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Кокколитофорида Emiliania huxleyi была выделена в  клоновую культуру из планктона прибреж-
ных вод Черного моря в феврале 2023 г. Штамм альговируса EhV-SS2, поражающий этот вид во-
дорослей, изолирован из прибрежных вод в мае 2023 г. С помощью сканирующей электронной 
микроскопии показано, что вирусные частицы имели форму икосаэдра диаметром 124–174 нм. 
Выявлено наличие суперкапсида у данного штамма и определен его титр (2.5×105 вирионов/мл). 
Исследовано влияние альговируса на рост и эффективность работы ФС II (Fv/Fm) E. huxleyi при 
различном уровне биогенных элементов в среде. На протяжении латентного периода альговируса 
(0–101 ч) отмечено снижение отношения Fv/Fm водорослей относительно его значений в контроле. 
В интервале времени с 101 по 168 ч в культуре появились первые лизированные вирусом клетки, 
выявленные с помощью световой и сканирующей электронной микроскопии. В течение периода 
с 168 по 264 ч процесс лизиса усилился, а его скорость на полной среде f/2 была в пять раза выше, 
чем при дефиците азота или фосфора. Скорость лизиса клеток на морской воде, лишенной пи-
тательных элементов, была в два раза ниже, чем на полной среде. К концу эксперимента (через 
264 ч) в инфицированной культуре наблюдались функционально активные клетки, как покрытые 
кокколитами, так и лишенные их. Доля последних на среде f/2 составила 95%, тогда как при де-
фиците азота и фосфора она была незначительной.
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ВВЕДЕНИЕ
Кокколитофориды  – мелкие одноклеточ-

ные планктонные водоросли, одни из наиболее 
распространенных в  Мировом океане эукарио-
тических организмов. Среди них самым массо-
вым видом, вызывающим регулярные обшир-
ные “цветения” морских вод, является Emiliania 
huxleyi [1]. В Черном море на ее долю приходит-
ся 90–99% биомассы всех кокколитофорид [2]. 
Особое внимание к этому виду обусловлено его 
важной ролью в  глобальных циклах углерода 
[3], а также способностью клеток, покрытых из-
вестковыми пластинками – кокколитами – осу-
ществлять сильное светорассеяние и  изменять 
оптические свойства вод [4]. Кокколитофори-
ды влияют также на глобальный цикл серы: они 
продуцируют диметилсульфид (ДМС)  – клима-
тически активный газ, который усиливает об-
разование облаков в атмосфере [5].

Наиболее интенсивное “цветение” воды, вы-
зываемое E. huxleyi, наблюдается в Черном море, 
как правило, в конце мая – начале июня [6–8], 
после чего происходит его деградация. Одной из 
основных причин гибели функционально актив-
ных клеток E. huxleyi на завершающей стадии ее 
интенсивного развития в  морских экосистемах 
является вирусная инфекция [9, 10]. Показано, 
что в  Северном море в  период затухания “цве-
тения” E. huxleyi почти 50% ее клеток были ин-
фицированы, и  основной причиной их гибели 
являлся вирусный лизис [10], так как заражение 
литическим вирусом неизбежно приводит к раз-
рушению клеток хозяина [11]. Выявлено, что во 
время “цветения” E. huxleyi в больших открытых 
мезокосмах вызванный вирусом лизис приводил 
к гибели от 12 до 100% ее клеток [9]. При этом 
происходило выделение органических веществ 
в  окружающую среду, где они потребляются, 
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главным образом, бактериями. Этот процесс на-
зывается “вирусным шунтом” [12].

На контакт между альговирусами и  их хозяе-
вами существенное влияние оказывают не толь-
ко свет и температура, но и биогенные вещества 
[13, 14]. Исследования, проведенные в различных 
регионах Мирового океана, показали, что в водах, 
богатых питательными веществами, количество 
вирусов больше, чем в  бедных [15–17]. Показа-
но, что фосфор, азот, а  также микроэлементы 
ослабляют репликацию вирусных частиц. При 
ограничении концентрации железа в  среде про-
дукция вирусов, поражающих микроводоросли, 
замедляется [18]. Подобные результаты наблюда-
лись при дефиците азота и фосфора [9, 14, 19, 20,]. 
Однако пока не совсем ясно, недостаток какого 
элемента – азота или фосфора – в большей мере 
ослабляет вирусную инфекцию, а значит и лизис 
клеток водорослей. Поэтому влияние истощения 
питательных веществ на взаимодействие альго-
вируса и клетки-хозяина является областью, тре-
бующей дальнейшего исследования.

