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АННОТАЦИЯ

Приведены результаты исследования структурных и функциональных характеристик фитопланктона 
прибрежного  района Черного  моря с помощью проточной цитометрии. Получены сведения о  сезонной 
изменчивости биомассы трех групп водорослей (Synechococcus,  пикоэукариотический фитопланктон,  на-
нофитопланктон),  содержания хлорофилла а,  процента живых клеток и величины флуоресценции FDA 
(диацетат флуоресцеина),  характеризующей функциональное состояние водорослей. Выявлена достоверно  
положительная связь между величинами (биомасса,  автофлуоресценция хлорофилла),  определяемыми 
на  проточном цитометре,  и  содержанием хлорофилла а,   рассчитанным по   стандартным методикам. 
Показано  влияние температуры,  освещенности и содержания биогенных элементов в среде на биомассу 
и величину флуоресценции FDA выделенных групп водорослей. Содержание нитратов и температура 
не  оказывали существенного  влияния на  обилие пико- и  нанофитопланктона,  получена достоверно  
выраженная взаимосвязь между биомассой нанофитопланктона и концентрациями растворенных форм 
минерального  фосфора. Установлена обратная статистически значимая корреляция между интенсивно-
стью света и биомассой пикоэукариотического  фитопланктона. Отмечено,  что  рассматриваемые в работе 
абиотические факторы среды не оказывали существенного  влияния на величину флуоресценции FDA,  
за исключением температуры: в теплый период года в черноморском биоценозе наиболее активен пико-
фитопланктон,  в то  время как холодный период года благоприятен для развития нанофитопланктона.

Ключевые слова: проточная цитометрия,  Synechococcus,  пикоэукариотический фитопланктон,  нано-
фитопланктон,  биомасса,  факторы среды,  диацетат флуоресцеина,  хлорофилл а,  Черное море.

Являясь базовым компонентом водных эко-
систем,  фитопланктон определяет их функ-
циональное состояние и продуктивность,  вно-
сит решающий вклад в синтез органического  
вещества в водоемах. В  состав основных по-
казателей,  представляющих функциональное 
состояние морских микроводорослей,  традици-
онно  включают ростовые и фотосинтетические 
показатели,  а также концентрации и соотно-

шения основных внутриклеточных компонен-
тов (С/Хл,  С/N). Определение этих харак-
теристик,  как правило,  требует длительных 
и трудоемких измерительных процедур,  и поэ-
тому они не могут служить экспресс-индикато-
рами в случае рутинных полевых исследований. 
Кроме того,  с помощью этих методов затруд-
нительно  отслеживать влияние быстротекущих 
воздействий факторов среды.
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По   мере появления современных мето-
дов исследований,  в  частности метода про-
точной цитометрии в комбинации с различ-
ными витальными красителями [Berglund,  
Eversman,  1988;  Davey,  Kell,  1996;  Jochem,  
1999],  стало  возможным применение флуо-
ресцентных характеристик водорослей для 
оценки функционального  состояния фито-
планктона. В качестве такого  интегрального  
показателя предлагается использовать вели-
чину флуоресценции при окрашивании клеток 
витальным красителем диацетат флуоресцеи-
ном (FDA),  которая характеризует общую ме-
таболическую активность суспензии клеток,  
так как в состав FDA входит субстрат,  спе
цифичный к ферментам группы эстераз,  и по-
зволяет распознавать живые и мертвые клет-
ки микроводорослей на основе проницаемости 
их мембран [Dorsey et al.,  1989]. Если соотно-
шение живых и мертвых клеток водорослей 
активно  используется в лабораторном и про-
мышленном культивировании [Bentley-Mo-
wat,  1982;  Gilbert et al.,  1992;  Davey,  Kell,  
1996;  Jochem,  1999],  то  применение удельной 
флуоресценции FDA как показателя метабо-
лической активности сообществ микроводо-
рослей практически не отражено  в исследо-
ваниях морских фитоценозов. Такой подход 
является относительно  новым в практике гид
робиологических исследований,  но   в  то  же 
время обусловлен быстротой,  легкостью изме-
рений и возможностью автоматизации.

