middle intertidal zone along the T1 area, stones were occupied by monodominant crust commu-
nities ofH. rubra (Rh) andN. expansa (Ph) (as in 2017). Fossil reef base was overgrown by a community
of the blue-green alga L. majuscula formed in 2017. A polydominant community of algal turf – with
a dominance of Millerella pannosa (Feldmann) G. H. Boo & L. Le Gall, 2016 (Rh), R. riparium,
andU. clathrata (Ch) (Fig. 4C) – covered remnants of massive coral colonies. Here, we also found C. fas-
ciculata, Chaetomorpha linum (O. F. Müller) Kützing, 1845 (Ch), and Coleofasciculus chthonoplastes
(Thuret ex Gomont) M. Siegesmund, J. R. Johansen & T. Friedl, 2008 (Cy), as well as epiphytes – Ery-
throtrichia carnea (Thuret ex Gomont) M. Siegesmund, J. R. Johansen & T. Friedl, 1883 (Rh)
and Myrionema strangulans Greville, 1827 (Ph). On some flat rocks, a monodominant community
of W. howei (Rh) was registered (Fig. 4D).
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Fig. 3. Algal communities along the T2 area (moderately polluted area) in March 2017. A, the upper
intertidal zone near the outlet at low tide; B, the upper intertidal, monodominant community of Ulva flexu-
osa (Ch); C, the upper intertidal, bidominant community of Wilsonosiphonia howei (Rh) + Cladophoropsis
fasciculata (Ch); D, the middle intertidal, bidominant community of the red crust alga Hildenbrandia rubra
and the brown crust alga Ralfsia verrucosa; E, the middle intertidal, mosaic polydominant community with
a dominance of Palisada perforata, Centroceras clavulatum, and Gelidiella bornetii (Rh); F, the middle
intertidal, polydominant turf community with a mosaic dominance of Amphiroa fragilissima, C. clavula-
tum, and Jania adhaerens (Rh); G, the upper subtidal, hermatypic corals and polydominant community
of C. clavulatum (Rh) with accompanying species; H, lower intertidal to upper subtidal, with Sargassum
ilicifolium, S. polycystum, and S. sanyaense (Ph) forming dense bed
Рис. 3. Подпись на русском языке в приложении на стр. 101
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Fig. 4. Algal communities along the T1 area in March 2018. A, the middle intertidal zone opposite the for-
mer outlet of the fish farm; B, the upper intertidal, bidominant community of Siphonogramen abbrevia-
tum (Ch) (insert a) + Bostrychia tenella (Rh) (insert b), with an epiphytic alga Rhizoclonium riparium (Ch)
(insert c); C, the middle intertidal, polydominant community with a dominance of the red alga Millerella
pannosa (insert) and green algae Ulva clathrata and R. riparium; D, the middle intertidal, monodominant
community of Wilsonosiphonia howei (Rh); E and F, the lower intertidal, polydominant community with
a dominance of Tolypiocladia glomerulata (E, insert), Jania adhaerens (F, insert), Centroceras clavulatum,
and Gelidium pusillum var. cylindricum (Rh); G, the upper subtidal, polydominant community of algal
turf with a dominance of J. adhaerens, C. clavulatum, Asparagopsis taxiformis, and T. glomerulata (Rh);
H, the upper subtidal, Sargassum polycystum (Ph) thickets
Рис. 4. Подпись на русском языке в приложении на стр. 102
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In the lower intertidal zone along the T1 area, the remnants of coral colonies were overgrown
by a polydominant community (as in 2017), but with other species predominating – Tolypiocladia
glomerulata (C. Agardh) F. Schmitz, 1897, J. adhaerens, C. clavulatum, andGelidium pusillum var. cylin-
dricumW. R. Taylor, 1945 – and with common species accompanying –M. pannosa,H. spinella,Melan-
othamnus ferulaceus (Suhr ex J. Agardh) Diaz-Tapia & Maggs, 2017, Caulacanthus ustulatus (Mertens
ex Turner) Kützing, 1843 (Rh), Sphacelaria rigidula Kützing, 1843 (Ph), and C. linum (Ch) (Fig. 4E, F).
Out of the species forming the community, R. verrucosa, Sphacelaria novae-hollandiae Sonder, 1845,
P. minor, and S. polycystum (Ph) were common.

In the upper subtidal zone along the T1 area in 2018, as in 2017, a polydominant algal turf community
dominated, with different composition of dominating species [J. adhaerens, C. clavulatum, Asparagopsis
taxiformis (Delile) Trevisan de Saint-Léon, 1845, and T. glomerulata], as well as accompanying species
of epilithic algae [Peyssonnelia rubra (Greville) J. Agardh, 1851 and S. filamentosa] and epiphytes [Her-
posiphonia tenella (C. Agardh) Ambronn, 1880, Gayliella mazoyerae T. O. Cho, Fredericq & Hommer-
sand, 2008, Melanothamnus savatieri (Hariot) Díaz-Tapia & Maggs, 2017, and Wrangelia argus (Mon-
tagne) Montagne, 1856 (Rh)] (Fig. 4G). Out of the species forming the community, S. polycystum (Ph)
and C. racemosa (Ch) were common (Fig. 4H).

Transect 1, 2019. In the spring of 2019, 1.5 years after the fish farm elimination, some alterations
in the marine flora were detected in the intertidal and upper subtidal zones compared with the spring
of 2018.

In the upper intertidal zone, rocky boulders, as always, were occupied by a monodominant community
of the crust alga N. expansa (Ph). In niches of these boulders, a bidominant community of W. howei
(with the blue-green epiphytic alga C. chthonoplastes) + B. tenella (Rh) and a bidominant community
of P. howei (Rh) + C. fasciculata (Ch) [with accompanying Bostrychia sp. (Rh), Rhizoclonium grande
Børgesen, 1935 (Ch), S. abbreviatum (Ch), and Ceramium camouii E. Y. Dawson, 1944 (Rh)] dominated.
Moreover, the fossil reef base was covered with black film composed of blue-green algae – Kyrtuthrix
maculans (Gomont) I. Umezaki, 1958, C. chthonoplastes, Scytonematopsis crustacea (Thuret ex Bornet
& Flahault) Koválik & Komárek, 1988, and C. turgidus.

