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ВВЕДЕНИЕ
Среди различных направлений рыбохозяйственных исследований в РФ в настоящее время трудно назвать более актуальное, чем расширенное воспроизводство биологических ресурсов и повышение продуктивности шельфовых зон. На юге России такие зоны есть в Азово-Черноморском бассейне. Одним из основных объектов культивирования на Чёрном море является мидия Mytilus galloprovincialis. 
Есть виды двустворок, приуроченные к солоноватоводным районам. К таким акваториям относится Азовское море, а также кутовые части некоторых бухт Севастополя, где отмечается распреснение за счет поступления туда подземных и наземных источников пресных вод. Эти районы также могут быть перспективны для выращивания съедобных моллюсков, обычно встречающихся в этих средах. Один из таких видов - Cerastoderma glaucum, кулинарный потенциал которого не уступает таковому известной Cerastoderma edule [Ivell, 1979]. В Тунисе исследователи также считают этот вид интересным кандидатом для выращивания [Derbali et al. 2012]. Этот солоноватоводный моллюск-фильтратор, распространен в южном Средиземноморье, доминирует на песчаном дне в защищенных бухтах и лагунах, и считается ключевым видом макробентоса в умеренных широтах. Крупные поселения он формирует в Азовском море, а также встречается в значительных количествах в бухтах Севастополя. 
Еще один часто встречаемый в прибрежной зоне Черного и Азовского морей вид – венерка Chamelea gallina.  Это роющий вид – фильтратор. Венерка серая распространена по всему Средиземноморью, достигая берегов Алгарве в Португалии, Чёрного моря и Мраморного моря, а также встречается на северных побережьях Марокко. В средиземноморье это промысловый вид. За последние 20 лет сектор промысла этих моллюсков пережил серьёзный кризис, вызванный локальными явлениями массовой гибели моллюсков, как хронической, так и эпизодической [Grazioli et al., 2022]. Вид считается перспективным для культивирования.
Искусственное разведение двустворчатых моллюсков имеет многовековую историю и в настоящее время в России наблюдается тенденция к увеличению объёмов их культивирования. Обусловлено это необходимостью обеспечения населения пищевыми продуктами повышенной пищевой и биологической ценности. Как известно, ценность пищи определяется не только калорийностью, а её химическим составом и сбалансированностью входящих компонентов, в связи с чем возникла необходимость в исследованиях накопления и распределения в тканях культивируемых моллюсков биологически активных веществ, какими являются каротиноидные пигменты. Исследования по каротиноидам мидий, сердцевидки и венерки единичны, по сути, на Черном море этой проблемой занимается только одна группа исследователей [Бородина, 2008; Бородина, Задорожный, 2020; 2021; Бородина Солдатов, 2014]. В тканях этих моллюсков содержится значительное количество каротиноидов, что определяет их пищевую ценность. Эти соединения не синтезируются в моллюсках, а поступают с пищей. В результате новейших исследований в области изучения химической структуры каротиноидов и их биологических свойств особый интерес стал проявляться к изучению каротиноидов морского генезиса, которые, ввиду уникальности их строения, обладают высокой биологической активностью, в частности, противоопухолевой, противовоспалительной и т.д. 