Другой интерес в исследовании функциони-
рования фитопланктона Черного  моря заклю-
чается в анализе пространственно-временной 
изменчивости пико- и нанофитопланктона,  
который практически не изучен из-за их раз-

мерных характеристик. В литературе встреча-
ются фрагментарные данные о  распределении 
этих групп микроорганизмов в водах Черно-
го  моря [Заика и др.,  1989;  Заика и др.,  1991;  
Шалапенок,  Шалапенок,  1997;  Uysal,  2000,  
2001],  которые,  безусловно,  недостаточны для 
понимания их роли в экосистеме.

В связи с этим целью настоящей работы 
явилось исследование сезонной динамики био-
массы и флуоресцентных параметров клеток 
пико- и нанофитопланктона в прибрежных во-
дах Черного  моря с помощью проточной ци-
тометрии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Работа выполнялась на  базе отдела эко-
логической физиологии водорослей и отдела 
планктона Института морских биологических 
исследований. Пробы отбирали в поверхност
ном слое (0,1 м)  Черного  моря ежемесячно  
с  января по   декабрь 2014  г. на  модельной 
станции глубиной 5 м,  расположенной в Сева-
стопольской бухте с внутренней стороны юж-
ного  заградительного  мола,  примерно  в 300 м 
от входа в бухту (рис. 1). Наличие мола обу-
словливает затрудненный водообмен и защи-
ту от волнового  воздействия Севастопольской 
бухты. Не менее чем в 60 м от станции ближе 
к входу в  бухту находится мидийная план-
тация [Финенко  и др.,  2017]. Всего  собрано  
и обработано  более 120 проб. В работе также 
использованы данные по  содержанию биоген-
ных элементов в Черном море,  полученные 
сотрудником отдела аквакультуры и морской 
фармакологии в  указанный период. Гидро-
химические параметры определяли согласно  

Рис. 1. Расположение станции в прибрежных водах Черного  моря в районе Севастополя
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[Орадовский,  1993]: минеральный фосфор  –  ​
по  Морфи и Райли,  аммоний –  ​по  Гроссго-
фу – Юхансену,  нитраты –  ​восстановлением 
до  нитритов омедненным кадмием с последу-
ющим их определением единым «цветным» ре-
активом,  кремнекислоту –  ​по  голубому крем-
немолибденовому комплексу.

Содержание хлорофилла определяли стан-
дартным спектрофотометрическим мето-
дом [Jeffrey,  Humphrey,  1975],  температу-
ру воды –  непосредственно  в момент отбора 
пробы. Освещенность измерялась в  течение 
всего  светового  дня каждый час с помощью 
люксметра Ю‑116. Переходный коэффициент 
от  освещенности в  люксах к  интенсивности 
солнечной радиации (ФАР) принимали равным 
1000 Лк = 20 мкЭ/(м2∙с) [Парсонс и др.,  1982].

Цитометрический анализ. Для исследова-
ния динамики численности пико- (размер  кле-
ток 0,2–2 мкм) и нанофитопланктона (размер  
клеток 2–20 мкм) применяли проточный ци-
тометр  CytomicsTM FC 500 (Beckman Coulter,  
США),  оборудованный 488 нм однофазным 
аргоновым лазером и программным обеспече-
нием CXP. Исследовались только  указанные 
размерные группы водорослей из-за невоз-
можности проточного  цитометра пропускать 
клетки размером свыше 35 мкм. Общую чис-
ленность исследуемых групп микроводорослей 
определяли в неокрашенных пробах с помо-
щью гейтинга популяций клеток на двухпара-
метрических цитограммах прямого  светорас-
сеивания (FS) и автофлуоресценции в красной 
(FL4,  675 нм) и оранжевой (FL2,  575 нм) спек-
тральных областях на безразмерных логариф-
мических шкалах [Муханов и др.,  2016].