Цель работы – изучение влияния вирусной ин-
фекции на структурные и функциональные харак-
теристики кокколитофориды E. huxleyi при разном 
уровне содержания биогенных веществ в воде. До-
стижение этой цели будет способствовать выявле-
нию факторов среды, определяющих успех кон-
такта альговирусов с водорослями в море.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и содержание культуры водорослей

В качестве объекта исследований была исполь-
зована альгологически чистая клоновая культура 
кокколитофориды Emiliania huxleyi, выделенная 
нами из планктона прибрежных вод Черного моря 
в  районе Севастополя в  феврале 2023 г.  Культу-
ру содержали на пастеризованной морской воде 
с  добавлением питательной среды f/2 [21] в  про-
порции 1 : 1000 при естественном рассеянном 
освещении и температуре 17°С. Высокий уровень 
ее физиологического состояния поддерживали 
путем еженедельных пересевов в свежую среду.

Изоляция вируса, определение его титра, размеров 
и некоторых морфологических характеристик

Пробы морской воды объемом 500 мл от-
бирали из поверхностного слоя Мартыновой 
бухты (Черное море, Севастопольский район) 
в точке с координатами 44°37` с.ш. и 33°30` в.д. 
в мае 2022 г. Воду фильтровали через нуклеопо-
ровую мембрану с  диаметром пор 0.2 мкм (РЕ-
АТРЕК-Фильтр, Россия). К  культуре E. huxleyi 
объемом 25 мл, находившейся в экспоненциаль-
ной фазе роста, добавляли аликвоту полученно-
го фильтрата морской воды в соотношении 1 : 1. 
В контрольную культуру вносили пастеризован-

ную морскую воду с питательной средой в такой 
же пропорции. Экспериментальные и контроль-
ные пробирки были инкубированы при есте-
ственном рассеянном освещении и температуре 
18°С в течение двух недель. Наличие вируса, спе-
цифичного для указанного хозяина в  тестиру-
емом образце, оценивали на основании лизиса 
клеток культуры водорослей. Этот процесс был 
зафиксирован с  использованием светового ми-
кроскопа Carl Zeiss Primo Star (Carl Zeiss, Герма-
ния). В  следующих четырех последовательных 
пассажах наблюдалось сокращение, а затем ста-
билизация инкубационного периода. Чистый 
патоген, условно обозначенный нами как EhV-
SS2, был получен через два цикла серии 10-крат-
ного разведения вирусных частиц в  пробирках 
объемом 10 мл, содержащих культуру E.  huxleyi. 
Лизат из наиболее разбавленных пробирок под-
вергали центрифугированию при 10000 g в тече-
ние 5 мин с использованием центрифуги ОПН-3 
при 15°C для удаления разрушенных клеток во-
дорослей, а  затем пропускали через нуклеопо-
ровую мембрану (РЕАТРЕК-Фильтр,  Россия) 
с диаметром пор 0.2 мкм. Очищенный лизат, со-
держащий искомый вирус, хранили при темпе-
ратуре 12°С в темноте.

С целью определения титра вирусного штамма 
EhV-SS2 проводили серию 10-кратных разведений 
вирусной суспензии с разведениями от 100 до 10–9. 
Аликвоту из каждого разведения объемом 0.2 мл 
инокулировали в  1.8 мл экспоненциально расту-
щей культуры водорослей в  пяти повторностях. 
В  контрольную культуру добавляли 0.2 мл пита-
тельной среды. Процесс лизиса клеток E. huxleyi 
контролировали с помощью светового микроско-
па Carl Zeiss Primo Star. Концентрацию вирусных 
частиц рассчитывали на основе таблиц наиболее 
вероятного числа, или MPN-таблиц [22].