In the middle intertidal zone, some alterations were recorded as well. The fossil carbonate base
was covered by a dense mat of blue-green algae, with a dominance of Lyngbya sordida Gomont, 1892,
Lyngbya martensiana Meneghini ex Gomont, 1892, and K. maculans. In a polydominant commu-
nity of algal turf, the composition of dominant species changed as well. There, dominant species
were M. pannosa, P. howei (Rh), C. fasciculata, and R. grande (Ch). Common algal species were
P. minor (Ph), Ceratodictyon intricatum (C. Agardh) R. E. Norris, 1987, and Jania capillacea Har-
vey, 1853 (Rh), as well as an epiphyte S. crustacea and accompanying blue-green algae C. chthonoplastes
and K. maculans.

In the lower intertidal zone, a polydominant algal turf community was enriched with new dominants
species [C. ustulatus (Rh) and S. novae-hollandiae (Ph)] and with accompanying ones [J. adhaerens,Her-
posiphonia secunda (C. Agardh) Ambronn, 1880, S. filamentosa, Pterocladiella caerulescens (Kützing)
Santelices & Hommersand, 1997, H. spinella (Rh), S. rigidula, L. variegata (Ph), Anadyomene wrightii
Harvey ex J. E. Gray, 1866, and C. racemosa (Ch)]. Out of epiphytes, the most common ones were
E. carnea, Sahlingia subintegra (Rosenvinge) Kornmann, 1989, Acrochaetium microscopicum (Nägeli
ex Kützing) Nägeli, 1858, H. farinosum, Ceramium aduncum Nakamura, 1950, Ceramium cimbricum
H. E. Petersen, 1924, Ceramium vagans P. C. Silva, 1987, G. mazoyerae, and M. ferulaceus (Rh).
Out of the algal turf, Padina australis Hauck, 1887 and S. polycystum (Ph) were the species forming
upright-growing communities on remnants of coral colonies.

In the upper subtidal zone, a mosaic polydominant algal turf community occupied all substrata be-
tween colonies of live corals. J. adhaerens, T. glomerulata, H. spinella (Rh), and C. racemosa (Ch)
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were the main dominant species. P. australis, S. polycystum, and S. sanyaense (Ph) were common ones.
The richness and species composition of epiphytes in the upper subtidal zone were similar to those
of the lower intertidal zone.

Transect 2, 2018 and 2019. Alterations in the marine flora along the T2 area were registered only
in the structure of polydominant communities. The composition of dominant and accompanying species
changed only partially. The diversity and structure of mono- and bidominant communities remained
the same as in 2017.

In 2018, the composition of dominant species changed in polydominant communities in the middle
intertidal and upper subtidal zones. Specifically, in the middle intertidal zone, dominant species – P. per-
forata (Rh), L. variegata (Ph), and C. racemosa (Ch) – were not found, while H. pannosa,
H. spinella (Rh), and Caulerpa sertularioides (S. G. Gmelin) M. Howe, 1905 (Ch) appeared. In the up-
per subtidal zone, dominant species – A. fragilissima, J. adhaerens, and H. valentiae (Rh) – were
not registered (as it was before), while J. capillacea, H. secunda, P. caerulescens (Rh), and communities
of upright-growing S. sanyaense and P. australis (Ph) appeared.

In 2019, insignificant changes in the flora along T2 were recorded only in the composition
of dominant species in polydominant communities.

DISCUSSION
Adaptation of the coral reef ecosystem to moderate and extremely high nutrient concentra-

tions. Earlier, we showed that DIN and orthophosphate levels in seawater of Luhuitou and Xiaodong Hai
reefs (as most likely across all the Sanya Bay) are higher (3–5-fold and 10-fold, respectively) than those
in clean waters of insular coral reefs (Titlyanov et al., 2011). About the same DIN and orthophosphate
levels were noted as threshold concentrations for degradation of coral reefs resulting from eutrophica-
tion and subsequent macroalgal blooms at Kaneohe Bay in Hawaii, fringing reefs of Barbados, and in-
shore reefs within the lagoons of the Great Barrier Reef (Bell, 1992 ; Done, 1929 ; Hughes, 1994 ;
Lapointe et al., 1997 ; Lapointe, 1997 ; Smith et al., 1981). In coral reefs, the concentrations of nu-
trients above the threshold ones are reported to induce growth and accumulation of biomass by fron-
dose macroalgae provoking superabundant macroalgal blooms. Evidently, reefs exposed to chronic
nutrient enrichment increase their primary productivity which can be mainly attributed to expansion
of macroalgae.

Our previous floristic surveys at the Sanya Bay (Titlyanov et al., 2011, 2019) showed that this site
is occupied by algal communities and species typical for healthy coral reefs. At the same time, bloom
of green benthic macroalgae was observed in a few local areas of the Sanya Bay coast (Li et al., 2016).
Moreover, Luhuitou reef is characterized by a high species diversity of hermatypic corals; among them,
there are branching corals of genera Acropora and Pocillopora – indicators of healthy reefs (Fong & Paul,
2011 ; Littler et al., 2006 ; McManus & Polsenberg, 2004 ; Raffaelli et al., 1998 ; Rosenberg, 1985).
In our opinion, the Luhuitou coral reef ecosystem in most sites of the coast has adapted to conditions
of increased (moderate) nutrient concentration. It is currently stable; there are no signs of degradation,
except for spots with heavy pollution, for example, the area of water flow from fish ponds. In the latter
case, corals could lose their competitive ability in the struggle for the substrate and give way to highly
productive algal species, and the coral reef might eventually turn into a “plant reef”. However, our mon-
itoring studies of the benthic flora in the area of constant heavy pollution by nutrients (2012–2017)
did not reveal signs of ongoing degradation of the coral reef (alterations either in diversity or species
composition of macrophytes and mass species of hermatypic corals) and its turning into a “plant reef”
(Li et al., 2021, 2016). This gives reason to assume that the ecosystem of coral reefs can adapt to ex-
tremely high concentrations of nutrients. The main adaptive changes in the ecosystem to heavy pollution
could be summarized as follows:
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1) biomass of green algae in the upper and middle intertidal zones (exposed to air at low tide) and brown
algae in the submerged zone (lower intertidal) increased significantly (by several times);

2) species diversity of green algae in the upper and middle intertidal zones increased, while species
diversity of brown and red algae in the submerged zone decreased;

3) number of mono- and bidominant communities of algae in the upper intertidal zone increased,
while polydominant communities in the middle intertidal zone disappeared;

4) in the communities of the upper and middle intertidal zones, absolute and relative numbers of domi-
nant species in green algal communities increased, while the number of dominant red algae decreased
over a range of tidal zones;

5) in polydominant communities, the species composition of both dominant and accompanying species
changed.
Some of the listed above changes in the flora that occurred during nutrient water pollution were

previously known, such as accumulation of green algal biomass (Fong & Paul, 2011 ; Lapointe, 1997 ;
Littler et al., 2006 ; Raffaelli et al., 1998 ; Rosenberg, 1985) and increase in diversity (Li et al., 2021),
while other alterations were recorded for the first time. The significance of these changes representing
the ecosystem homeostasis could be ascertained only with a further long-term study of the reef ecosystem
under conditions of heavy pollution.