Оранжевая флуоресценция фикоэритрина 
(FL2,  575 нм) была использована для иденти-
фикации кластеров пикоцианобактерий Syn-
echococcus [Marie et al.,  2005;  Муханов и др.,  
2016]. Эти группы образуют кластеры на цито-
граммах,  которые характеризуются высоким 
содержанием фикоэритрина и его  отсутстви-
ем у пикоэукариотического  фитопланктона.

Численность живых клеток микроводорос
лей определяли в пробах,  окрашенных флу-
орохромом FDA (Molecular Probes,  США),  
с  помощью гейтинга популяции клеток 
на  двухпараметрических цитограммах пря-
мого  светорассеивания (FS) и  флуоресцен-
ции FDA (максимумы возбуждения и  эмис-
сии соответственно  494 и 518 нм) в зеленой 

области спектра (канал FL1,  525 нм) на без-
размерных логарифмических шкалах. Диаце-
тат флуоресцеина (FDA),  в состав которого  
входит субстрат,  специфичен к  ферментам 
группы эстераз,  является маркером метабо-
лической активности в живых клетках,  а ин-
тенсивность его  флуоресценции пропорцио-
нальна физиологической активности каждой 
из исследуемых клеток [Dorsey et al.,  1989;  
Gilbert et al.,  1992].

Для цитометрического  анализа отбирали 
аликвоты объемом 3 мл в трех повторностях. 
Окраску пико- и  нанофитопланктона флу-
орохромом FDA проводили в  соответствии 
с протоколами,  описанными ранее [Соломоно-
ва,  Муханов,  2011;  Соломонова,  2016],  непо-
средственно  после отбора проб. Рассчитывали 
среднее значения аккумулированной флуорес-
ценции FDA на клетку,  обозначив ее как ве-
личину флуоресценции FDA.

Биомассу исследуемых размерных групп 
в единицах углерода рассчитывали с исполь-
зованием коэффициентов,  определенных в ра-
ботах [Heldal et al.,  2003] для Synechococcus,   
[Worden et al.,  2004] для пикоэукариотов 
и [Verity et al.,  1992] для нанофитопланктона.

Цитометрические данные обрабатывали 
с использованием программы flowing software 2 
(www.flowingsoftware.com).

Статистический анализ. Статистическую 
обработку данных выполняли с  помощью 
стандартных программных пакетов Microsoft 
Exel 7.0,  Statistica‑5,  Grapher‑9,  Sigma Plot 
для персонального  компьютера. Рассчитыва-
ли средние арифметические и  стандартные 
отклонения (SD) численности и доли живых 
клеток исследуемых размерных групп (мини-
мум 3000 клеток для каждой пробы) в трех 
повторностях. Достоверность различий выбо-
рочных средних оценивали c помощью парно-
го  t-критерия (α) и коэффициентов корреля-
ции (R). Для получения уравнений регрессии 
использовали линейный регрессионный ана-
лиз (p –  95 %).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Минимальные значения концентрации 
хлорофилла а  и  суммарной биомассы пико- 
и нанофитопланктона наблюдались в зимний 
и  ранневесенний периоды –  0,5–0,7  мг/м3 
и 100–200 мг С/м3 соответственно. Синхрон-
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ное повышение этих параметров происходи-
ло  в течение весеннего  периода до  июня при 
температурах 9–18 °С (примерно  в 2,5 раза). 
По  мере прогрева воды и увеличения инсо-
ляции в июле содержание хлорофилла а во-
дорослей снижалось в  среднем в  1,4 раза 
и сохранялось в пределах 0,9–1,5 мг/м3. При 
понижении температуры в октябре и ноябре 
и  разрушении стратификации содержание 
хлорофилла а повышалось до  1,5–1,7 мг/м3,  
при этом рост биомассы водорослей был 
незначительным,  в среднем 220 мг С/м3. Мак-
симальные величины биомассы фитопланктона 
наблюдались в июне (450 мг С/м3) и превос-
ходили зимнее значение в 2,5 раза (рис. 2,  а). 
Следует отметить,  что  биомасса водорос-
лей определялась на  проточном цитометре,  
а концентрация хлорофилла а –  стандартным 
спектрофотометрическим методом [Jeffrey,  
Humphrey,  1975],  где учитывались клет-
ки размером свыше 35 мкм. Возможно,  этим 
и объясняются полученные более высокие зна-
чения хлорофилла а по  сравнению с биомас-
сой в осенний период,  в фитопланктоне ко-
торой,  по   данным [Финенко  и  др.,  2017],  
доминировали крупные размерные фракции 
и нитчатые колонии диатомовых водорослей.