Для выявления наличия суперкапсида у  ви-
русных частиц данного штамма суспензию об-
рабатывали раствором хлороформа в  конечной 
концентрации 10% и  выдерживали в  течение 
60  мин при комнатной температуре. Затем ее 
центрифугировали при 10000 g и  температуре 
15°С в  течение 10 мин для удаления основной 
части хлороформа. Образцы оставляли на сутки 
в  открытых пробирках, что позволяло полно-
стью устранить остатки хлороформа из вирусной 
суспензии [23]. После чего культуру E. huxleyi 
подвергали воздействию вирусных частиц, об-
работанных хлороформом. В качестве контроля 
исследовали контакт культуры водорослей с сус-
пензией вируса, которую не обрабатывали хло-
роформом. Наблюдения проводили в  течение 
недели с  помощью световой микроскопии. Все 
эксперименты были выполнены в  трех повтор-
ностях. Размеры вирусных частиц и  их форму 
определяли с помощью сканирующей электрон-
ной микроскопии (СЭМ) (Hitachi, Япония).
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Исследование влияния вирусной инфекции на 
Emiliania huxleyi

Для оценки влияния альговирусов на ми-
кроводоросли при различных уровнях пита-
тельных веществ 10 мл культуры E. huxleyi, пред-
варительно адаптированной к  интенсивности 
непрерывного света 50 мкЭ/(м2 с), помещали 
в контрольные и опытные колбы объемом 100 мл 
и разбавляли в 10 раз пастеризованной морской 
водой, содержащей в  первом варианте экспери-
ментов среду f/2. Во втором варианте среда f/2 
была лишена нитратов, в  третьем  – фосфатов, 
а  в  четвертом варианте водоросли были поме-
щены в  морскую воду без биогенных веществ. 
В опытные колбы вносили вирусную суспензию 
в соотношении 1 : 9 по объему. В контрольные 
колбы к  культуре клеток E. huxleyi добавляли 
пастеризованную морскую воду в такой же про-
порции. Контрольные и  опытные колбы в  двух 
повторностях экспонировали при интенсивно-
сти непрерывного света 50 мкЭ/(м2 с) и темпера-
туре 19°–20°С в течение 264 ч. 

В ходе эксперимента из колб отбирали алик-
воты в  трех повторностях для определения чис-
ленности клеток и эффективности работы ФС II 
исследуемой культуры водорослей, а также про-
бы для выполнения световой и  сканирующей 
электронной микроскопии с интервалом 5 и 19 ч.

Измерение параметров
Подсчет численности клеток E. huxleyi 

в контрольных пробах осуществляли с помощью 
автоматического счетчика частиц Luna II (Logos 
Biosystems, Inc., Южная Корея). В  опытных об-
разцах водоросли учитывали в  камере Горяева 
с помощью светового микроскопа Olympus CX33 
(Olympus, Япония) при общем увеличении 400×. 
Относительная ошибка расчетов составляла не 
более 10%.

Суточную величину удельной скорости роста 
водорослей и скорости их отмирания рассчиты-
вали по формуле:

m = ln(Nt/N0)/t, 

где N0 и Nt – исходная численность клеток и их 
количество через время t в сутках, кл/мл.

Измерения максимальной эффективности 
работы ФС II или максимального квантово-
го выхода (Fv/Fm) осуществляли на ПАМ флу-
ориметре Aqua Pen-C AP 110 (Photon System 
Instruments, Чехия). 

Для регистрации вирусов и их воздействия на 
клетки водорослей использовали сканирующий 
электронный микроскоп Hitachi SU3500 (Hitachi, 
Япония). С этой целью экспериментальные про-
бы объемом 2 мл, содержащие клетки E. huxleyi 
и  вирусные частицы, фильтровали через треко-
вую мембрану с  диаметром пор 0.4 мкм (РЕАТ-

РЕК-Фильтр, Россия). Чистую вирусную сус-
пензию пропускали через трековую мембрану 
с диаметром пор 0.03 мкм. Затем образцы обезво-
живали с помощью этилового спирта различной 
концентрации: 20, 30, 50, 75, 96 и 100% [24] и су-
шили в  критической точке (1.5–2.5 ч) с  исполь-
зованием установки Leica EM CPD300 (Leica 
microsystems, Германия). Для напыления ме-
таллов (Au/Pd; 0.5–1.0 мин) применяли прибор 
Leica EM ACE200 (Leica microsystems, Германия). 