В связи с этим исследование накопления этих пигментов в моллюсках, как распространенных на морских фермах, так и перспективных для культивирования, является актуальным.
Проблема исследования. Как известно, морепродукты обладают многими полезными свойствами для здоровья человека. Они содержат широкий спектр БАВ, к которым относятся каротиноиды. Двустворчатые моллюски-фильтраторы, перемещая значительные количества воды через мантийную полость, способны аккумулировать в тканях разнообразные токсиканты. Устойчивость моллюсков к токсическим нагрузкам определяется присутствием в их тканях высокоэффективного антиоксидантного комплекса, в состав которого входят пигменты каротиноидного ряда. Антиоксидантная эффективность отдельных каротиноидов значительно превышает эффективность известного антиоксиданта α-токоферола в 40-540 раз [Miki, 1991]. Поэтому по уровню каротиноидов в их тканях можно судить о физиологическом состоянии организма в целом. 
Интересно было бы сравнить содержание этих пигментов в моллюсках, отличающихся способностью выживания в экстремальных условиях. Мидия менее устойчива к недостатку кислорода и голоданию [Гостюхина, 2012]. C. glaucum хорошо адаптирована к условиям обитания, устойчива к загрязнению, эвтрофикации и другим неблагоприятным факторам [Гостюхина, 2021]. Венерка более чувствительна к высоким температурам и окислительному стрессу, чем мидия [Matozzo et al., 2013]. Все это связано с различием в физиологии и биохимии этих моллюсков. Таким образом, проект направлен на исследование различий содержания и фракционного состава каротиноидов в гонадах черноморских двустворчатых моллюсков, а также в зависимости от пола. 
Объект исследования: каротиноиды.
Предмет исследования: содержание каротиноидов в самцах и самках черноморских двустворчатых моллюсков.
Цель работы — проанализировать содержание каротиноидов в гонадах черноморских двустворчатых моллюсков Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma glaucum и Chamelea gallina в зависимости от пола, а также сравнить фракционный состав пигментов.
Для достижения цели были сформулированы следующие задачи:

1. На основе литературных данных проанализировать половой диморфизм в отношении содержания каротиноидов в двустворчатых моллюсках.
2. Исследовать различия содержания каротиноидов в гнадах самцов и самок Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma glaucum и Chamelea gallina.
3. Провести сравнительный анализ фракционного состава пигментов у мидии, сердцевидки и венерки.
Формулировка гипотезы. Содержание каротиноидов в гонадах двустворчатых моллюсков зависит от пола моллюска. Фракционный состав каротиноидов в тканях моллюсков видоспецифичен. 
Методы и методика. Для проведения исследования использованы следующие методы работы: морфометрические (весовые характеристики органов и тканей мидий), биохимические (экстракция пигментов из мягких тканей мидий, спектрофотометрия, тонкослойная хроматография), статистические (определение средних значений исследуемых показателей, стандартной ошибки, достоверности полученных результатов).
4. Научная новизна полученных результатов. Впервые проведен сравнительный анализ содержания каротиноидов в гонадах черноморских двустворчатых моллюсков Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma glaucum и Chamelea gallina в зависимости от пола.
Теоретическое значение полученных результатов. Полученные результаты имеют теоретическое значение, так как вносят вклад в более глубокое понимание биологии, экологии и физиологии двустворчатых моллюсков.
Практическое значение полученных результатов. Результаты представляют интерес для экологического мониторинга, а также практикующих фермеров и потребителей морепродуктов, поскольку позволяют оценить полезные свойства получаемой продукции морских ферм, и моллюсков из природных популяций.
Личный вклад учащегося. Онникова Анастасия Дмитриевна проанализировала литературные данные по выбранной теме, выполнила лабораторные биохимические анализы. Она подготовила графический материал по результатам исследования, проанализировала полученные данные, обработала их статистически и описала.

Структура и объём работы. Научная работа изложена на 29 страницах машинописного текста, состоит из введения, 3 разделов, выводов, списка использованных источников, который содержит 36 источников (20 иностранных). Текст работы  иллюстрирован 7 рисунками и одной таблицей.

РАЗДЕЛ 1  
ОСОБЕННОСТИ КАРОТИНОИДОВ ДВУСТВОРЧАТЫХ МОЛЛЮСКОВ. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
К настоящему времени идентифицировано более 600 каротиноидов, причём наибольшего структурного разнообразия достигли пигменты, содержащиеся в морских организмах. Каротиноиды синтезируются только в растениях и микроорганизмах и далее передаются по пищевой цепи. В организме многих животных каротиноиды, полученные с пищей, накапливаются и впоследствии могут трансформироваться [Карнаухов, 1988]. 
Показано, что содержание пигментов в тканях мидий зависит от видовой принадлежности микроводорослей, потребляемых моллюсками, так как различные виды водорослей отличаются по размерам и содержанию пигментов. «Вспышки» диатомовых и динофитовых водорослей, входящих в пищевой спектр моллюсков, приводят к значительному увеличению каротиноидов в их тканях [Jensen, Sakshaug, 1970]. 