Между величинами суммарной автофлуо-
ресценции клеток водорослей (канал FL4,  675 
нм),  определяемыми на проточном цитофлу-
ориметре,  и содержанием хлорофилла а на-
блюдалась линейная корреляция (R2 = 0,81). 
Между биомассой исследуемых групп водоро-
слей и содержанием хлорофилла а также по-

лучена линейная корреляция с коэффициен-
том детерминации R2 = 0,8 (рис. 3).

Рассматривая отдельно  вклад биомас-
сы пикофитопланктона (Synechococcus и эу-
кариотический пикофитопланктон),  следует 
отметить,  что  она практически не  изменя-
лась в  течение годового  цикла и  составила 
в среднем 18 мг С/м3 (см. рис. 2,  б). На про-
тяжении всего  периода исследования дан-
ная группа водорослей вносила минимальный 
вклад в  суммарную биомассу фитопланкто-
на: от 8 %  в теплый период года (температу-
ра воды >15 °С) до  26 %  в холодный пери-
од года (температуры воды <15 °С). Основной 
вклад в биомассу вносил нанофитопланктон,  
обилие которого  имело  тенденцию к повыше-
нию от зимы к лету (см. рис. 2,  б). Второй пик 
биомассы нанофитопланктона отмечен в осен-
ний период.

В  таблице представлены коэффициенты 
корреляции,  формально  рассчитанные между 
абиотическими факторами среды и биомассой 
исследуемых групп водорослей. Интерпрета-
ция полученных коэффициентов должна про-
водиться с учетом возможных причинно-след-
ственных связей между сравниваемыми 
величинами. Так,  низкая корреляция обилия 
пико- и нанофитопланктона с температурой 
воды и содержанием нитратов в водной тол-
ще может быть следствием слабовыраженной 
сезонности этих параметров или значительны-
ми различиями в их сезонной динамике. Зна-
чимая обратная корреляция между биомассой 
пикоэукариотических водорослей и облучен-

Рис.  2. Сезонные изменения концентрации хлорофилла а  и  биомассы водорослей (а),  биомассы  
выделенных групп водорослей (б)
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ностью отражает закономерность того,  что  
в теплый период года избыточная инсоляция 
приводит к снижению биомассы пикоэукарио
тических водорослей.

Получены значимые положительные вели-
чины r между биомассой нанофитопланкто-
на и содержанием фосфора в морской среде. 
Однако  более достоверная интерпретация со-
гласованности этих величин может быть вы-
полнена с учетом совместного  действия абио-
тических факторов путем расчета частных 
коэффициентов корреляций или применения 
одного  из методов многомерного  статистиче-
ского  анализа (например,  канонический кор-
реляционный анализ).