Статистический анализ и построение графиков
Обработка данных выполнена в  программе 

Excel 2007 (корпорация Microsoft) для Windows. 
Были рассчитаны среднеарифметические зна-
чения исследуемых параметров и  стандартное 
отклонение. Статистическую значимость раз-
личий средних значений определяли по t-кри-
терию Стьюдента. Проверку на принадлежность 
наблюдаемой выборки нормальной генеральной 
совокупности проводили по критерию Шапиро–
Уилка c использованием программы SigmaPlot 
12.1. Построение графиков осуществляли с  по-
мощью программы Grafer 7.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Некоторые характеристики E. huxleyi и штамма 
альговируса EhV-SS2

Здоровые клетки культуры имели форму шара 
диаметром около 5–7 мкм и  были покрыты пла-
стинками, так называемыми кокколитами, диа-
метром 1–1.5 мкм (рис. 1а). Для культуры, содержа-
щейся до начала эксперимента при естественном 
рассеянном освещении и температуре 17°С, пока-

Рис. 1. Сканирующая электронная микроскопия 
здоровых клеток Emiliania huxleyi (а) и  вирусных 
частиц штамма EhV-SS2 (б, в, г); стрелкой отмечен 
вирус на поверхности кокколита, размерная шкала 
0.5 мкм (г).
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зана высокая эффективности работы ФС II. Сред-
нее значение Fv/Fm составило 0.63 ± 0.02, что близ-
ко к  максимально возможным величинам этого 
параметра для морских микроводорослей.

Результаты сканирующей электронной ми-
кроскопии показали, что вирусные частицы 
выделенного штамма EhV-SS2 имели форму 
икосаэдра с  диаметром 124–174 нм (рис. 1б–г). 
Вирусная суспензия, обработанная хлорофор-
мом, теряла свою инфекционную активность, 
в  результате чего лизис клеток водорослей не 
наблюдался. Это может свидетельствовать о  на-
личии суперкапсида у изучаемого вируса. Исход-
ный титр неразбавленной вирусной суспензии 
составлял 2.50 (± 0.16)×105 вирусных частиц/мл.

Влияние альговируса на E. huxleyi при разном 
уровне питательных веществ

Начальная численность клеток водорослей 
во всех вариантах эксперимента составляла 1.00 

(±0.12)×106 кл/мл. В  контроле на полной сре-
де f/2 наблюдался наибольший прирост клеток 
культуры. Максимальная их численность, со-
ставившая 6.4×106 кл/мл, была достигнута через 
192 ч от начала эксперимента, а затем постепен-
но снижалась (рис. 2а). При дефиците азота или 
фосфора в  среде, а  также на морской воде без 
макроэлементов рост водорослей замедлялся, 
в  результате чего численность клеток в  макси-
муме была в  2–2.4 раза ниже, чем на полной 
среде, после чего наблюдалось ее снижение 
(рис. 2 б–г).

Исходная численность EhV-SS2 в  экспери-
ментах была равна 2.50 (±0.16)×104 вирусных 
частиц/мл. Клетки E. huxleyi в  присутствии ви-
русной инфекции показали начало замедления 
прироста относительно контроля после 53 ч 
экспозиции, достигнув максимальных значений 
численности через 101 ч (рис. 2a–г). На полной 
среде она составила 4.2×106 кл/мл, на среде без 

Рис. 2. Динамика численности клеток Emiliania huxleyi под влиянием вирусной инфекции: 1 – неинфицированные 
клетки; 2 – инфицированные клетки; 3 – “голые” клетки; а – полная среда f/2; б – среда без азота; в – среда без 
фосфора; г – морская вода без биогенных элементов.