В биохимической экологии изменение концентрации каротиноидов в организме гидробионтов рассматривают как один из молекулярных механизмов адаптации организма к действию неблагоприятных факторов [Карнаухов, 1988]. Морские организмы, в отличие от наземных, содержат каротиноиды с большим разнообразием функциональных групп и типов химических связей, что увеличивает их реакционную способность по отношению к активным формам кислорода и свободным радикалам [Carotenoids…, 2004]. Благодаря этому большинство гидробионтов обладают в большей или меньшей степени выраженными антиоксидантными свойствами. Вероятно, что наиболее активные каротиноиды-антиоксиданты могут содержаться в организмах, устойчивых к гипоксии, аноксии, температурному и солевому стрессу. Таким морским объектом является солоноватоводный моллюск Cerastoderma glaucum.
Устойчивость гидробионтов к действию неблагоприятных факторов водной среды в значительной мере определяется состоянием систем неспецифической защиты от окислительного стресса, и в том числе антиоксидантной системы, в состав которой входят каротиноиды. Несмотря на универсальный характер действия таких систем, они могут иметь специфику в зависимости от видовых, эволюционных, экологических особенностей организма. Особый интерес представляет изучение состава каротиноидов двустворчатых моллюсков-фильтраторов, испытывающих влияние множества неблагоприятных факторов и частых флуктуаций параметров водной среды, а также накопление каротиноидов в генеративной ткани моллюсков в зависимости от пола. Наиболее актуально сравнение видов моллюсков с разной устойчивостью к недостатку кислорода: чувствительной Chamelea gallina, сравнительно устойчивой Mytilus galloprovincialis и высоко устойчивой Cerastoderma glaucum. Это массовые виды, они широко распространены, эврибионтны, способны выживать при существенных колебаниях уровня температуры, солености.
Каротиноиды синтезируются в растениях, некоторых грибах и микроорганизмах. В организм животных они попадают через пищу, накапливаются и подвергаются метаболической трансформации в соответствии с особенностями вида. Изучение закономерностей в накоплении каротиноидов у разных видов гидробионтов привело к появлению в прошлом столетии хемосистематики [Liaeen-Jensen, 1998]. К настоящему времени обнаружено и изучено более 850 соединений каротиноидного ряда, из них большинство природных соединений имеют морское происхождение [Maoka et al., 2021]. В роли антиоксидантов каротиноиды повышают адаптационные возможности животных, способствуют нормализации физиологических процессов в организме [Чистяков, 2008]. При этом, чем длиннее полиеновая цепочка каротиноида, тем выше антиоксидантная активность молекулы. Обитая в разных морских акваториях, одни и те же виды двустворок имеют разный пищевой спектр, подвергаются разным экологическим воздействиям. В ИнБЮМ с 2000-х гг. проводятся работы по изучению каротиноидов в гидробионтах, в том числе у двустворчатых [Бородина, Солдатов, 2014]. Однако сравнительных исследований в зависимости от пола не проводилось. Имеются только единичные данные.
РАЗДЕЛ 2 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.1 Характеристика объектов исследований

Исследования проводили на трех видах моллюсков, обитающих в прибрежье Черного и Азовского морей: средиземноморская мидия Mytilus galloprovincialis Lam., церастодерма серая Cerastoderma glaucum (Bruguière, 1789) и венерка морская Chamelea gallina (Linnaeus, 1758).

Биологическая характеристика исследуемых видов
В Чёрном и Азовском морях Mytilus galloprovincialis заселяет скальный и иловый биотопы: от уреза воды до глубины 80 м. На скалах и камнях мидии образует щетки. На мягком грунте прикрепляется группами к мелким камешкам и мертвым раковинам, образуя друзы. Распространение вида: Атлантическое побережье Южной Европы (на север до Бискайского залива), Средиземное, Эгейское, Мраморное, Чёрное и Азовское моря. Сроки нереста на Черном море: весенний нерест – март-май, осенний – сентябрь-октябрь, может быть 3-й (зимний) пик нереста - декабрь – январь. Половой зрелости мидия достигает в возрасте 100—110 суток после оседания на субстрат. Мидия является одним из основных объектов культивирования в морях Мирового океана, а Mytilus galloprovincialis - единственный из рода Mytilus объект выращивания на Черном море.  

