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С помощью метода сканирующей электронной микроскопии впервые выполнена видовая иденти-

фикация черноморской диатомовой водоросли Skeletonema costatum. Культура исследуемого вида, 

выделенная три года назад, имеет низкие значения максимальной эффективности работы фотоси-

стемы II, скорости электронного транспорта и удельной скорости роста. В культуре, полученной в 

2022 г., эти параметры были в несколько раз выше. Сделано заключение о необходимости исполь-

зования в экспериментальных работах и экологическом мониторинге новых штаммов культуры, 

выделенных из планктона перед началом исследований.   
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Введение. Диатомовые водоросли –

один из главных компонентов практиче-

ски всех морских экосистем. По многим 

показателям (видовое разнообразие, 

численность, первичная продукция, уча-

стие в круговороте веществ) они зани-

мают лидирующие позиции среди раз-

личных групп микроводорослей. Суще-

ствуют разные оценки, но даже по са-

мым осторожным из них, эта группа во-

дорослей продуцирует почти пятую 

часть мировой первичной продукции, 

внося существенный вклад в глобальный 

круговорот элементов, прежде всего, уг-

лерода, кислорода и кремния [1]. Диато-

мовые водоросли являются важным ис-

точником пищи для зоопланктона и про-

стейших, в первую очередь, для гетеро-

трофных флагеллят [2]. В планктоне 

Черного моря диатомовые водоросли 

вместе с динофитовыми создают основ-

ную численность и биомассу суммарно-

го нано- и микрофитопланктона [3]. 

Среди них следует отметить такой мас-

совый вид, как Skeletonema costatum

(Greville) Cleve, который в течение цело-

го ряда десятилетий вызывал «цветение 

воды» в прибрежных водах Черного мо-

ря в районе Крымского полуострова в 

конце февраля – начале марта [4]. Этот 

вид является пелагическим, неритиче-

ским, эвритермным и эвригалинным, а 

поэтому широко распространен в водах 

Мирового океана [5]. Культуры данного 

вида используются для выполнения эко-

лого-физиологических, токсикологиче-

ских и биотехнологических исследова-

ний и экологического мониторинга [6, 

7].  
Видовая идентификация микроводо-

росли Skeletonema costatum, выделенной 
из планктона прибрежных вод Черного 
моря у берегов Крыма, до настоящего 
времени осуществлялась лишь с помо-
щью световой микроскопии [4]. Однако
сейчас уже известно, что представителей
этого рода трудно различать под свето-
вым микроскопом и для определения их 
видовой принадлежности необходимо 
выполнение не только световой, но и 
электронной микроскопии [8]. 

Одним из основных условий для 

проведения исследований на культурах

является их оптимальное физиологиче-

ское состояние, предполагающее макси-

мальные значения функциональных па-

раметров (скорости роста, эффективно-

сти работы фотосистемы II и скорости 

электронного транспорта) в фазе экспо-

ненциального роста водорослей. Вместе 

с тем, при длительном содержании неко-
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торых культур в лабораторных условиях 

их функциональное состояние может 

существенно отличаться от оптимально-

го. 

Цель настоящего исследования – 

установить видовую принадлежность 

выделенного из планктона прибрежных 

вод Черного моря представителя рода 

Skeletonema с помощью методов свето-

вой и электронной микроскопии и оце-

нить функциональное состояние и 

структурные параметры культур этого 

вида, содержащихся в коллекции в тече-

ние разного временного интервала. 

Материалы и методы исследова-

ния. Объектом исследования являлись 

два штамма альгологически чистых кло-

новых культур диатомовой водоросли 

Skeletonema costatum (Greville) Cleve, 

выделенных из планктона поверхност-

ных прибрежных вод Черного моря в 

районе Севастополя в марте 2019 и 2022 

гг. Культуры содержали в чашках Петри 

при естественном рассеянном освещении 

и температуре 18С на питательной сре-

де f/2 [9].  

Исследованный вид был идентифи-

цирован с помощью методов световой и 

сканирующей электронной микроско-

пии. В первом случае использовали све-

товой микроскоп «Olympus CX 33» 

(Япония), во втором – сканирующий 

электронный микроскоп «Hitachi 

SU3500» (Япония).  