1

2 

3
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азота  – 2.7×106 кл/мл, на среде без фосфоц-
ра  – 2.1×106 кл/мл. На морской воде, лишен-
ной питательных веществ, численность клеток 
в  максимуме была равна 1.7×106 кл/мл. За этот 
временной интервал (53–101 ч) средняя величи-
на удельной скорости роста водорослей состави-
ла на полной среде 0.14 сут.–1, на среде без азо-
та  – 0.10 сут.–1, без фосфора  – 0.09 сут.–1, тогда 
как на морской воде без азота и фосфора клетки 
практически не делились. Полученные значе-
ния удельной скорости роста были существенно 
ниже соответствующих контрольных величин 
(табл. 1). Их различия по критерию Стьюдента 
были статистически значимы (P £ 0.0005). Отно-
шение Fv/Fm водорослей к концу анализируемого 
периода (101 ч) в опыте было ниже контрольных 
значений (рис. 3а–г). Его среднее значение на 

полной среде составило 0.48, на среде без азо-
та – 0.51, без фосфора – 0.48 и на морской воде, 
обедненной по биогенным веществам  – 0.47. 
Полученные величины были достоверно ниже 
исходного значения Fv/Fm (0.63) согласно кри-
терию Стьюдента. Для всех вариантов опыта 
последний показатель превышал критические 
значения (P £ 0.026). Важно отметить, что эф-
фективность работы ФС II как в  контроле, так 
и  в  опыте в  процессе эксперимента в  большей 
мере снижалась при дефиците фосфора, чем 
азота. Однако эти различия были слабыми.

В интервале времени с 101 по 168 ч в опыте 
на полной среде и  в  условиях дефицита азота 
наблюдалось слабое снижение численности кле-
ток водорослей вследствие их разрушения под 
действием вирусов. В  среде без фосфора и  на 

Рис. 3. Динамика максимальной эффективности фотосистемы II (Fv/Fm) под влиянием вирусной инфекции: 1 – 
неинфицированные клетки; 2 – инфицированные клетки; а – полная среда f/2; б – среда без азота; в – среда без 
фосфора; г – морская вода без биогенных элементов.

1

2 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ         том 71          № 6          2024

790	 СТЕЛЬМАХ и др.

морской воде без биогенных элементов количе-
ство водорослей было практически постоянным, 
однако появились единичные лизированные 
клетки. В последующий период с 168 по 264 ч на 
полной среде происходило быстрое отмирание 
водорослей в  результате их вирусного лизиса. 
При дефиците азота, фосфора или на обеднен-
ной по биогенным элементам морской воде этот 
процесс замедлялся. За указанный временной 
интервал среднее значение удельной скоро-
сти отмирания E. huxleyi на среде f/2 составило 
0.95 сут.–1, на среде, лишенной азота – 0.19 сут.–1, 
без фосфора – 0.18 сут.–1. Эти значения были до-
стоверно выше величин в  контроле (P £ 0.039), 
где наблюдалась естественная гибель клеток по-
сле достижения стационарной фазы роста. На 
морской воде без биогенных элементов удель-
ная скорость отмирания водорослей под дей-
ствием вирусов была равна в среднем 0.44 сут.–1 
и достоверно не отличалась от этого показателя 
в контроле (табл. 1). 

Исследования с  помощью сканирующей 
электронной микроскопии показали, что на 
стадии отмирания инфицированной вирусом 
культуры можно было наблюдать различную 
степень разрушения клеток (рис. 4а–в). Однако 
часть клеток оставалась живой, а  некоторые из 
них при этом сбрасывали кокколиты (рис.  4  г). 
Диаметр “голых” клеток был в 2.5–3.5 раза мень-
ше, чем покрытых кокколитами. Относительное 
их содержание на полной среде к концу экспери-
мента достигло 95% (рис. 2а), а эффективность 
работы ФС II, измеренная в  это время, свиде-
тельствовала о  достаточно высокой степени их 
функциональной активности (Fv/Fm = 0.41). На 
морской воде доля “голых” клеток через 264  ч 
была равна 10%, а  в  условиях дефицита азота 
или фосфора она снижалась до 1–2%. В это вре-
мя общая численность культуры в  присутствии 
вирусной инфекции составляла на полной сре-
де 14% от максимального значения. На среде  

без азота или фосфора она достигла 70%, а  на 
морской воде без минерального питания – 44%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Описанные в литературе штаммы альговиру-