Процент живых клеток не  проявлял се-
зонной вариабельности и составлял в течение 
всего  периода исследований от 70 до  100 %  
(рис.  4). Следует отметить,  что  FDA окра-
шивает не  только  живые активные клетки,  
но   и малоактивные,  находящиеся в  стадии 
покоя,  с неразрушенной цитоплазматической 

мембраной. Флуоресценция таких клеток зна-
чительно  слабее по  сравнению с живыми ак-
тивными клетками.

Поэтому для исследуемых групп водорос-
лей мы вводим параметр  величины средней 
флуоресценции FDA на клетку. Такой пара-
метр  уже приводился нами ранее для опи-
сания функционального  состояния культур  
водорослей при воздействии на них различ-
ного  рода абиотических факторов среды [Со-
ломонова,  Акимов,  2012]. Исходя из данных,  
представленных на рис. 5,  в зимне-весенний 
период величина флуоресценции FDA для 
пикофитоплантона (Synechococcus и  пико-
эукариотических водорослей) имела низкие 
значения,  для нанофитопланктона данный 
параметр  сохранял высокие значения при 
низкой температуре. По  мере прогрева воды 
в  середине мая значение показателя флуо-
ресценции FDA увеличивалось для пикофи-
топланктона в  среднем в 2–3 раза и прак-
тически не  изменялось вплоть до   октября. 

Рис. 3. Взаимосвязь хлорофилла а и автофлуоресценции клеток водорослей (а),  хлорофилла 
а и биомассы (б)

Коэффициенты парной корреляции между исследуемыми переменными*

Биомасса,  мг С/м3 I,  Э/(м2∙день) Т,  °С NO3 NH4 PO4 Si
Численность,  

103 кл/мл

Synechococcus –0,16 0,37 –0,25 0,06 0,25 0,67 0,97

Пикоэукариотические водоросли –0,75 –0,53 0,18 0,03 –0,47 0,35 0,98

Нанофитоплактон 0,46 0,53 –0,28 –0,4 0,63 0,11 0,87

* Подчеркнуты статистически значимые (p < 0,05) показатели.
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При понижении температуры в осенне-зим-
ний период величина флуоресценции FDA 
значительно  снижалась. Для нанофитоплан-
ктона получена обратная зависимость флуо-
ресценции FDA от температуры (рис. 6). Од-
нако  полученные высокие проценты живых 
клеток для всех групп водорослей в иссле-
дуемый период говорят о  сохранении жиз-
неспособности водорослей,  несмотря на сни-
жение активности внутриклеточной эстеразы 
в клетках.

Другие абиотические факторы среды 
не оказывали существенного  влияния на ве-
личину флуоресценции FDA.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные в работе результаты подтвер-
дили гипотезу,  выдвинутую в более ранних 
исследованиях,  об отсутствии существенно-
го  вклада крупных клеток водорослей в сум-
марный хлорофилл прибрежной зоны Черного  

Рис. 4. Сезонная динамика доли живых клеток исследуемых групп водорослей

Рис. 5. Сезонный ход величины флуоресценции FDA вы-
деленных групп фитопланктона

Synechococcus

Synechococcus
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моря. Так,  был сделан анализ сезонных раз-
мерных спектров фитопланктона по  измере-
ниям хлорофилла а в Черном море и показано  
доминирование мелкоразмерного  фитоплан-
ктона (клетки от 0,2 до  10 мкм) на большей 
части периода исследования [Осадчая,  2007]. 
Автором отмечена общая тенденция повы-
шения роли мелких клеток в структуре фи-
топланктона бухты,  которая была особенно  
наглядна при рассмотрении величин совокуп-
ных относительных вкладов пико- и нанофи-
топланктона,  составлявших от  64 до   75 %  
в  суммарных концентрациях хлорофилла a 
в зависимости от района и до  70 %  для бух-
ты в целом. Это,  возможно,  и объясняет до-
стоверно  положительную корреляцию между 
величинами,  измеренными на проточном цито-
метре,  и концентрацией хлорофилла а,  опре-
деленной спектрофотометрическим методом.