В экспериментах, выполненных в ап-

реле 2022 г., для получения кривых 

накопительного роста и параметров 

флуоресценции 2 штамма водорослей 

помещали в колбы объемом 100 мл и 

экспонировали при интенсивности не-

прерывного света 17 и 85 мкЭ·м
-2

·с
-1

 в 

диапазоне ФАР в течение двух – четырех 

суток при температуре 20–21С. Каждый 

вариант опытов выполнялся в двух по-

вторностях. В ходе экспериментов из 

каждой колбы с водорослями ежесуточ-

но отбирали аликвоты объемом 4–5 мл в 

трех повторностях для учета численно-

сти клеток и их линейных размеров, а 

также с целью определения флуорес-

центных параметров Fv/Fm  и F
'
v/F

'
m .

Для исследования светозависимого 

роста клеток штамма, содержащегося в 

коллекции в течение месяца, экспонен-

циально растущую культуру переносили 

в колбы объемом 200 мл, которые экс-

понировали при 8 различных интенсив-

ностях непрерывного света в диапазоне 

от 8,5 до 680 мкЭ·м
-2

·с
-1

. Интенсивность 

света измеряли с помощью автоматиче-

ского регистрирующего устройства «LI-

1500 (LI-COR)», оснащенного кванто-

вым датчиком «LI-190R» (США). Водо-

росли были акклимированы к каждой 

интенсивности в течение 3–4-х суток. 

После чего осуществляли отбор проб в 

трех повторностях для определения чис-

ленности клеток, их размеров, содержа-

ния органического углерода и азота в 

клетках, а также концентрации хлоро-

филла а. 

Учет численности клеток, измерения 

их линейных размеров осуществляли с 

помощью световых микроскопов «Olym-

pus CX 33» (Япония) и «Carl Zeiss Primo 

Star» (Германия) при общем увеличении 

системы 400 крат. Линейные размеры 

оценивали для выборки, объемом не ме-

нее 30 клеток. Объем клеток вычисляли 

по методике [10]. Удельную скорость 

роста рассчитывали по формуле 

µ = ln(N2)/ln(N1), 

где N1 – исходная численность клеток в 

1 мл, N2 – численность клеток через сут-

ки. 
Для определения концентрации хло-

рофилла а использовали пробы объемом 
10 мл в трех повторностях, профильтро-
ванные через мембранные фильтры GF/C 
(«Whatman» (Германия)). Пигменты экс-
трагировали в 90%-ном водном растворе 
ацетона в течение 12 ч при температуре 
8ºС. Концентрацию Хл а определяли 
флуориметрическим методом с подкис-
лением с помощью лабораторного флуо-
риметра «Turner Trilogy» (США), калиб-
ровку которого осуществляли по чисто-
му Хл а. Расчеты осуществляли по фор-
муле, представленной в работе [11]. От-
носительная ошибка определений не 
превышала 10%. 
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Содержание органического углерода 

и азота в клетках определяли методом 

газо-адсорбционного хроматографиче-

ского анализа на газоанализаторе «CHN-

1» (Германия). Для этого суспензию во-

дорослей осаждали на стекловолокни-

стые фильтры Whatman GF/С, предвари-

тельно прокаленные при 300ºС в течение 

суток. Сухие фильтры с навеской водо-

рослей сжигали в CHN-анализаторе [12]. 

Измерения Fv/Fm, а также F
'
v/F

'
m при

семи различных интенсивностях света в 

диапазоне 10–1000 мкЭ·м
-2

·с
-1

 осуществ-

ляли на ПАМ флуориметре «Aqua Pen-C 

AP 110» (Чешская Республика). Относи-

тельная погрешность определений пока-

зателей не превышала 5%. Значения 

rETR в относительных единицах рассчи-

тывали на основе произведения F
'
v/F

'
m,

соответствующей интенсивности света и  

коэффициента 0,5, который учитывает 

распределение световой энергии между 

двумя фотосистемами в равных долях 

[13]. 
Обработка данных выполнена в про-

грамме Excel 2007 для Windows. Были 
рассчитаны среднеарифметические зна-
чения исследуемых параметров и стан-
дартное отклонение. Статистическая 
значимость различий между вариантами 
определялась по t-критерию Стьюдента. 
Построение графиков осуществлялось с 
помощью программы Grafer 7. 