са, поражающего клетки E. huxleyi (EhV), имеют 
форму икосаэдра диаметром от 140 до 200 нм 
[25–27]. Диаметр вирусных частиц выделенно-
го нами штамма альговируса, обозначенного 
как EhV-SS2, был близок к этим размерам. Для 
него, как и  для других штаммов, инфицирую-
щих E.  huxleyi, характерно наличие суперкап-
сида  – дополнительной липидной оболочки, 
окружающей вирус [25, 28]. Ранее было показа-
но, что разные штаммы EhV имеют большие ге-
номы двухцепочечной ДНК размером примерно 
410  кб. Филогенетический анализ генов ДНК-

Таблица 1. Удельная скорость роста и отмирания E. huxleyi в присутствии вирусной инфекции (О) 
и в контроле (К)

Среда
Среднесуточная удельная скорость роста 

(сут.–1) за период с 53 по 101 ч 

Среднесуточная удельная 
скорость отмирания (сут.–1) за 

период с 168 по 264 ч

К О К О

f/2 0.24 ± 0.02 0.14 ± 0.01 0.33 ± 0.04 0.95 ± 0.09

f/2-N 0.20 ± 0.01 0.10 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.19 ± 0.02

f/2-P 0.25 ± 0.02 0.09 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.18 ± 0.02

Без f/2 0.24 ± 0.03 0.02 ± 0.01 0.38 ± 0.05* 0.44 ± 0.04*

Примечание. Представлены средние значения и стандартное отклонение
* – достоверные отличия между опытом и контролем отсутствовали.

Рис. 4. Сканирующая электронная микроскопия 
клеток Emiliania huxleyi на различной стадии пора-
жения вирусной инфекцией: а, б  – ранняя стадия; 
в – поздняя стадия; г – “голые” клетки.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 6          2024

	 ВЛИЯНИЕ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ НА КОККОЛИТОФОРИДУ 	 791

полимеразы этих вирусов позволил заключить, 
что они принадлежат к  семейству альговирусов 
Phycodnaviridae [25].

Одним из факторов, влияющих на успех кон-
такта альговирусов с водорослями, является ис-
ходная численность вирионов в  среде. Низкий 
титр последних вызывает существенное увеличе-
ние продолжительности латентного периода, т.е. 
времени начала выхода вирусных частиц из кле-
ток хозяина при их разрушении. По нашим дан-
ным, при оптимальных условиях начало гибели 
клеток E. huxleyi под действием литического ви-
руса с исходным титром в экспериментах 2.5×104 
вирусных частиц/мл наблюдалось лишь через 
101 ч от начала исследования. При этом опубли-
кованные нами ранее результаты [14] показали, 
что при более высоком исходном титре вируса 
(≥107 вирионов/мл), поражающего зеленую ми-
кроводоросль Tetraselmis viridis (Rouchijajnen) 
R.E.Norris, Hori & Chihara, этот процесс начи-
нался через 40 ч. Подобные результаты получе-
ны и в экспериментах по исследованию контакта 
литического вируса EhV1 с  клетками E. huxleyi 
[29]. В  рамках наших исследований латентный 
период, составивший 101 ч, условно можно 
разделить на два интервала. В  течение первого 
временного интервала (0–53 ч) прирост числен-
ности клеток E. huxleyi в опыте и контроле был 
одинаков. В течение второго интервала (с 53 по 
101 ч) наблюдалось замедление прироста водо-
рослей. Величина Fv/Fm к концу этого интервала 
на полной среде была на 37% меньше контро-
ля, на среде без азота  – на 26%, на среде без 
фосфора  – на 19% и  на морской воде без био-
генных элементов – на 14%. Это позволило нам 
заключить, что вирусная инфекция проявляет 
наибольшую активность в  клетках водорослей 
в  условиях достаточного содержания биоген-
ных элементов. Следует отметить, что в  целом 
влияние инфицирования вирусом культуры ис-
следуемой кокколитофориды на параметр Fv/Fm 
было слабым. Вероятно, это связано с  тем, что 
переменная флуоресценция хлорофилла свой-
ственна только неинфицированным клеткам, 
а также клеткам на самых ранних стадиях пора-
жения вирусом, тогда как лизированные клетки 
неспособны к этому и не вносят вклад в сигналы, 
на основании которых рассчитывается величи-
на Fv/Fm. Как отмечено в работе [29], успешное 
инфицирование культуры E. huxleyi литическим 
вирусом приводит не только к  снижению ве-
личины Fv/Fm, но и  к  быстрой деградации кле-
точных компонентов, а также к повышению экс-
прессии белка метакаспазы, что способствует, 
по мнению авторов, облегчению процесса лизи-
са клеток хозяина.