Cerastoderma glaucum (Bruguière, 1789) – широко распространенный в морях северного полушария вид двустворчатых моллюсков, встречающийся вдоль побережья Европы и Северной Африки, включая Средиземное, Черное и Каспийское моря, а также и в слабосоленом Балтийском море. Cerastoderma glaucum часто используются для оценки загрязнения окружающей среды и часто считаются хорошим дозорным и / или биоиндикаторным видом [Щербань и др., 2022]. В Черном море моллюски достигали половозрелости при длине раковины более 6 мм, но лишь моллюски-годовики (9-12 мм) имели зрелые гонады и, по наблюдениям автора, размножаются с мая по декабрь. В течение этого периода отмечается два пика нереста - в мае-июне при температуре воды 13-14 °С и августе-сентябре при температуре 21-23 °С [Михайлова, 1986].
Chamelea gallina морской вид двустворчатых моллюсков-фильтраторов из семейства Veneridae, имеющий средиземноморское происхождение, но считающийся аборигеном Чeрного моря, обитает на илисто-песчаных грунтах крымского побережья. Chamelea распространена по всему Средиземноморью, достигая берегов Алгарве в Португалии, Чёрного моря и Мраморного моря. Это роющий вид. В Адриатическом море период нереста длится с марта по сентябрь. 
2.2 Методы исследований

Мидий с размером раковины 5-6 см отбирали с коллекторов фермы (внешний рейд г. Севастополя), сердцевидку и хамелею с размером раковины 3-4 см – из природных поселений (бухта Казачья, Керченский пролив) – по 20 экз. каждого вида моллюсков. Длину раковины определяли при помощи штангенциркуля с точностью до 0,1 мм.
Накопление каротиноидов для каждой особи исследовали в гонадах. Индивидуальный сырой вес гонад определяли весовым методом, обсушивали ткани при помощи фильтровальной бумаги и взвешивали с точностью до 0,001 г. Пол определяли методом, предложенным Пирковой (2017). 
Содержание каротиноидов в гонадах моллюсков анализировали спектрофотометрическим методом с помощью спектрофотометра СФ-2000 в видимой части спектра. Учитывали оптическую плотность при длине волны 450 Нм.
Пигменты экстрагировали ацетоном (чда) (1 часть тканей : 5 частей растворителя), путем гомогенизации тканей моллюсков в фарфоровой ступке, с соблюдением всех мер предосторожности, рекомендуемых при работе с пигментами [Карнаухов, 1988]. Удельную концентрацию общих каротиноидов (мг/100 г сырого веса, мг/100 г сухого веса) вычисляли по формуле:
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где Dкар – оптическая плотность экстракта каротиноидов при длине волны 450 нм, V – объём экстракта пигментов, мл, m – вес (сырой) пробы, Е1см1%  - коэффициент удельной экстинкции;  для определения содержания общих каротиноидов принимается равным Е1см1%  для β – каротина = 2505. 

Разделение пигментов проводили методом тонкослойной хроматографии (ТСХ). При проведении ТСХ использовали пластины фирмы “Sorbfil” (Россия, Краснодар). Ацетоновые экстракты мягких тканей моллюска упаривали в вакууме на роторном испарителе, растворяли в хлороформе и разделяли на пластинках с силикагелем в системе: ацетон: гексан  (3:7).  Разделение пигментов проводилось при температуре воздуха 18–20°С. Разделенные фракции индивидуально вырезали с пластин, растворяли в ацетоне и снимали спектры с помощью СФ-2000. Концентрацию каждой фракции рассчитывали по формуле 1.
2.3 Статистическая обработка данных


Статистическую обработку данных проводили с помощью пакет программ Microsoft Office Excel 2007. Вычисляли среднее арифметическое (М), стандартное отклонение (СКО). Сравнительный анализ данных осуществляли с использованием t-критерия Стьюдента.