Результаты исследования. Резуль-
таты световой микроскопии показали, 
что у исследуемого вида водорослей 
клетки диаметром 10–12 мкм, имеющие 
линзовидную форму, объединены в 
длинные цепочки с помощью краевого 
кольца прямых выростов. Имеется один 
пластинчатый хроматофор, прилегаю-
щий к створке (рис. 1А). 

Рис. 1. Skeletonema costatum: А – световая микроскопия, фрагмент цепочки; В – D – СЭМ: В, С – 

створки двух клеток, соединенные выростами: вставочные выросты (красная стрелка), внешняя 

пора – белая стрелка; D – римопортула (красная стрелка), когтевидные выступы – белая стрелка 

Fig. 1. Skeletonema costatum: A – light microscopy, fragment of chain; B – D – SEM: B, C – valves 

of two cells connected by fultoportla processes: intercalary fultoportula processes (red arrow), 

external pore (white arrow); D – rimoportula (red arrow), clawlike protrusion (white arrow) 

91



Monitoring systems of environment No 1 (51) 2023 

На изображениях, полученных с по-
мощью сканирующего электронного 
микроскопа, видно, что вставочные вы-
росты представляют собой уплощенные 
трубки с внешней порой в основании и 
продольным швом, идущим от поры к 
концу выроста (рис. 1B, C). Соединения 
вставочных выростов двух соседних 
клеток могут быть двух видов. В первом 
случае один вырост соединен только с 
одним выростом противоположной 
створки, образуя прямую линию. Тогда 
как во втором случае боковые расшире-
ния кончика выроста присоединяются к 
расширениям смежных выростов проти-
воположной створки. В обоих случаях на 
уровне стыков выростов видна сплошная 
линия (рис. 1B, C). Терминальные выро-
сты заканчиваются когтевидным высту-
пом. На некотором удалении от центра 
створки расположена римопортула с 

наружным отростком (рис. 1D). Сопо-
ставление полученных нами данных с 
результатами по световой и электронной 
микроскопии, выполненными ранее для 
представителей рода Skeletonema [8], 
позволяет заключить, что исследуемая 
культура относится к виду S. costatum. 

Исследования двух штаммов данного 
вида свидетельствуют о существенных 
различиях их структурных и функцио-
нальных характеристик. Первый штамм, 
содержащийся в коллекции в течение 
месяца, характеризовался интенсивным 
приростом в накопительной культуре 
как при низкой, так и при высокой ин-
тенсивности света (рис. 2A). Исследова-
ния двух штаммов данного вида свиде-
тельствуют о существенных различиях 
их структурных и функциональных ха-
рактеристик. 

 

Рис. 2. Динамика численности клеток (A, B) и световая зависимость скорости электронного  

транспорта (C, D) в культуре Skeletonema costatum при низкой и высокой интенсивности света:  

A, C – штамм 1, B, D – штамм 2; красная линия – 85 мкЭ·м
-2

·с
-1

, черная линия – 17 мкЭ·м
-2

·с
-1

  

Fig. 2. Dynamics of the cell abundance (A, B) and light dependence of the electron transport rate (C, D) 

in the Skeletonema costatum culture at the low and high light intensity: A, C – strain 1, B, D – strain 2; 

black line – 17 µE·m
-2

·s
-1

, red line – 85 µE·m
-2

·s
-1
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Первый штамм, содержащийся в 

коллекции в течение месяца, характери-

зовался интенсивным приростом в нако-

пительной культуре как при низкой, так 

и при высокой интенсивности света (рис. 

2A). В течение первых трех суток чис-

ленность клеток при интенсивности све-

та 17 мкЭ·м
-2

·с
-1

 возросла от 3200 до 

320000 кл·мл
-1

. На четвертые сутки 

культура вышла в стационарную фазу, в 

которой прирост клеток не наблюдался. 

При увеличении интенсивности света в 5 

раз прирост водорослей был более ин-

тенсивным, и в результате на третьи сут-

ки численность клеток достигла 350000 

кл·мл
-1

. После чего рост водорослей пре-

кращался.  