Диапазоны изменения количественных по-
казателей пикофитопланктона,  полученные 
нами для прибрежных черноморских вод,  
в целом соответствовали ранее опубликован-
ным данным для Черного  моря [Стельмах,  
1988;  Осадчая,  2007;  Муханов и  др.,  2016]. 
Так,  Л. В. Стельмах [1988] показано,  что  
на долю пикофитопланктона в Севастополь-
ской бухте приходилось от 18 до  44 %  пер-
вичной продукции и  от  20 до   40 %  хлоро-
филла a в течение года. Сезонные изменения 
биомассы нанофитопланктона,  основу кото-

рой,  вероятно,  составляли кокколитофорида 
Emiliania huxleyi и мелкие диатомовые виды 
(Skeletonema costatum,  водоросли рода Chae-
toceros),  также соответствовали ранее полу-
ченным результатам [Стельмах и др.,  2009;  
Финенко  и др.,  2011].

В литературе не раз отмечалось,  что  низ-
кая температура и интенсивность света зи-
мой обеспечивают преимущество  в разви-
тии пикоэукариотических водорослей,  тогда 
как более высокие значения этих параметров 
благоприятны для цианобактерий [Partensky 
et al.,  1999]. В работе [Shapiro,  1990] автором 
выдвинуты основные гипотезы,  которые ука-
зывают на  особенности цианобактерий,  по-
зволяющие им конкурировать с пикоэукарио-
тическими водорослями и вносить свой вклад 
в развитие фитоценоза: а) цианобактерии спо-
собны развиваться при высокой температуре 
воды,  б) цианобактерии выживают в широком 
световом диапазоне,  в) наблюдаются вспыш-
ки развития цианобактерий в водах с низким 
содержанием биогенных элементов. Возмож-
ность Synechococcus расти в  широком диа-
пазоне интенсивностей света и при лимити-
ровании водорослей биогенными элементами 
в воде,  что  формирует его  развитие в лет-
ний и раннеосенний периоды,  обеспечивает-
ся благодаря содержащемуся в них пигмен-
ту –  ​фикоэритрину,  который они используют 
как внутренний источник азота [Wyman,  1992] 

Synechococcus

Рис.  6. Связь между величиной флуоресценции FDA и  температурой воды для пико- (а)  
и нанофитопланктона (б)
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и при адаптации к различным световым усло-
виям [Glover et al.,  1987;  Takahashi et al.,  1989].

Нами отмечено,  что  температура и содер-
жание нитратов в водной толще не оказывали 
значительного  влияния на обилие пикоплан-
ктона,  что  подтверждено  в работе [Worden 
et al.,  2004],  в том числе и для исследуемого  
района [Муханов и др.,  2016]. Однако  боль-
шинство  авторов придерживаются теории,  
что  температура является одним из основных 
факторов,  который регулирует численность 
пиководорослей [Pick,  Caron,  1987;  Simon 
et al.,  1999;  Agawin et al.,  2000]. Что  касает-
ся нано- и микрофитопланктона,  то  в лите-
ратуре не раз говорилось,  что  температура 
не является главным фактором,  определяю-
щим величину первичной продукции в Миро-
вом океане [Burke et al.,  1997]. Карты распре-
деления продуктивности вод Мирового  океана 
показывают,  что  величина первичной продук-
ции связана в основном с гидрологическими 
процессами различного  масштаба,  вызыва-
ющими обогащение поверхностных вод пита-
тельными элементами [Коблец-Мишке,  1985].