Changes in the ecosystem under sharp decrease in nutrient concentration from heavy to mod-
erate. In (Li et al., 2021), it is shown as follows: after the fish farm liquidation, concentration of nutrients
in seawater opposite the outlet (T1) and at 100 m from it (T2) dropped by more than an order of magni-
tude; it is almost equal to the mean value for the Sanya Bay (Li, 2011 ; Li et al., 2016). At the same time,
the values of indicators of other major environmental factors in 2017, 2018, and 2019 did not differ
significantly.

In parallel, the following main alterations in the flora were recorded during the transition from heavy
to moderate water enrichment with nutrients: for a year and a half, the taxonomic composition changed,
the relative number of red algae increased, and the relative number of green algae decreased. The max-
imum similarity of the flora for T1 and T2 areas increased after the farm liquidation by 18 %
and reached the value of 82 %. These alterations occurred mainly due to enrichment of the local ben-
thic flora with unproductive annual species of red algae and depletion of highly productive species
of green algae – ephemeral filamentous and membrane forms. These changes in species and taxo-
nomic composition of the flora resulted in a decrease in the number of dominant species (mainly
green ones) and a sharp (even 6 months after the farm elimination) decrease in the mass of vegetation
cover (Li et al., 2021).

As shown in this paper, within a year and a half after the fish farm liquidation, changes occurred
in the number and structure of algal communities. Specifically, in the intertidal zone, the number
of monodominant and bidominant algal turf communities decreased; in the middle intertidal zone,
a polydominant algal turf community was formed; and in the lower intertidal and upper subtidal zones,
the composition of dominant and accompanying species partially changed.

Along the T2 area (moderate pollution), alterations in the marine flora for 1.5 years were barely
noticeable, and the only significant interannual change was registered in the composition of dominant
and accompanying species in polydominant communities. Nature and dynamics of changes in the benthic
flora along T1 give reason to talk about the adaptation of the ecosystem to new conditions of mineral
nutrition by establishing homeostasis.

Conclusion. Our current findings once again confirmed our previously obtained data that the ben-
thic flora in the Sanya Bay greatly varies in diversity, species composition, taxonomic composition,
and the structure of algal communities in variously polluted coastal areas. Extremely high concentrations
of nutrients in seawater near the outlet of polluted wastewater caused significant depletion in species
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diversity and abundance of unproductive annual and perennial red and brown algae, as well as enrich-
ment of highly productive green species with opportunistic and often ephemeral algae. For the first time,
we showed that a sharp decrease in nutrient concentration near the fish farm one year and a half after
its liquidation resulted in a partial-to-complete restoration of macroalgal species diversity. We assumed
that coral reef ecosystems on Hainan Island in areas with various (even extreme) nutrient pollution
adapted to these conditions.
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В МЕСТАХ, СИЛЬНО ЗАГРЯЗНЁННЫХ БИОГЕННЫМИ ВЕЩЕСТВАМИ,
И ИХ ИЗМЕНЕНИЯ ПОСЛЕ УСТРАНЕНИЯ ИСТОЧНИКА ЗАГРЯЗНЕНИЯ
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Ранее установлено, что экстремально высокие концентрации биогенных веществ в морской во-
де в районе стока загрязнённых вод рыбной фермы на полуострове Лухуэйтоу (залив Санья)
приводят к значительному сокращению видового разнообразия и обилия низкопродуктивных
одно- и многолетних красных и бурых водорослей, а также к увеличению количества и биомас-
сы высокопродуктивных зелёных водорослей. С 2017 по 2019 г. впервые были изучены изме-
нения в количестве и структуре донных водорослевых сообществ в приливно-отливных зонах
залива Санья после устранения источника загрязнения — ликвидации рыбной фермы. Показа-
но, что снижение концентрации растворённого неорганического азота (DIN) (с ~ 20 до 2,5 μM)
и ортофосфатов (с 5,0 до 0,2 μM) в морской воде существенно изменило разнообразие, видовой
состав и структуру бентосных водорослевых сообществ. Через 1,5 года после ликвидации ис-
точника загрязнения основные показатели флоры стали близки в среднем к таковым умеренно
загрязнённых участков залива Санья.
Ключевые слова: водоросли, остров Хайнань, Китай, эвтрофикация, восстановление