Прирост клеток второго штамма S. 

costatum, содержащегося в коллекции 3 

года, в накопительной культуре был 

крайне слабым и на вторые сутки экспе-

римента при низкой интенсивности света 

численность клеток достигла значений, 

которые в 8 раз ниже, чем у первого 

штамма в это же время (рис. 2B). При 

высокой интенсивности света эти разли-

чия составили 9 раз.  

Средние значения объема клеток 

вновь выделенной культуры при низких 

и высоких значениях интенсивности све-

та достоверно не различались (р> 0.05) и 

были равны 358 и 342 мкм
3
 соответ-

ственно (см. табл.). Для трехлетней 

культуры характерны более мелкие 

клетки, средний объем которых при низ-

кой интенсивности света составил в 

среднем 94 мкм
3
, тогда как при высокой 

– 161 мкм
3
.

Значения удельной скорости роста

клеток водорослей, определенные за 

двое суток экспоненциального роста, у 

первого штамма при двух интенсивно-

стях света были равны в среднем 1,74 и 

2,21 сутки
-1 

соответственно. У второго 

штамма этот показатель при интенсив-

ности света 17 мкЭ·м
-2

·с
-1

 составил 0,85 

сутки
-1

, а повышение освещенности в 5 

раз вызвало его увеличение до 1,07 сут-

ки
-1

. Величина rETR у штамма 1, адапти-

рованного к низкой и высокой интен-

сивности света, возрастала во всем све-

товом диапазоне (10–1000 мкЭ/м
-2

·с
-1

) и 

достигла в среднем 120 и 185, соответ-

ственно при максимальной световой ин-

тенсивности (рис. 2C). Достоверные раз-

личия этого показателя наблюдались в 

диапазоне 300–1000 мкЭ/м
-2

·с
-1

 (р≤ 0,03). 

У штамма 2 значения данного параметра 

были существенно ниже, чем у штамма 

1, и достоверно не различались между 

культурами, адаптированными к двум 

интенсивностям света (р> 0,05) (рис. 2 

D). Средние значения Fv/Fm у двух 

штаммов различались в несколько раз. 

Для первого штамма, адаптированного к 

низкой и высокой интенсивности света, 

они составили 0,70 и 0,65, для второго – 

0,19 и 0,15 (см. табл.). 

Таблица. Средние значения объема клеток, удельной скорости роста и максимальной эффектив-

ности работы фотосистемы II у двух штаммов Skeletonema costatum в накопительной культуре при 

разных интенсивностях света 

Параметры Штамм 1 Штамм 2 

I = 17 мкЭ·м
-2

·с
-1

 

V, мкм
3
 358±103 94±42 

µ, сутки
-1

2,66±0,24 0,85±0,04 

Fv/Fm, отн.ед. 0,70±0,01 0,19±0,01 

I = 85 мкЭ·м
-2

·с
-1

 

V, мкм
3
 342±143 161±73 

µ, сутки
-1

2,43±0,22 1,20±0,04 

Fv/Fm, отн.ед. 0,65±0,01 0,15±0,01 

В оптимальных температурных усло-

виях и высоком содержании биогенных 

веществ в среде удельная скорость роста 

первого штамма S. costatum при интен-

сивности света 8,5 мкЭ·м
-2

·с
-1

 была рав-

на 0,60 сутки
-1

 и по мере усиления света 

до 100 мкЭ·м
-2

·с
-1

 возрастала, составив в 

максимуме 2,75 сутки
-1

 (рис. 3A). В про-
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цессе дальнейшего увеличения интен-

сивности света рост клеток культуры 

замедлялся и при 690 мкЭ·м
-2

·с
-1

 вели-

чина  была равна лишь 1,59 сутки
-1

. 