Даже при высокой исходной численности 
вирусов в среде успех их контакта с микроводо-
рослями зависит от ряда биотических и абиоти-

ческих факторов. Среди биотических факторов 
следует отметить численность клеток хозяев 
альговирусов. По мере увеличения этого пара-
метра происходит сокращение латентного пери-
ода патогена и усиление его репликации в водо-
рослевых клетках [30, 31]. Важную роль играет 
физиологическое состояние водорослей, от ко-
торого зависит их чувствительность к  вирусу. 
В экспоненциальной фазе роста они в большей 
мере подвержены инфицированию, чем в  ста-
ционарной фазе [32]. В наших экспериментах по 
исследованию влияния альговируса EhV-SS2 на 
культуру кокколитофориды E. huxleyi начальная 
численность клеток водорослей была высокой 
(1×106 кл/мл) и при этом соответствовала экспо-
ненциальной фазе роста для заданных условий. 
Структура вирионов также влияет на скорость 
процесса инфицирования их хозяев. Латент-
ный период для альговирусов, образованных на 
основе двухцепочечной ДНК, более короткий по 
сравнению с вирусами, содержащими одноцепо-
чечную РНК [33].

Установлено, что такие макроэлементы как 
фосфор и азот, а также микроэлементы, напри-
мер железо, влияют на репликацию вирусных 
частиц. Когда концентрация железа ограниче-
на, выработка водорослевых вирусов замедля-
ется [34]. В  нашем исследовании показано, что 
на полной среде f/2 лизис клеток водорослей 
под действием вируса происходит с наибольшей 
скоростью, а  при дефиците азота или фосфора 
замедляется примерно в пять раз. Однако в ряде 
работ обнаружено, что роль азота и  фосфора 
в  регуляции вирусного инфицирования водо-
рослей неодинакова. Некоторые авторы пола-
гают, что фосфор играет основную роль в  этих 
процессах. Они отмечают, что в  условиях низ-
кого его содержания в  воде продукция вирусов 
в  клетках E. huxleyi снижалась на 70% относи-
тельно контроля [9], в клетках Micromonas pusilla 
это значение было меньше на 80%, а  латент-
ный период увеличился на 150% [19]. Однако 
по данным других авторов, проводившим экс-
перименты по контакту водорослевых вирусов 
с  культурой Phaeocystis globosa, дефицит азота 
тормозил процессы вирусного заражения ее кле-
ток в  большей степени, чем дефицит фосфора 
[20]. Подобные результаты получены нами при 
исследовании влияния вирусного патогена на 
культуру зеленой водоросли T. viridis [14]. По-
казано, что отсутствие азота в  среде приводило 
к  снижению скорости гибели клеток, поражен-
ных вирусом в  3.2 раза относительно контро-
ля, тогда как в  случае дефицита фосфора этот 
процесс замедлялся в  2.4 раза. Такие различия 
можно объяснить тем, что для воспроизводства 
вирусных частиц требуется в  6 раз больше азо-
та, чем фосфора. Выявлено, что стехиометрия 
C : N : P у вирусов составляет примерно 17 : 6 : 1 
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[35]. Это также означает, что потребности в азоте 
и фосфоре у них существенно больше, чем у ми-
кроводорослей, у  которых подобное соотноше-
ние при оптимальных условиях равно 106 : 16 : 1 
[36]. Можно предположить, что в  зависимости 
от содержания азота и фосфора в морской воде 
активность альговирусов будет меняться, что 
в  разной степени повлияет на клетки хозяина, 
а  значит и  на структуру фитопланктонного со-
общества. 