Приложение
Рис. 2. Сообщества водорослей в районе трансекты 1 (участок сильного загрязнения) в марте 2017 г.
A — средняя литораль, район выхода из рыбной фермы; B — верхняя литораль, монодоминантное сооб-
щество красной водоросли Wilsonosiphonia howei; C — верхняя литораль, монодоминантное сообщество
зелёной водоросли Cladophoropsis fasciculata; D — средняя литораль, монодоминантное сообщество зелё-
ной водоросли Ulva flexuosa; E — средняя литораль, бидоминантное сообщество корковых водорослей —
красной Hildenbrandia rubra и бурой Ralfsia verrucosa; F — средняя литораль, монодоминантное сооб-
щество красной водоросли Centroceras clavulatum; G — нижняя литораль, полидоминантное сообщество
C. clavulatum и сопутствующих видов Acanthophora muscoides, Hypnea pannosa, Hypnea spinella, Spyridia
filamentosa (Rhodophyta) и Caulerpa racemosa (Chlorophyta); H — верхняя сублитораль, полидоминант-
ное сообщество C. clavulatum, H. pannosa, Hypnea valentiae, Jania adhaerens (Rhodophyta) и C. racemosa
(Chlorophyta) среди молодых колоний массивных герматипных кораллов
Рис. 3. Сообщества водорослей вдоль трансекты 2 (участок умеренного загрязнения) в марте 2017 г.
A — верхняя литораль у выхода из рыбной фермы во время отлива; B — верхняя литораль, мо-
нодоминантное сообщество Ulva flexuosa (Chlorophyta); C — верхняя литораль, бидоминантное со-
общество Wilsonosiphonia howei (Rhodophyta) + Cladophoropsis fasciculata (Chlorophyta); D — средняя
литораль, бидоминантное сообщество корковых водорослей — красной Hildenbrandia rubra и бурой
Ralfsia verrucosa; E — средняя литораль, мозаичное полидоминантное сообщество с преобладанием
Palisada perforata, Centroceras clavulatum и Gelidiella bornetii (Rhodophyta); F — средняя литораль, по-
лидоминантное сообщество дерновых водорослей с мозаичным преобладанием Amphiroa fragilissima,
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C. clavulatum и Jania adhaerens (Rhodophyta); G — верхняя сублитораль, герматипные кораллы и по-
лидоминантное сообщество C. clavulatum (Rhodophyta) и сопутствующих видов; H — участок от ниж-
ней до верхней сублиторали с формирующими плотный слой Sargassum ilicifolium, S. polycystum
и S. sanyaense (Ochrophyta)
Рис. 4. Сообщества водорослей вдоль трансекты 1 в марте 2018 г. A — средняя литораль, напротив
бывшего выхода из рыбной фермы; B — верхняя литораль, бидоминантное сообщество Siphonogramen
abbreviatum (Chlorophyta) (врезка a) + Bostrychia tenella (Rhodophyta) (врезка b) с эпифитной водорос-
лью Rhizoclonium riparium (Chlorophyta) (врезка c); C — средняя литораль, полидоминантное сообще-
ство с преобладанием красной водоросли Millerella pannosa (врезка) и зелёных водорослей Ulva clathrata
и R. riparium; D — средняя литораль, монодоминантное сообщество Wilsonosiphonia howei (Rhodophyta);
E и F — нижняя литораль, полидоминантное сообщество с преобладанием Tolypiocladia glomerulata
(E, вставка), Jania adhaerens (F, вставка), Centroceras clavulatum и Gelidium pusillum var. cylindricum
(Rhodophyta); G — верхняя сублитораль, полидоминантное сообщество водорослевого дёрна с преоб-
ладанием J. adhaerens, C. clavulatum, Asparagopsis taxiformis и T. glomerulata (Rhodophyta); H, верхняя
сублитораль, заросли Sargassum polycystum (Ochrophyta)
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Описаны индивидуальные физиологические особенности вегетации морской диатомовой мик-
роводоросли Skeletonema costatum в условиях низкой освещённости и низкой температуры, поз-
воляющие ей занимать доминирующую позицию в фитопланктоне Чёрного моря в зимний
и ранневесенний период. Показано, что для S. costatum характерна высокая эффективность ро-
ста в условиях светового лимитирования (0,13 сут−1·(мкЭ·м−2·с−1)−1), отражающая увеличение
удельной скорости роста водорослей при повышении интенсивности света на 1 мкЭ·м−2·с−1,
а также низкие значения насыщающей рост интенсивности света (12 мкЭ·м−2·с−1 при темпера-
туре +5 °C и 18 мкЭ·м−2·с−1 при +10 °C). При +5…+10 °C скорость роста S. costatum примерно
в 2 раза выше, чем у других представителей фитопланктона Чёрного моря в зимне-весенний
период. Для S. costatum характерна повышенная чувствительность к свету высокой интенсивно-
сти: при +10 °C фотоингибирование роста микроводоросли отмечено при интенсивности света
выше 120 мкЭ·м−2·с−1.
Ключевые слова: диатомовые водоросли, Skeletonema costatum, интенсивность света,
температура

Диатомовая водоросль Skeletonema costatum Cleve, 1873 является одним из доминирующих
представителей фитопланктона Чёрного моря в зимне-весенний период, когда, по данным на-
турных наблюдений, в прибрежных районах происходит её цветение. Исследование видового
разнообразия микроводорослей в прибрежных водах Крыма, проведённое М. И. Сеничевой
в 1983–2006 гг., показало, что в годы с холодными зимами (температура ниже +8 °C) при ин-
тенсивном конвекционном перемешивании вод вклад S. costatum в общую биомассу фитопланк-
тона может достигать 95–98 %. Пик развития вида приходится на раннюю весну (февраль —
март); в этот период отмечены температурный минимум (+6…+8 °C) и максимальная концен-
трация минеральных солей. В годы с более тёплой зимой (+8…+12 °C) и менее интенсивным
конвективным перемешиванием вод видовое разнообразие водорослей значительно увеличи-
вается, но S. costatum остаётся одним из доминирующих видов (Сеничева, 2008). По данным
Ю. В. Брянцевой (2008), в январе — феврале 2004–2006 гг. вклад S. costatum в суммарную
численность фитопланктона Севастопольской бухты составил от 89 до 94 %.
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Вероятно, преобладание S. costatum в условиях низкой освещённости и температуры обу-
словлено определёнными конкурентными преимуществами диатомеи перед другими предста-
вителями фитопланктона, позволяющими ей занимать доминирующую позицию в море в зим-
ний и ранневесенний период. Результаты комплекса собственных экспериментальных исследо-
ваний [их методические аспекты отражены в (Акимов и Соломонова, 2019 ; Шоман и Акимов,
2012 ; Shoman & Akimov, 2015)] позволили выявить ряд индивидуальных физиологических
особенностей вида при культивировании в условиях низкой освещённости и температуры:

1. Для S. costatum характерна высокая эффективность роста (α) при световом лимитировании —
0,13 сут−1·(мкЭ·м−2·с−1)−1, не зависящая от температуры в диапазоне +8…+20 °C. Описыва-
емая величина отражает увеличение удельной скорости роста водорослей в условиях свето-
вого лимитирования при повышении интенсивности света на 1 мкЭ·м−2·с−1. Согласно резуль-
татам одного из недавних обзорных исследований (Edwards et al., 2015), эффективность ро-
ста разных представителей фитопланктона при световом лимитировании варьирует от 0,001
до 0,1 сут−1·(мкЭ·м−2·с−1)−1; при этом преобладающая доля значений α у диатомовых водо-
рослей находится в диапазоне 0,015–0,03 сут−1·(мкЭ·м−2·с−1)−1. Ввиду этого значение эффек-
тивности роста S. costatum сопоставимо с максимальными значениями, зарегистрированными
в целом у микроводорослей.