Подобный характер изменений выявлен 

и для атомарного отношения C/N, кото-

рое в диапазоне световых интенсивно-

стей 8,5–100 мкЭ·м
-2

·с
-1

 возрастало от 2 

до 5,1, а затем постепенно снижалось до 

3,6. 
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Рис. 3. Зависимость удельной скорости роста и атомарного отношения C/N (А), объема клеток и 

отношения C/Хл а (В) от интенсивности света: красная линия – скорость роста и объем клеток, 

черная линия – C/N и С/Хл а 

Fig. 3. Dependence of specific growth rate and atomic C/N ratio (A), cell volume and C/Chl a ratio (B) 

on light intensity: red line – growth rate and cell volume, black line – C/N and C/Chl a 

Во всем исследованном нами диапа-

зоне величин интенсивности света объем 

клеток возрастал, составив при 8,5 

мкЭ·м
-2

·с
-1

 в среднем 301 мкм
3
, а при 

интенсивности света 690 мкЭ·м
-2

·с
-1

 был 

в 1,7 раза больше (рис. 3B). На участке 

значений световой интенсивности 8,5–

344 мкЭ·м
-2

·с
-1

 отношение С/Хл а увели-

чивалось от 20 до 330, а при усилении 

света до 516 мкЭ·м
-2

·с
-1

 практически не 

изменялось (рис. 3В) и затем резко воз-

растало. 

Обсуждение результатов исследо-

вания. Выполненные нами работы пока-

зали, что все морфологические особен-

ности кремневого панциря клеток иссле-

дуемого вида, выявленные с помощью 

сканирующего электронного микроско-

па, характерны только для S. costatum 

[8]. Это позволило авторам настоящего 

исследования впервые показать, что в 

прибрежных водах Черного моря в рай-

оне Севастополя в весенний период раз-

вивается с разной степенью интенсивно-

сти именно данный вид диатомовых во-

дорослей. 

Исследованная культура имеет ши-

рокое биотехнологическое применение 

для получения липидов, производства 

наноматериалов и полиненасыщенных 

жирных кислот [7, 14]. Экстракты куль-

туры клеток S. costatum продемонстри-

ровали антибактериальные свойства к 

нескольким морским патогенным бакте-

риям [15], что открывает перспективы ее 

использования в медицине и фармацев-

тике. Данный вид водорослей применя-

ется в качестве корма для животных [7]. 

Следовательно, вопрос интенсивного 

культивирования S. costatum является 

крайне актуальным.  

Культуры данного вида используют-

ся при выполнении фундаментальных 

исследований и математическом моде-

лировании первично-продукционных 

процессов в море в системе экологиче-

ского мониторинга [16]. S. costatum яв-

ляется модельным объектом при изуче-

нии реакций микроводорослей на дей-

ствие токсикантов, содержащихся в мор-

ской воде [6]. 
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Однако при длительном содержании 

культуры этой диатомовой водоросли в 

лаборатории ее клетки мельчают, а их 

функциональная активность падает, что 

показано в настоящем исследовании. 

Объем клеток трехлетней культуры S. 

costatum и максимальная скорость роста 

в 2–3 раза меньше этих параметров, ха-

рактерных для штамма, выделенного в 

2022 г. Это означает, что такой штамм не 

пригоден для получения высоких био-

масс и массового культивирования, а в 

работу следует брать свежевыделенную 

культуру. Высокая функциональная ак-

тивность S. costatum необходима и при 

проведении эколого-физиологических 

исследований, моделировании процессов 

роста и первичной продукции в море. 

Новый штамм данного вида показал 

максимально возможные значения 

удельной скорости роста (до 2,75 сутки
-1), 

установленные ранее не только для этого 

вида, но и для других относительно мел-

ких видов диатомовых водорослей [17]. 

При таких значениях скорости роста у S. 

costatum наблюдается высокая актив-

ность фотосистемы II, близкая к макси-

мально возможной и высокое внутри-

клеточное содержание азота (С/N=5,1 

при классическом 6,6). Что касается 

удельного содержания хлорофилла а, то 

этот показатель, судя по величине С/Хл 

а при световом насыщении роста, близок 

к 1% от органического углерода, что яв-

ляется необходимым условием достиже-

ния диатомовыми водорослями и в це-

лом фитопланктона отмеченных высо-

ких значений удельной скорости роста. 
Некоторые авторы приводят более 

низкие значения максимальной удельной 

скорости роста для S. costatum. При тем-

пературе 20°С они были в диапазоне от 

0,85 сутки
-1 

[18] до 1,85 сутки
-1

 [19] и 

могут свидетельствовать либо об откло-

нении экспериментальных условий от 

оптимальных или о длительном содер-

жании культур этого вида в лаборато-

рии, приводящем к снижению функцио-

нальной активности клеток. 