На сезонную вариабельность биомассы на-
нофитопланктона в  толще воды оказывает 
влияние большой комплекс факторов. Из фи-
зических факторов следует отметить интен-
сивность света,  температуру и роль физиче-
ских процессов в формировании химической 
структуры вод в  исследуемом регионе. Ос-
новной вклад в биомассу нанофитопланктона 
Черного  моря вносят мелкие виды диатомо-
вых водорослей,  флагелляты и кокколитофо-
рида E. huxleyi. По  данным работы [Финен-
ко  и др.,  2017] в период с апреля по  август 
и в осенний период 2014 г. в фитопланктон-
ном сообществе массово  развивалась кокко-
литофорида E. huxleyi (клетки диаметром 
6–11 мкм). Именно  в этот период года нами 
наблюдались максимумы биомассы нанофи-
топланктона на проточном цитометре. «Цве-
тение воды» в результате вспышек развития 
E. huxleyi в основном связано  с вертикальной 
циркуляцией вод и поступлением в эвфони-
ческую зону большого  количества минераль-
ного  фосфора. А. C. Микаэлян c соавт. в своих 
исследованиях показали,  что  наиболее зна-
чимым фактором роста E. huxleyi в Черном 
море является концентрация фосфатов в сре-
де [Микаэлян и др.,  2011],  что  подтверждает-
ся полученной нами статистически значимой 

корреляцией между биомассой нанофитоплан-
ктона,  основу которой,  как мы предполагаем,  
составляет E. huxleyi,  и концентрацией дан-
ных биогенных элементов.

Дифференцирующим критерием для рас-
познавания живых и мертвых клеток могут 
служить любые признаки живого,  такие как 
способность клеток к делению и образованию 
колоний,  подвижность,  проявления метабо-
лической активности,  ферментативные реак-
ции,  состояние барьера проницаемости,  на-
копление АТФ,  морфологические признаки 
и т. д. В исследованиях культур  микроводо-
рослей и природного  фитопланктона для мар-
кирования живых клеток широко  применяет-
ся диацетат флуоресцеина (FDA) [Dorsey et 
al.,  1989;  Gilbert et al.,  1992]. В исследуемой 
акватории процент живых клеток пико- и на-
нофитопланктона не  проявлял сезонной ва-
риабельности и в течение года в среднем со-
ставил 80 %. Однако  следует учитывать,  что  
FDA окрашивает не только  живые активные 
клетки,  но  и живые –  ​малоактивные,  нахо-
дящиеся в покоящейся стадии. Авторы работы 
[Sicko-Goad et al.,  1989] показали,  что  наря-
ду с живыми активными клетками в течение 
года в фитопланктонном сообществе присут-
ствуют «бездействующие» неактивные клет-
ки –  «физиологически покоящиеся клетки»,  
которые не имеют морфологических модифи-
каций и остаются жизнеспособными,  дав та-
ким клеткам характеристику. В исследовании 
[Latour et al.,  2004] также отмечено,  что  зи-
мой,  несмотря на низкие значения температу-
ры воды,  у бентосных цианобактерий наблю-
дался низкий уровень эстеразной активности,  
которая,  по  их мнению,  была эквивалентна 
состоянию покоя водорослей. Такое состоя-
ние покоя присуще многим видам водорослей 
из разных таксономических групп [McQUOID 
et al.,  2002;  Wang et al.,  2013]. В связи с этим 
в исследовании функционального  состояния 
природных сообществ микроводорослей целе-
сообразно  использование средней флуорес-
ценции FDA на клетку. В проводимом нами 
исследовании показано,  что  величина флуо-
ресценции FDA на клетку имела достоверную 
положительную корреляцию с температурой 
воды в Черном море для пикофитопланкто-
на и отрицательную взаимосвязь для нанофи-
топланктона. Другие факторы среды не ока-
зывали существенного  влияния на сезонную 
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динамику величины флуоресценции FDA. 
Максимальные значения флуоресценции FDA 
пикофитопланктона в  летний период могут 
быть связаны с предположением авторов ра-
боты [Agawin et al.,  1998],  что  в летние меся-
цы скорость деления клеток данной размерной 
группы значительно  выше,  чем в остальной 
период года,  результатом чего  может быть по-
лученная максимальная биомасса (35 мг С/м3) 
в сентябре. В холодный период года при по-
вышенных значениях биогенных элементов 
в прибрежных водах Черного  моря более ак-
тивен нанофитопланктон,  основными пред-
ставителями которого  выступают мелкие ди-
атомовые водоросли,  в частности S. сostatum,  
и водоросли рода Chaetoceros,  а также кокко-
литофорида E. huxleyi [Стельмах и др.,  2009],  
что  подтверждают и наши результаты,  пока-
зывающие высокие значения эстеразной ак-
тивности в клетках нанофитопланктона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведено  исследование сезонной вариа-
бельности биомассы,  содержания хлорофил-
ла а,  аккумулированной флуоресценции FDA 
(активность внутриклеточных эстераз),  про-
цента живых клеток трех групп микроводо-
рослей (Synechococcus,  пикоэукариотические 
водоросли,  нанофитопланктон) в  акватории 
Черного  моря на модельной станции.