2. У S. costatum зафиксированы более низкие значения насыщающей рост интенсивности све-
та (Ik), чем у других видов диатомей. Так, при температуре +5 °C значение Ik у S. costatum
составило 12 мкЭ·м−2·с−1, а при +10 °C — 18 мкЭ·м−2·с−1. При +15 °C выход световой зависи-
мости скорости роста на плато наблюдался при освещённости 24 мкЭ·м−2·с−1. Для сравнения:
у Phaeodactylum tricornutum Bohlin, 1897 и Nitzschia sp. No. 3 величина Ik в сходных усло-
виях роста при +10 °C составляла 40 и 33 мкЭ·м−2·с−1 соответственно (Шоман и Акимов,
2012). По литературным данным, насыщение скорости роста диатомовых водорослей при оп-
тимальной температуре (+18…+22 °C) отмечено в среднем при 84 мкЭ·м−2·с−1 (Richardson
et al., 1983). Имея данные примерно о двукратном снижении величины́ Ik при +10 °C,
можно заключить, что она уменьшается до 40 мкЭ·м−2·с−1. Минимальные значения фо-
тосинтетически активной радиации, падающей на поверхность моря, в январе — фев-
рале составляют 4–5 Э·м−2·сут−1. Ввиду большой протяжённости верхнего квазиоднород-
ного слоя в этот сезон (около 30 м) средняя интенсивность света в нём не превышает
2 Э·м−2·сут−1 (≈ 25 мкЭ·м−2·с−1) (Финенко и др., 2018). Таким образом, в январе — февра-
ле фитопланктон существует в условиях температурного минимума, низкой интенсивности
света и протяжённого верхнего квазиоднородного слоя.

3. Для S. costatum характерна высокая скорость роста при низкой температуре. Так,
при +5…+10 °C скорость роста описываемого вида примерно вдвое выше, чем у дру-
гих представителей диатомового комплекса зимне-весенней сукцессии фитопланктона
Чёрного моря. В частности, в экспериментах установлено, что в указанном темпера-
турном диапазоне (при прочих одинаковых условиях роста) удельная скорость роста
S. costatum составляет 0,9–1,5 сут−1, в то время как у Chaetoceros curvisetus Cleve, 1889,
Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann & J. C. Lewin, 1964, Thalassiosira parva
Proschkina-Lavrenko, 1955 и Ditylum brightwellii (T. West) Grunow, 1885 эта величина равна
0,3–0,8 сут−1 (Акимов и Соломонова, 2019).

4. S. costatum характеризуется повышенной чувствительностью к свету высокой интенсив-
ности. В условиях лабораторного эксперимента при температуре +15 °C световое ин-
гибирование роста водорослей начинает проявляться при интенсивности света выше
140 мкЭ·м−2·с−1, а при +10 °C — выше 120 мкЭ·м−2·с−1. Как известно, пик развития
S. costatum приходится на ранневесенний период (Брянцева, 2008). В апреле изменение
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условий роста (увеличение фотосинтетически активной радиации, повышение температуры,
начало формирования температурной стратификации вод) приводит к смене видового со-
става фитопланктонного сообщества и к значительному увеличению его разнообразия. В хо-
де зимне-весенней сукцессии черноморского фитопланктона в годы с тёплой весной в апре-
ле — мае холодолюбивые мелкоклеточные диатомовые виды сменяются более теплолюбивы-
ми:Chaetoceros curvisetus,Chaetoceros affinis Lauder, 1864, Pseudo-nitzschia delicatissima (Cleve)
Heiden, 1928, Proboscia alata (Brightwell) Sundström, 1986 иDactyliosolen fragilissimus (Bergon)
Hasle, 1996. В то же время в годы с холодной весной S. costatum может доминировать
в планктоне вплоть до конца мая (Сеничева, 2008). Таким образом, сочетание световых
и температурных условий, наблюдаемых в Чёрном море в апреле, является неблагоприят-
ным для S. costatum, поскольку приводит к значительному снижению скорости роста водо-
рослей и, вероятно, является одной из причин вытеснения S. costatum другими видами
водорослей в середине весеннего периода.
Заключение. Основными конкурентными преимуществами Skeletonema costatum при ве-

гетации в условиях низкой освещённости и температуры являются высокая эффективность
роста (0,13 сут−1·(мкЭ·м−2·с−1)−1), низкие значения насыщающей рост интенсивности све-
та (12 мкЭ·м−2·с−1 при +5 °C и 18 мкЭ·м−2·с−1 при +10 °C) и высокая удельная скорость роста
при низкой температуре (0,9–1,5 сут−1 при +5…+10 °C). Это в совокупности с низкой конку-
ренцией создаёт максимально благоприятные условия для развития S. costatum в Чёрном море
в зимний и ранневесенний период.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Функциональные, ме-
таболические и токсикологические аспекты существования гидробионтов и их популяций в биотопах
с различным физико-химическим режимом» (№ гос. регистрации 121041400077-1).
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COMPETITIVE ADVANTAGES OF THE DIATOM
SKELETONEMA COSTATUM CLEVE, 1873

IN THE BLACK SEA IN THEWINTER–SPRING PERIOD

N. Yu. Shoman and A. I. Akimov

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

Individual physiological features of the Skeletonema costatum vegetation under low light intensity
and low temperature are described; these peculiarities allow the species to prevail in the Black Sea phy-
toplankton in winter and early spring. This marine diatom is characterized by high growth efficiency
under light-limiting conditions (0.13 day⁻¹·(µE·m⁻²·s⁻¹)⁻¹) which indicates an increase in the specific
growth rate of the alga with a rise in light intensity by 1 µE·m⁻²·s⁻¹. Moreover, the species is character-
ized by low values of the light intensity saturating the growth – 12 µE·m⁻²·s⁻¹ at +5 °C and 18 µE·m⁻²·s⁻¹
at +10 °C. At +5…+10 °C, S. costatum growth rate is about 2 times higher than that of other repre-
sentatives of the Black Sea phytoplankton in the winter–spring period. This diatom shows increased
sensitivity to high light intensity: at +10 °C, photoinhibition of microalgae growth is observed under
light intensity above 120 µE·m⁻²·s⁻¹.
Keywords: diatoms, Skeletonema costatum, light intensity, temperature
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ХРОНИКА И ИНФОРМАЦИЯ

К 85-ЛЕТИЮПАРАЗИТОЛОГА СМИРОВЫМИМЕНЕМ—
ПРОФЕССОРА АЛЬБИНЫ ВИТОЛЬДОВНЫ ГАЕВСКОЙ

Альбина Витольдовна (девичья фамилия — Яцевич) родилась 21 августа 1937 г. в Севасто-
поле. Она была очень красивым ребёнком; возможно, этому способствовало смешение кровей
представителей разных народов — поляков, литовцев, итальянцев, украинцев, молдаван, каза-
хов, русских. В детстве Альбина была настоящей грозой мальчишек: она часто вступала с ними
в схватки и одерживала маленькие победы. Она всегда считала нужным отстаивать свою правоту,
а тогда это был наиболее понятный ей способ.