Известно, что оптимальная темпера-

тура для развития данного вида, выде-

ленного из планктона прибрежных вод 

Черного моря, составляет 20–21°С. При 

повышении температуры до 22°С и вы-

ше рост культуры замедляется. Это 

означает, что высокая температура воды 

в море (> 21°С) является одним из ос-

новных факторов, ограничивающих раз-

витие S. costatum в конце весеннего пе-

риода и в начале лета. Интенсивность 

непрерывного света, при которой 

наблюдается максимальный рост данной 

культуры, по нашим данным и результа-

там других авторов [19] была равна 100 

мкЭ/м
-2

·с
-1

, что составляет 9 Э·м
-2

·сутки
-1

. 

Такие значения интенсивности солнеч-

ной радиации у морской поверхности в 

районе Крыма имеют место обычно в 

феврале – марте, в период интенсифика-

ции динамики вод и начала развития S. 

costatum. При дальнейшем усилении све-

та удельная скорость роста данного вида 

снижается. Поэтому в результате повы-

шения интенсивности солнечной радиа-

ции и температуры воды к началу лета 

доля этого вида в суммарном фито-

планктоне прибрежных вод незначи-

тельна даже при высоком содержании 

биогенных веществ в среде [20]. 
Заключение. С помощью методов 

световой и сканирующей электронной 
микроскопии установлено, что мелко-
клеточная диатомовая водоросль рода 
Skeletonema, регулярно вызывавшая 
«цветение воды» в прибрежных районах 
Черного моря у Севастополя в феврале 
или в начале марта, относится к виду S. 
costatum. Показано, что максимальное 
значение удельной скорости роста (2,75 
сутки

-1
) данного вида наблюдается в 

культуре, выделенной из планктона Чер-
ного моря за один месяц до начала ис-
следований. Высокой скорости роста 
культуры способствовало низкое ато-
марное отношение С/N (5,1), отражаю-
щее высокий внутриклеточный пул азо-
та, а также оптимальное удельное со-
держание хлорофилла а, составившее 
около 1% от органического углерода. 
Световое насыщение скорости роста ис-
следованной культуры было достигнуто 
при 100 мкЭ·м

-2
·с

-1
, что составляет 9 

Э·м
-2

·сутки
-1

 и соответствует суммарной 
суточной величине ФАР у морской по-
верхности, характерной для конца зим-
него периода у берегов Крыма. При 
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дальнейшем усилении света удельная 
скорость роста данного вида снижается. 
По этой причине, а также вследствие 
повышения к началу лета температуры 
воды наблюдается сокращение доли это-
го вида в суммарном фитопланктоне 
прибрежных вод моря в районе Севасто-
поля.  

Культура S. costatum, содержащаяся 

в коллекции водорослей в течение трех 

лет, имела низкие величины эффектив-

ности работы фотосистемы II и относи-

тельной скорости электронного транс-

порта по сравнению с вновь выделенным 

штаммом, что послужило основной при-

чиной существенного снижения ее 

удельной скорости роста даже при опти-

мальных условиях среды. Объем клеток 

в этой культуре был в 3–4 раза меньше, 

чем у нового штамма. Использование 

такой культуры в эколого-физиологи-

ческих, экологических и токсикологиче-

ских исследованиях, а также в биотехно-

логических комплексах крайне нежела-

тельно. 
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SPECIES IDENTIFICATION AND PHYSIOLOGICAL STATE OF THE BLACK SEA 

MICROALGAE SKELETONEMA COSTATUM IN ECOLOGICAL MONITORING SYSTEMS 

O.S. Alatartseva, L.V. Stelmakh, I.I. Babich 

A.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Nachimov Av., 2 

Using the method of scanning electron microscopy, the species identification of the Black Sea diatom 

Skeletonema costatum was performed for the first time. The culture of the studied species, isolated three 

years ago, has low values of the maximum efficiency of photosystem II, the electron transport rate, and 

the specific growth rate. In the culture obtained in 2022, these parameters were several times higher. It is 

concluded that before starting the research it is necessary to use new culture strains isolated from plank-

ton in experimental work and environmental monitoring. 

Keywords: diatoms, Skeletonema costatum, Black Sea, efficiency of the photosystem II, growth rate, 

electron microscopy. 
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