Сезонная динамика биомассы пико- и на-
нофитопланктона и  хлорофилла а  характе-
ризовалась высокими осенними показателями 
и  июньским максимумом. Вклад пикофито-
планктона (Synechococcus и эукариотические 
пиководоросли) в суммарную биомассу в сред-
нем составил 20 %.

Получена статистически значимая кор-
реляция между содержанием хлорофилла 
а,  определяемым стандартным спектрофото-
метрическим методом,  и суммарной автофлуо- 
ресценцией хлорофилла и биомассой,  опреде-
ляемыми на проточном цитометре.

Показано,  что  процент живых клеток 
не проявлял сезонной вариабельности и в те-
чение года в  среднем составил 80 %. Вели-
чина флуоресценции FDA на  клетку име-
ла достоверную положительную корреляцию 
с  температурой воды в  Черном море для 
Synechococcus и пикоэукариотических водо-
рослей и отрицательную взаимосвязь для на-

нофитопланктона,  что  еще раз подтверждает 
тот факт,  что  холодный период года харак-
теризуется активностью и  развитием нано- 
и микрофитопланктона,  тогда как в теплый 
период года пиководоросли способны конку-
рировать и давать вспышки развития в фи-
тоценозе.
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The results of  studying the structural and functional characteristics of  phytoplankton in the coastal 
region of  the Black Sea with the help of  flow cytometry are presented. Data of  the seasonal variability 
of  the biomass of  three algal groups (Synechococcus,  pico-eukaryotic phytoplankton,  nano-phytoplank-
ton),  chlorophyll a content,  percentage of  living cells,  and fluorescence FDA (diacetate fluorescein),  which 
characterizes the functional state of  algae were obtained. A significantly positive relationship between the 
values (biomass,  autofluorescence of  chlorophyll),  determined on the flow cytometer and the total content 
of  chlorophyll a,  calculated using standard methods,  was revealed. Influence of  environmental factors 
such as temperature,  illumination and content of  nutrients in the medium on biomass and fluorescence of  
the FDA of  three isolated groups of  algae is shown. It was noted that the nitrate content and temperature 
had no significant effect on the abundance of  pico and nano-phytoplankton,  while a reliable relationship 
was established between the biomass of  nano-phytoplankton and the concentrations of  dissolved forms of  
mineral phosphorus. An inverse statistically significant correlation was established between the intensity of  
light and the biomass of  pico-eukaryotic phytoplankton. It was noted that the abiotic environmental factors 
considered in the study did not significantly affect the FDA fluorescence value,  except for temperature: in 
the warm period of  the year in the Black Sea the picophytoplankton are most active,  while the cold period 
of  the year s favorable for the development of  nanophytoplankton.

Key words: flow cytometry,  Synechococcus,  pico-eukaryotic phytoplankton,  nanophytoplankton,  biomass,  
environmental factors,  fluorescein diacetate,  chlorophyll a,  live,  Black Sea.