С самого детства Альбина увлекалась географией, грезила путешествиями, покупала все до-
ступные издания из серии «Путешествия. Приключения. Фантастика», занималась парусным
спортом (в её домашнем архиве сохранились почётные грамоты за призовые места на сорев-
нованиях разного уровня — от местных до всесоюзных) и мечтала стать капитаном дальнего
плавания. В те годы девушек в мореходку не брали, потому она поступила на географический
факультет Крымского пединститута в Симферополе. Практически каждую субботу после лек-
ций, а иногда и сбежав с них, Альбина мчалась в Севастополь, чтобы провести воскресенье
в яхт-клубе. Парусный спорт — занятие увлекательное, романтичное, но небезопасное. Так,
однажды во время прогулки на яхте «Дружба» на повороте кто-то из ребят не выбрал шко-
ты грота, и при переброске гика на другой борт эти шкоты, взметнувшись, закрутились во-
круг её шеи. Весь удар непроизвольной «удавки» приняли на себя жемчужные бусы, в три ря-
да охватывавшие её шею. Жемчужины посыпались в разные стороны, а на шее долгое время
оставался шрам.

Альбина Витольдовна Гаевская в 3 года, 21 год и 30 лет

107

https://marine-biology.ru/


108 К 85-летию паразитолога с мировым именем — профессора Альбины Витольдовны Гаевской

Когда Альбина училась на 3-м курсе, географический факультет пединститута преобразова-
ли в естественно-географический, добавив изучение биологических дисциплин. И жизнь рас-
порядилась так, что, изначально совершенно не имея склонности к биологии, Альбина ни дня
не проработала географом. После университета она в течение года по распределению работа-
ла учителем биологии в одной из школ Донецка, где вышла замуж и взяла фамилию супру-
га — Долгих. В 1962 г. она устроилась в сектор паразитологии Севастопольской биологиче-
ской станции стажёром на бесплатной основе. Начинала в науке Альбина как хороший сол-
дат, планирующий впоследствии стать генералом: для Валентины Митрофановны Николаевой,
заведующей сектором паразитологии, она делала переводы научных материалов с английско-
го, выполняла рисунки для статей, расписывала публикации для картотеки, чистила препара-
ты, а заодно штудировала паразитологическую литературу. Затем, уже имея на руках двух-
месячного сына, поступила в аспирантуру к известному специалисту по гельминтам, профес-
сору, заведующему кафедрой зоологии Крымского пединститута Семёну Людвиговичу Деля-
муре. Диссертацию «Личинки трематод — паразиты моллюсков крымского побережья Чёрно-
го моря» (1965) к защите она представила до окончания аспирантуры, получив распределение
в Институт биологии южных морей.

Через несколько лет, будучи в разводе, Альбина Витольдовна встретила в Юрмале свою вто-
рую любовь и вышла замуж, взяв фамилию супруга. Под фамилией Гаевская она здравствует и по-
ныне. Решив остаться в Прибалтике, в 1971 г. пришла на работу в АтлантНИРО (Калининград),
где организовала сектор паразитологии. В 1986 г., после смерти мужа и защиты докторской дис-
сертации «Паразиты рыб Северо-Восточной Атлантики: фауна, экология, особенности формиро-
вания» (1985), Альбина Витольдовна получила приглашение в ИнБЮМ от его директора Аллы
Леонтьевны Морозовой. Здесь профессор Гаевская создала отдел экологической паразитологии,
которым руководила 25 лет.

Её личная жизнь нашла яркое отражение в прекрасном потомстве: у неё 3 сына, 7 вну-
ков и 4 правнука. Мечты о путешествиях осуществились в экспедициях по черноморскому
побережью Крыма, Кавказа и одесских лиманов. Участие в работе научных конференций
и симпозиумов позволило побывать во многих европейских регионах СССР (от Мурманска
до Тбилиси) и за рубежом (в Германии, тогдашней Чехословакии, Турции, Польше, Венгрии,
Великобритании).

За десятилетия плодотворной научной деятельности ею опубликовано более 380 работ,
в том числе 30 монографий и 5 патентов. «Паразитология и патология рыб: энциклопедический
словарь-справочник» (2003, 2004, 2006), двухтомник «Паразиты и болезни рыб Чёрного и Азов-
ского морей» (2012, 2013) и трёхтомник «Мир паразитов человека» (2015, 2016, 2017) уникальны:
подобных им в России нет.

Научный круг вопросов морской паразитологии, изученных А. В. Гаевской, очень широк.
Она внесла значительный вклад в систематику паразитов морских рыб и беспозвоночных (ею опи-
саны 14 родов и 1 подсемейство, а также более 100 новых для науки видов паразитов — трематод,
моногеней, миксоспоридий и ракообразных). В результате её исследований расширены сведения
об ареалах сотен видов паразитов различных систематических групп, их паразито-хозяинных
комплексах, особенностях формирования и функционирования паразитарных систем с учётом
биогеографической истории водоёмов, воздействия факторов внешней среды, систематического
положения, биологии и экологии хозяев из разных зон Мирового океана.

Ею впервые проведена полная инвентаризация паразитофауны рыб Северо-Восточной Ат-
лантики с составлением списков паразитов всех таксонов с указанием их хозяев и районов
обнаружения, а это 1035 видов 423 родов 153 семейств. Выявлена роль разных классов рыб
в происхождении и становлении тех или иных крупных таксонов паразитов в этом регионе
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и показана роль кальмаров в трофико-паразитарной системе океана. Установлено, что станов-
ление паразитизма подавляющего большинства групп морских паразитов связано с донными ры-
бами, прежде всего рыбами шельфа, а заселение глубин и пелагиали носит вторичный харак-
тер. Впервые предложен метод вертикальной зональности экологических группировок для ана-
лиза паразитофауны рыб морских акваторий, позволяющий сочетать вопросы генезиса фауны
и её современного распространения. Теоретические работы Альбины Витольдовны внесли значи-
тельный вклад в развитие представлений о роли паразитов в трансформации вещества и энергии,
а также их стабилизирующей функции в экосистемах.