Установлено, что ФС II микроводорослей 
чувствительна к  дефициту как фосфора, так 
и  азота. Причем недостаток последнего, как 
правило, в  большей мере влияет на эффектив-
ность ее работы. Однако у некоторых видов во-
дорослей флуоресцентные параметры, отража-
ющие функционирование фотосистемы, при 
недостатке фосфора ниже, чем при дефиците 
азота [14, 37], что показано и  в  данной работе. 
Кроме того, по нашим данным, в контроле при 
отсутствии в среде обоих элементов значения Fv/
Fm исследуемой кокколитофориды к  концу экс-
перимента были ниже, чем при наличии одного 
из них. Это может означать, что ее физиологиче-
ское состояние на морской воде, лишенной азо-
та и  фосфора, ухудшается в  наибольшей степе-
ни. Вероятно, по этой причине вирусный лизис 
клеток E. huxleyi, содержащейся на морской воде 
без биогенных элементов, происходил гораздо 
быстрее, чем при дефиците азота или фосфора.

К концу нашего эксперимента в  опытных 
склянках, несмотря на присутствие литическо-
го вируса, были отмечены живые клетки водо-
рослей. На полной среде, где выявлен наиболее 
интенсивный лизис культуры, их относительное 
содержание было минимальным, тогда как на 
среде без азота или фосфора  – максимальным. 
Промежуточная величина получена на морской 
воде, лишенной биогенных веществ. Среди них 
наблюдались так называемые “голые” клетки, 
лишенные кокколит. Их наибольшее относи-
тельное количество, достигшее 95%, отмече-
но на полной питательной среде, тогда как на 
морской воде без биогенных веществ оно было 
почти в  10 раз меньше, а  в  условиях дефицита 
азота или фосфора составляло 1–2%. Эти клет-
ки были неподвижны и  обладали достаточно 
высокой функциональной активностью. Как от-
мечено ранее [38], неподвижные “голые” клет-
ки культуры E. huxleyi, находившейся в контакте 
с литическим вирусом, были диплоидными и, по 
мнению авторов, являлись устойчивыми к  дей-
ствию данного патогена.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изолированный из прибрежных вод Чер-

ного моря альговирус, условно обозначенный 
как EhV-SS2, является одним из крупнейших 

известных науке водорослевых вирусов. Его 
продолжительный латентный период (101 ч), за-
регистрированный нами во всех вариантах экс-
перимента по появлению в  культуре E. huxleyi 
первых лизированных клеток, обусловлен отно-
сительно низким исходным титром. Он был на 
четыре порядка ниже максимально возможного 
титра вирусов, поражающих данную кокколито-
фориду. Самая высокая скорость вирусного ли-
зиса наблюдалась на полной среде f/2. Дефицит 
фосфора или азота приводил к  снижению ско-
рости гибели инфицированных клеток. Это, ве-
роятно, связано с  ослаблением репликации ви-
русных частиц в них в условиях дефицита одного 
из питательных веществ. Скорость вирусного 
лизиса как при отсутствии азота, так и фосфора 
была практически одинакова. В то же время мак-
симальная эффективность работы ФС II нели-
зированных клеток водорослей была более чув-
ствительна к  дефициту фосфора, чем азота. На 
морской воде без обоих биогенных элементов 
гибель инфицированных вирусом клеток проис-
ходила быстрее, чем при дефиците одного из них. 
Это связано, вероятно, с  наибольшим ухудше-
нием функционального состояния водорослей 
и устойчивости к патогену в заданных условиях. 
Полный лизис культуры E. huxleyi к концу экспе-
римента не наблюдался даже на среде f/2, а 95% 
ее клеток были лишены кокколит, что можно 
рассматривать как защитную реакцию водорос-
лей на действие вирусной инфекции. Можно 
предположить, что в  море в  зависимости от со-
держания биогенных веществ в воде активность 
альговирусов, поражающих E. huxleyi, будет ме-
няться, что в  разной степени повлияет на клет-
ки хозяина, а значит и на структуру фитопланк-
тонного сообщества, важной частью которого 
является эта мелкая кокколитофорида.
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