РАЗДЕЛ 3 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Сравнительный анализ содержания каротиноидов в гонадах черноморских двустворчатых моллюсков
Двустворчатые моллюски в большинстве раздельнополы. Однако внешнеие половые различия у них отсутствуют. Пол моллюска можно определить только после вскрытия и микроскопирования гонады. Очень часто гонады самцов и самок могут различаться по цвету. по цвету гонад также различаются и разные виды двустворок. Чем обусловлены такие цветовые различия? Наличием пигментов, а именно каротиноидных пигментов. Рассмотрим различия в их содержании в гонадах черноморских двустворчатых моллюсков Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma glaucum и Chamelea gallina, а также в зависимости от пола, а для мидий также от стадии зрелости гонад. Из трех исследованных видов наибольшая концентрация каротиноидов в гонадах отмечена у церастодермы, наименьшая – у хамелеи (рисунок 3.1).
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Рисунок 3.1 – Концентрация каротиноидов в гонадах Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma glaucum и Chamelea gallina

Возможно это связано с анатомическими особенностями моллюсков. У всех двустворок гонады – парные генеративные железы, которые хорошо дифференцированы. Гонады мидий расположены на мантийных лопастях, а в период подготовки гонад к нересту прорастают во все органы и ткани. Мидия в Черном море нерестится 2-3 раза в год. 

Гонады сердцевидки находятся в тесной близости к частям кишечного тракта вокруг ноги. Так нами ранее было показано, что нога аккумулирует значительное количество каротиноидов, по сравнению с другими тканями. Срастание ноги с гонадами в процессе их развития и подготовки к нересту, возможно и обуславливает более высокое содержание пигментов, по сравнению с другими моллюсками. 
Ch. gallina – популярный вид моллюсков в питании европейцев, является промысловым видом в средиземноморье, в Черном море добывается только в Турции. В России, несмотря на то, что численность и биомасса в Черном море близки к потенциально промысловым видам зообентоса, этот вид невостребован (Ермемеев и др., 2011). Исследования состава каротиноидов как одного из важных показателей биологической ценности моллюсков, проводились единично (Бородина, Задорожный, 2021). В пренерестовый период в весенние и осенние месяцы года ярко окрашенные в желтый цвет гонады выделяются на фоне равномерно окрашенных серо-белых тканей моллюска. Мы отбирали пробы в июне, т.е. в межнерестовый периид, когда общая суммарная концентрация пигментов у моллюска была минимальной (Бородина, Задорожный, 2021). Поэтому в нашей работе и содержание пигментов в гонадах венерки было меньше, чем у других моллюсков. 

3.2 Половой диморфизм черноморских двустворчатых моллюсков по содержанию каротиноидов в их гонадах

Черном море, ввиду его благоприятного температурного режима многие моллюски размножаются 2-3 раза в год, в отличие от особей тех же видов, обитающих в других районах Мирового океана, где размножение происходит только 1 раз в год. 

Строение гонады у самцов и самок всех исследуемых моллюсков одинаково. Особенно интенсивно гонада разрастается перед нерестом. У мидий цвет гонад самок может быть розовым, бежевым, оранжевым или белым; у самцов – желтым или белым. У церастодермы и хамелеи цвет гонад самцов и самок не отличался.
Мы проанализировали содержание каротиноидов в гонадах самцов и самок моллюсков (рисунки 3.2, 3.3). У мидий отмечено достоверное различие этого показателя в зависимости от пола: концентрация пигментов в гонадах самок в 2,7 раз было выше, чем у самцов (рисунок 3.2).
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Рисунок 3.2 – Содержание каротиноидов в гонадах мидий в зависимости от пола и стадии зрелости
Известно, что в период большого роста ооцитов у самок активизируется деятельность пищеварительной системы, увеличивается потребление кислорода, усиливается тканевое дыхание; при этом в гемолимфе мидий возрастает содержание липидов, низкомолекулярных белков и углеводов. Также накапливаются запасные питательные вещества в яйцеклетках: углеводы, белки и липиды. Поскольку каротиноиды – жирорастворимые пигменты, при этом они поступают в организм моллюсков с пищей, такая активизация жизнедеятельности самок может приводить к активному накоплению каротиноидных пигментов при созревании гонад. 

Аналогичные данные получены и для мидии Perna perna, у самок которой каротинодов почти на 2 порядка больше, чем у самцов. Это связано с обеспечением яйцеклеток достаточным количеством антиоксидантов, защищая развивающиеся яйцеклетки от окислительного повреждения [Louda et al., 2008].