Результаты её исследований имеют большое практическое значение. А. В. Гаевской показа-
но, что паразиты могут служить индикаторами различных сторон биологии рыб, использоваться
при выделении единиц запаса промысловых рыб, быть маркерами антропогенного пресса на мор-
ские экосистемы. В её публикациях большое внимание уделено эпизоотологическому значению
паразитов рыб и беспозвоночных и предложена одна из концепций развития марикультуры, обос-
новывающая необходимость включения паразитологических работ как составного элемента био-
техники культивирования морских организмов. Разработана теоретическая модель становления
и функционирования паразитарных систем в условиях искусственных рифов.

В честь Альбины Витольдовны Гаевской коллегами из Индии, Великобритании, России
и Украины названы 1 род трематод — Gaevskajatrema Gibson & Bray, 1982 — и 15 видов па-
разитов из разных систематических групп, что является признанием её большого вклада в миро-
вую науку.

По её инициативе в ИнБЮМ был создан «Морской экологический журнал», научным редакто-
ром которого она являлась с 2002 по 2014 г. Она была главным редактором «Морского биологиче-
ского журнала» (2016), заместителем главного редактора сборника «Экология моря» (1997–2010)
и научным редактором более чем 10 коллективных монографий. Многие годы она возглавля-
ла диссертационный совет по защите диссертаций по специальности «гидробиология» и была
заместителем председателя учёного совета ИнБЮМ.

А. В. Гаевская — заслуженный деятель науки и техники АР Крым, академик Крымской ака-
демии наук, лауреат премии имени И. И. Шмальгаузена за достижения в области зоологии, ла-
уреат Государственной премии Украины в области науки и техники и лауреат Общегородского
форума «Общественное признание» (Севастополь). Она награждена памятными медалями акаде-
мика К. И. Скрябина и академика Е. Н. Павловского, Золотой медалью имени В. И. Вернадского
и другими медалями, почётными грамотами и благодарственными письмами от Государствен-
ной Думы РФ, Верховной рады Украины, Совета министров АР Крым, Президиума НАН Украи-
ны, Крымской академии наук, Севастопольской городской администрации, губернатора г. Сева-
стополя, Ленинской районной администрации г. Севастополя, Севастопольского регионального
отделения Союза женщин России.

Под руководством Альбины Витольдовны Гаевской успешно защищены 13 кандидатских дис-
сертаций. Её ученики работают в Севастополе, Калининграде, Москве, Мурманске, Одессе, Дне-
пре, Белой Церкви. В настоящее время А. В. Гаевская активно участвует в жизни города, являясь
членом совета общественного движения «За наш город-герой Севастополь».

От имени всех учеников, коллег и друзей поздравляем дорогого нашего юбиляра с прекрасной
датой и желаем долгих лет жизни в радости и счастье при добром здравии!

В. н. с. отдела экологической паразитологии ИнБЮМ, к. б. н.
В. М. Юрахно
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ON THE 85TH ANNIVERSARY OF THEWORLD-FAMOUS PARASITOLOGIST –
PROFESSOR ALBINA GAEVSKAYA

On 21 August, 2022, professor Albina Gaevskaya celebrates her anniversary. She is an outstanding
parasitologist who described 1 subfamily, 14 genera, and over 100 new marine parasite species and pub-
lished more than 380 scientific papers, inter alia 30 monographs and 5 patents. Under her supervision,
13 PhD theses were defended.
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КЮБИЛЕЮ ДОКТОРА БИОЛОГИЧЕСКИХ НАУК
АЛЕКСАНДРА ВАСИЛЬЕВИЧА ПРАЗУКИНА

1 сентября 2022 г. исполнилось 70 лет доктору био-
логических наук, ведущему научному сотруднику лабо-
ратории экстремальных экосистем ФИЦ ИнБЮМ Алек-
сандру Васильевичу Празукину.

В далёком 1965 г. увлечённый биологией пятикласс-
ник Саша Празукин впервые пришёл в ИнБЮМ, где в со-
зданном сотрудниками института клубе «Дельфин» на-
чал свой научный путь с изучения ихтиологии и зообен-
тоса. Спустя четыре года он познакомился с выдающим-
ся учёным Кириллом Михайловичем Хайловым, вер-
ным учеником и последователем научных идей которого
остаётся до сих пор.

Окончив Одесский университет, в 1977 г. Алек-
сандр Васильевич поступил на работу в ИнБЮМ и про-
шёл путь от лаборанта до ведущего научного сотрудни-
ка. За это время им опубликовано около 200 научных
работ, 7 монографий, в том числе 5 авторских. Направ-
ления его исследований разнообразны: функциональная

морфология многоклеточных водорослей, пространственная организация фитосистем, биологи-
ческие и экологические аспекты функционирования фитосистем прибрежных мелководий и озёр
с разным уровнем солёности. Им разработаны вопросы иерархической организации водных
биокосных фитосистем, общие методы измерения обитаемых пространств фитосистем разного
уровня организации, способы определения фотосинтетической активности растительных матов
и т. д. На всех этапах профессиональной деятельности А. В. Празукина интересуют вопросы
практического применения научных знаний — многоцелевое использование биомассы морских
водорослей, принципы конструирования искусственных рифов и др.

В 1991 г. Александр Васильевич защитил кандидатскую диссертацию «Структурные и функ-
циональные изменения черноморской цистозиры в условиях эвтрофирования (иерархиче-
ский подход)» по специальности «гидробиология», а в 2013 г. — докторскую «Структурно-
функциональная и экологическая организация наземных и водных фитосистем в условиях юга
Украины» по специальности «экология».

А. В. Празукин является членом редколлегий нескольких научных журналов («Морской био-
логический журнал», «Вестник МГТУ», «Экологическая безопасность прибрежной и шельфовой
зон моря») и членом диссертационного совета по защите диссертаций по специальности «гидро-
биология» при ФИЦ ИнБЮМ. Кроме того, он заместитель председателя Крымского отделения
Гидробиологического общества при РАН и член Ботанического общества при РАН.
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С годами его научная активность не убывает: в последние пять лет, наряду с выполне-
нием темы государственного задания, он руководил проектом РФФИ и является ответствен-
ным исполнителем гранта РНФ. Александр Васильевич щедро делится своими знаниями с мо-
лодёжью — такой же любознательной, как и он когда-то. На протяжении 15 лет он читал
курсы лекций «Основы экологии» и «Природоведение» в Севастопольском филиале ОГПИ
имени К. Д. Ушинского.