Далее мы проследили, как меняется содержание пигментов на разных стадиях зрелости гонад (рисунок 3.2). Максимальная концентрация отмечена на 1 стадии, т.е. когда гонады имеют минимальный вес и размер. Затем рост гонад происходит интенсивно, масса гонад растет быстрее, чем накапливаются каротиноиды, поэтому к стадии активного гаметогенеза концентрация пигментов минимальна. Но только на этой стадии различия в содержании пигментов у самок и самцов статистически значимы. Обычно в летний период, в который мы отбирали суммарные пробы, большинство особей были на стадии активного гаметогенеза, поэтому разница между самцами и самками была значима.
В период нереста у самцов содержание каротиноидов даже несколько превышало этот показатель у самок. Это можно объяснить тем, что самцы мидий приступают к нересту раньше самок и, отнерестившись, в гонадах остаются дополнительные питающие клетки, которые, по-видимому, и являются основным источником каротиноидов в гонадах самцов. Тогда как у самок развитие яйцеклеток протекает по так называемому солитарному типу, то есть растущие ооциты получают питание от тканей самки без участия дополнительных питающих клеток (Холодов и др., 2017).
Иная ситуация с другими двумя видами моллюсков. У венерки занчимых различий в содердании пигментов в гонадах самцов и самок не отмечено (рисунок 3.3). 

Сердцевидку отбирали в двух разных районах – Казачья бухта (Черное море) и Керченский пролив (Азовское море) (рисунок 3.3). В обоих районах содержание каротиноидов в гонадах самцов в 2,7 раз выше, чем у самок, различия статистически значимы. 
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Рисунок 3.3 – Содержание каротиноидов в гонадах сердцевидки и хамелеи в зависимости от пола 

Известно, что у зрелых ооцитов сердцевидки увеличивается оболочка и занимает до 40% объема клетки (рисунок 3.4). Это необходимо для развития личинок после оплодотворения. Большинство авторов обозначают эту оболочку, как «студенистое покрытие», «плащ» или «липкая студенисая яйцевая капсула» [Beninger, Cherel, 2019]. Показано, что эта оболочка секретируется самой яйцеклеткой и состоит из кислых мукополисахаридов, которые являются вязкими и адгезивными [Cherel et al., 2020]. 
К преимуществам такой оболочки можно отнести защиту от механических повреждений, хищников и условно-патогенных микроорганизмов. Также это позволяет изолировать оболочки соседних ооцитов, что дает возможность ооцитам развиваться по отдельности, а не в виде массы яиц, и, более благоприятно проходить планктонное развитие и расселяться [Cherel et al., 2020]. Однако, значительный объем оболочки не позволяет накапливать в клетке большое количество биологических компонентов, в том числе каротиноидов. Вспомогательные клетки, накапливающие питательные и биологически активные вещества, в гонадах этого вида также отсутствуют, питание ооцитов происходит непосредственно от тканей материнского организма.
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Рисунок 3.4 – Зрелый ооцит Cerastoderma glaucum
В то же время, для родственного вида Cerastoderma glaucum показано, что в мужских гонадах много клеток Сертоли, богатых липидами, гликогеном и лизосомами [Erkan, Sousa, 2001]. Каротиноиды – жирорастворимые пигменты, следовательно, в клетках Сертоли может накапливаться много этих пигментов для обеспечения защиты сперматозоидов. Сперматозоиды C. glaucum более длинные, чем сперматозоиды мидий, имеют удлиненную и спиралевидную головку, адаптированную к структуре ооцита и механизму оплодотворения [Erkan, Sousa, 2001]. Возможно, приведенными особенностями формирования и строения половых клеток и объясняется большее содержание каротиноидов в гонадах самцов сердцевидок, по сравнению с самками.
3.3 Сравнительный анализ фракционного состава каротиноидов в мидии, сердцевидке, хамелее
Для анализа фракционного состава мы использовали литературные и собственные данные. Мы выделили экстракты органов мидий (гепатопанкреас, гонады и жабры) и разделили каротиноидные пигменты на тонком слое силикагеля. Фото тонкослойной хроматографии приведено на рисунке 3.5.
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Рисунок 3.5 – Хроматограмма (в тонком слое) каротиноидного состава мидии Mytilus galloprovincialis
Показано, что гепатопанкреас содержит больше фракций пигментов, чем гонады и жабры ввиду того, что в пищеварительной железе также находятся пигменты потребленных мидией водорослей. А в других органах остаются только трансформированные под нужды организма мидии пигменты. Отдельные фракции пигментов гонад были выделены, экстрагированы ацетоном или гексаном, и прописаны их спектры. Спектры сопоставлены с известными для ряда каротиноидов [Matsuno, Maoka, 1981; Maoka, Matsuno, 1988; Britton et al., 1995], для ряда пигментов проведены качественные реакции с йодом на сопряженные двойные связи (рисунок 3.6). Фракция 1 - β-каротин, это известно, спектр ее не прописан ввиду очень низкой концентрации в гонадах (рисунок 3.5). Фракция 2 – пектенолон. Проведение качественных реакций с йодом подтвердило наличие сопряженных двойных связей в этом пигменте. Фракция 3 образована смесью аллоксантина и диатоксантина. Окраска, молекулярная структура и физико-химические свойства этих каротиноидов близки [Britton et al., 1995]. Качественная реакция с йодом также подтвердила наличие сопряженных двойных связей. Во фракции 4 - митилоксантин. Для него характерно смещение спектра при взаимодействии с йодом. Фракция 5 - пектенол А. 
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Рисунок 3.6 – Спектры поглощения отдельных фракций каротиноидов гонад мидий: А - β-каротин, B – пектенолон, C - аллоксантин и диатоксантин, D - митилоксантин
Бородина и Солдатов [2014], выделили и идентифицировали около 20 фракций каротиноидов, соотношение основных из них показано на рисунке 3.7.
[image: image4.png]O B-kapoTHH

O IeKTeHOIOH

B &/UTOKCAHTHH+/IHATOKCAHTHH
O MUTILIOKCAHTHH
EreTepOKCAHTHH

O HeHIeHTHHIMPOBAHHEIE
KapOTHHOUIBI

42,50%





Рисунок 3.7 – Соотношение основных фракций каротиноидных пигментов в тканях мидий (по данным [Бородина, Солдатов, 2014]
Митилоксантин и смесь аллоксантина и диатоксантина – доминирующие пигменты. Значителен вклад также гетероксантина и пектенолона (рисунок 3.7). По нашим данным, также митилоксантин был основным (рисунок 3.5). Возможно, тонкослойная хроматография не позволяет более четко разделить пигменты, как высокоэффективная жидкостная, используемая в работах Бородиной с соавторами [2008, 2014, 2020, 2022]. И мы не смогли разделить митилоксантин и гетероксантин. С помощью литературных данных [Бородина, Задорожный, 2020; 2021; Бородина, Солдатов, 2014] мы проанализировали качественный состав пигментов трех исследованных видов двустворчатых моллюсков (таблица 3.2). У мидии и сердцевидки обнаружено 5 общих пигментов, у мидии и хамелеи – 6. Наибольшее число общих пигментов (8) у сердцевидки и хамелеи. Общие для всех моллюсков 5 пигментов: β каротин, диатоксантин, аллоксантин, фукоксантин, гетероксантин. 

Таблица 3.2 – Качественный состав свободных каротиноидов тканей двустворчатых моллюсков