Сделано Александром Васильевичем уже немало, но у него большие научные планы.
Коллектив института желает ему крепкого здоровья, вдохновения и осуществления задуманного!

ON THE ANNIVERSARY OF D. SC. ALEXANDER PRAZUKIN

On 1 September, 2022, D. Sc. Alexander Prazukin celebrates his 70ᵗʰ birthday. A. Prazukin, the leading
researcher of IBSS laboratory of extreme ecosystems, is the author of about 200 scientific papers,
a member of editorial boards of several scientific journals, and a deputy chairman of the Crimean
Branch of Russian Hydrobiological Society of the RAS.
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НЕСКОЛЬКО СТРАНИЦ ИЗЖИЗНИ ВИТАЛИЯ ЕВГЕНЬЕВИЧА ГИРАГОСОВА
(АНТИНЕКРОЛОГ)

Почему «антинекролог»? Потому что, хотя уже нельзя
услышать его «привет», сказать или написать, что Виталий Ги-
рагосов уже не с нами на этой грешной Земле, просто нелепо.
Слово «некролог» не вяжется с ним никак! Начиная с его име-
ни, означающего «жизненный», и заканчивая всеми нашими
живыми воспоминаниями и мыслями о нём.

У разных людей — разные ассоциации, разные ощущения,
разная память, разные воспоминания. Каждый из тех, кто был
знаком с Виталием, мог бы рассказать что-то уникальное —
то, что возникало в диалоге с ним. Неважно, был ли это раз-
говор о предмете исследования, о рыбах, птицах или рас-
тениях, об экспедициях и поездках, о прочитанных книгах
или просмотренных фильмах, о детстве или взрослой жизни,
серьёзный ли это был разговор или шуточный.

Любой из его очень разных собеседников сказал бы, что с ним очень интересно и никогда
не бывает скучно, ты всегда узнаёшь нечто новое и ждёшь следующую встречу. И сказал бы
непременно, что он никогда не жаловался и не ссылался на свои проблемы или болезни и все-
гда старался помочь. Никогда не влезавший в дрязги и сплетни, он умел поддерживать ровные
отношения даже с очень непростыми и, возможно, неприятными ему людьми. В любой ситуации
это был самый надёжный товарищ, оплот во всём. При полном отсутствии мачизма и бруталь-
ности это был человек с исключительно мужским характером — исключительной порядочности,
исключительной эрудиции и исключительной скромности. Его исследования были кропотливы
и надёжны, как он сам.

Если не знать о спортивном прошлом Виталия, то, не бу-
дучи знакомым с ним лично, но прочитав его статьи, можно
было подумать, что он педант и книжный червь. О да, он очень
много читал и знал. Однако с детства в его жизни было мно-
го спорта, соревнований и свободы передвижения. В школь-
ное время он облазил и изучил все терриконы вокруг родно-
го Стаханова, где дόма разводил всяческую живность; летом
он узнавал всё больше о жизни моря в Геленджике.

Детство этого советского мальчика, пожалуй, во многих
чертах оказалось сходным с детством английского мальчика
Джеральда Даррелла на острове Корфу (см. «Моя семья и дру-
гие звери»). И того, и другого судьба привела в натуралисты.
Виталия она сначала направила на биофак Кубанского уни-
верситета и позволила ему исследовать Кубань и Прикавказье.
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Потом поманила аспирантурой в ИнБЮМ с темой изучения миктофид Мирового океана, кото-
рая обещала ему экспедиции в дальние моря и океаны, куда его так ни разу загадочным образом
не допустили. А жизнь миктофид по законсервированному материалу он исследовал настолько
досконально и кандидатскую диссертацию написал настолько уникальную, что в Институте гид-
робиологии, в котором он защищался, хотели присвоить (но так и не смогли из-за бюрократизма)
докторскую степень.

Немного ему удалось попутешествовать в дальние страны. В мексиканском Университете мо-
ря в 2001 г. он был уникальным преподавателем и единственным специалистом по репродукции
рыб. А изучение возраста по отолитам океанических миктофид планомерно привело его к зна-
комству с известным экспертом в этой области — доктором Томашем Линковски, директором
Института рыболовства в Гдыне, который в 2009 г. пригласил Виталия исследовать собранную
коллекцию отолитов калкана на уникальном специализированном оборудовании. Вот и все его
Дальние страны.

Зато он вернулся к любви юности, самой верной — к птицам — и посвятил много времени
изучению водоплавающих мигрирующих птиц в Севастопольском регионе. Здесь он тоже оказал-
ся уникальным специалистом — на этот раз орнитологом. За последние годы он открыл много
нового в их жизни, причём совсем недалеко, в черте нашего города. Снял сотни уникальных
кадров и увлекательно и профессионально рассказал о них в Интернете и по ТВ бесчисленному
множеству людей. Своей увлечённостью он заразил других и помог им полюбить этих вольных
созданий.

И вдруг, 20 февраля 2022 г., внезапно для всех, улетел из нашего мира. Возможно, он устал
от многого и поэтому ушёл рано. Сейчас его душа вольна и может быть где угодно. Может па-
рить в небесах с птицами, а может оказаться в глубинах океанов. А нам всем всё ещё кажется,
что он пошутил и вот сейчас внезапно войдёт или позвонит и скажет, что задержался.

Нам всем очень его не хватает.
Но, включив видеофильм «Долгий путь

морских экспедиций» (https://media.marine-
research.ru/items/show/1610), можно на про-
тяжении десяти минут слушать его чудес-
ный голос, который, возможно, именно Вам
лично рассказывает «Зачем человек изучает
Океан?»

В. н. с. отдела аквакультуры и морской
фармакологии ФИЦ ИнБЮМ, к. б. н.

А. Н. Ханайченко

A FEW PAGES FROM THE LIFE OF VITALY GIRAGOSOV
(ANTI-OBITUARY)

On 20 February, 2022, our dear friend and colleague, Vitaly Giragosov, suddenly passed away.
He was a well-known specialist in ichthyology and ornithology and the author of numerous
scientific papers.
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