	Вид каротиноидов
	Виды моллюсков

	
	M. galloprovincialis
	C. glaucum
	C. galina

	β каротин 
	М
	О
	О

	Пектенолон 
	М
	-
	-

	Диатоксантин 
	О
	О
	О

	Диадиноксантин
	-
	О
	М

	Аллоксантин 
	О
	О
	О

	Митилоксантин 
	О
	-
	-

	Галоцинтиаксантин 
	О
	-
	М

	Пектенол A 
	О
	-
	-

	Фукоксантин 
	М
	О
	О

	Гетероксантин 
	О
	О
	О

	Фукоксантинол 
	М
	-
	-

	Зеаксантин
	-
	М
	О

	Лютеин
	-
	О
	М

	Виолаксантин
	-
	М
	-

	Мактраксантин
	-
	М
	-

	Амарауциаксантин А
	-
	-
	М


Примечание: О – основные, М – минорные, «-» – отсутствующие каротиноиды.
Ряд каротиноидов исследованных моллюсков встречаются в микроводорослях – основной пище моллюсков-фильтраторов. β-Каротин является почти универсальным фитокаротиноидом. Фукоксантин – наиболее распространённый вид каротиноидов, основной пигмент диатомовых водорослей. Диадиноксантин и диатоксантин встречаются у динофлагеллят и диатомовых водорослей. Аллоксантин – основной пигмент-биомаркер криптофитовых водорослей, хотя моллюски могут трансформировать его из фукоксантина. Зеаксантин встречается во многих таксонах водорослей, но наиболее распространён в цианобактериях. Виолаксантин обычно встречается у зеленых водорослей [Louda et al., 2008]. Гетероксантин, как основной пигмент всех моллюсков, может поступать в организм из некоторых видов пресноводных динофлагеллят, а также может быть продуктом трансформации у двустворчатых моллюсков диадиноксантин → гетероксантин [Бородина, Задорожный, 2021]. Поскольку пресноводные динофитовые не встречаются в море, более вероятен второй путь – трансформация. Пектенол А образуется непосредственно из диатоксантина [Бородина, Солдатов, 2014]. Мактраксантин – видоспецифичный пигмент сердцевидки, который вероятно, трансформируется из виолоксантина. Амарауциаксантин А – видоспецифичен для хамелеи, трансформируется из фукоксантина [Бородина, 2022]. Митилоксантин – видоспецифичен для мидий, трансформируется из фукоксантина [Бородина, Солдатов, 2014]. Все видоспецифичные пигменты не обнаружены в водорослях, а являются результатом трансформации из водорослевых пигментов. Многие пигменты изученных моллюсков трансформируются из фукоксантина, т.е. диатомовые водоросли – важный компонент рациона этих моллюсков. 
Уникальность основных каротиноидов этих моллюсков может быть использована в биотехнологии. Так, аллоксантин способствовал замедлению роста клеток меланомы, снижал миграцию клеток и вызывал апоптоз клеток после 72 часов лечения. Кроме того, он усиливал цитотоксическую активность препаратов химиотерапии при лечении и восстанавливал чувствительность клеток меланомы к лечению [de Oliveira-Júnior et al., 2020]. Каротиноиды – продукты трансформации и видоспецифичные пигменты также обладают лечебными свойствами. Митилоксантин обладает широкими антиоксидантными свойствами за счет большего количества двойных связей, по сравнения с известным фукоксантином, применяемым при лечении онкологических заболеваний, ожирения и диабета [Maoka et al., 2016]. Галоцинтаксантин оказывал более сильное цитотоксическое действие на клетки нейробластомы человека, чем фукоксантин. Он вызывал гибель 100% клеток нейробластомы, тогда как фукоксантин только 12% [Galasso et al., 2017].
ВЫВОДЫ

1. Впервые исследовано содержание каротиноидов в гонадах двустворчатых моллюсков Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma glaucum и Chamelea gallina в зависимости от пола.
2. Показано, что по содержанию каротиноидов в гонадах исследуемые моллюски расположены в следующей последовательности: C. glaucum > M. galloprovincialis > C. gallina.
3. Концентрация каротиноидов в гонадах самок мидий в 2,7 раз выше, чем у самцов, при этом разница достоверна только на стадии активного гаметогенеза. Гонады самцов сердцевидки содержали в 2,7 раз больше пигментов, чем самки. У хамелеи различий в содержании пигментов у самцов и самок не обнаружено.

4. Качественный состав пигментов исследованных видов двустворчатых моллюсков показал: мидии и сердцевидки 5 общих пигментов, у мидии и хамелеи – 6, у сердцевидки и хамелеи – 8. Общие для всех моллюсков 5 пигментов: β-каротин, диатоксантин, аллоксантин, фукоксантин, гетероксантин.

5. Особенности строения и функций основных каротиноидов исследованных моллюсков может быть использована в биотехнологии. Трансформируемые моллюсками водорослевые пигменты обладают уникальной структурой, которая повышает их антиоксидантные свойства и могут быть использованы при лечении онкологических заболеваний, ожирения и диабета. 
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