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Введение
Организмы, живущие в изменчивых условиях,  выработали специальные приспособления, которые позволяют им переживать неблагоприятные периоды. Одним из таких приспособлений являются миграции различных масштабов – от трансконтинентальных перелетов птиц до вертикальных миграций зоопланктона и планирования плодов растений, когда  перемещение составляет всего несколько метров. Физиологические адаптации, например теплокровность, также могут позволить организму пережить неблагоприятные период, сохраняя активность. Однако, возможно, наиболее распространенной адаптацией является замедление процессов жизнедеятельности и развития, в различных группах организмов называемая криптобиозом, анабиозом диапаузой, спячкой, покоем и тд.  т.д. 

Уже бактерии способны образовывать споры и цисты, устойчивые к внешним воздействиям. В виде спор бактерии могут выдерживать огромные механические, температурные и химические нагрузки. Многие простейшие, например, парамеции реснитчатые (P. сiliaris) также способны переходить в состояние анабиоза. У растений стадия покоя является частью нормального жизненный цикл - семена, споры, цисты. Это необходимо, например, для того, чтобы выпавшие летом или осенью семена не прорастали сразу, т. к. проростки могут не пережить зиму. Тихоходки (Tardigrada) на стадии анабиоза, вызываемого потерей воды, переносят температуры от -200°С до +100°С, ионизирующее излучение, пребывания в вакууме, высокое давление и открытый космос. Коловратки образуют покоящиеся яйца, которые способны в течение длительного сохраняться в высушенном состоянии. 

У членистоногих (первоначально у насекомых) состояние покоя, связанное со снижением скорости развития и уровня метаболизма, обычно называют диапаузой. Она может происходить на различных стадиях развития, так, у насекомых разделяют:

эмбриональную диапаузу (на стадии яйца), например у саранчовых и тутового шелкопрядаю

личиночную  диапаузу (на стадии личинки), например у  бабочки боярышницы,

куколочную  диапаузу (на стадии куколки) у капустной белянки и капустной совки,

имагинальную диапаузу (на стадии имаго) например у  комаров, жуков-листоедов (колорадский жук) и др.

Эту же классификацию В.Р. Алексеев (Алексеев 1990) применил к ракообразным. У объекта настоящей работы, Daphnia magna, диапауза является эмбриональной, так как происходит на ранних стадиях развития (гаструла).
В диапаузе выделяют нескольких фаз:

фаза индукции - организм получает внутренний или внешний сигнал к началу диапаузы

подготовки к диапаузе – происходит изменение метаболизма, «включаются» морфологические, поведенческие и биохимические механизмы защиты,

рефрактерная стадия – фаза, во время которой метаболические процессы и развитие замедленны и покоящийся организм устойчив к внешним воздействиям

терминация диапаузы – прекращение диапаузы, продолжение развития и восстановление уровня метаболизма под воздействием внутренних и внешних факторов


Это исследование посвящено прежде всего рефрактерной фазе диапаузы у D. magna.

Зимняя спячка насекомых подразумевает заморозку межклеточных жидкостей, и только очень редко - полную заморозку тканей. Замерзание гемолимфы протекает очень медленно и при относительно низких температурах (от -5 до -10°С), что позволяет животному контролировать образование ледяных кристаллов. Стимулируют образование ледяных кристаллов специальные вещества INA (Ice Nucleating Agents), которые могут быть как внутреннего, так и внешнего происхождения. Ко внутренним относятся белки и липопротеины, которые находятся к гемолимфе насекомого. Внешними сигналами могут быть органические вещества в желудке (частички пищи), минеральные частицы в почве или микроорганизмы, переносимые бактериями. Температура, при которой начинается рост ледяных кристаллов определяется и контролируется специальными веществами, криопротекторами. Различают два вида криопротекторов: с низкой молекулярной массой (глицерин, глюкоза, фруктоза, аланин) и высокомолекулярные вещества. К последним относятся белки THP (Thermal Hysteris Proteins), похожие на те, что синтезируются  у полярных рыб при низких температурах воды (Sorensen, Kristensen, Loeschcke 2003).
Диапауза у Daphnia
Род Daphnia имеет всесветное распространение. Размер взрослых дафний в зависимости от вида составляет от менее 1 до 5 мм. По типу питания дафнии являются фитофагами-фильтраторами, они питаются преимущественно взвешенными в толще воды водорослями и бактериями, хотя в их рацион может входить мелкий зоопланктон, а также донные обрастания. 

Для рода Daphnia характерен циклический партеногенез. Во время циклического партеногенеза в яичниках самки образуются диплоидные яйца, которые начинают развиваться сразу после выхода из яичника в специальную выводкоую сумку. Эмбрионы, которые могут быть как самками, так и самцами, не прекращают свое развитие и через небольшое время выходят из сумки матери, одновременно проходя последнюю эмбриональную линьку, после которой начинают самостоятельно питаться.

При половом размножении в яичниках самки образуются гаплоидные яйца, в семенниках самцов образуется гаплоидная сперма. Самец спаривается с самкой, оплодотворяя яйца, которые самка откладывает также в яйцевую сумку. Однако в этом случае кутикула раковинки, окружающей яйцевую сумку, уплотняется, в результате чего образуется защитная структура, или эфиппиум. Оплодотворенные яйца прекращают свое развитие (впадают в эмбриональную диапаузу) вскоре после оплодотворения, находясь на стадии гаструлы. Эмбрионы не выходят из выводковой сумки матери до линьки, а остаются внутри эфиппиума, который отделяется вместе с линочной шкуркой, и затем опускается на дно водоема или всплывает на поверхность. Через некоторое время развитие эмбрионов возобновляется, и развившаяся молодь выходит из эфиппиума перед последней эмбриональной линькой. Стимулом, вызывающим  переход к половому размножению и диапаузе, служит ухудшение условий среды или безразличные, но предвещающие такое ухудшение факторы самой различной природы: изменение плотности популяции, количества пищи, качества пищи, химические вещества, выделяемые рыбами, температура воды и т.д.  Диапауза может продолжаться от нескольких недель до нескольких лет.

Диапаузирующие стадии играют важнейшую роль в так называемых «прерывистых» популяциях дафний, в которых планктонная часть популяции периодически вымирает в силу неблагоприятных климатических условий (например, промерзания или пересыхания водоема, низких зимних температур), пресса хищника, конкуренции. Кроме того, эфиппиальные яйца являются стадией расселения, так как взрослые дафнии практически неспособны пережить перемещение из одного изолированного водоема в другой. 
Задачей настоящей работы было выяснить, какие условия способны переносить покоящиеся яйца D. magna и зависит ли успех вылупления от наличия эфиппиума. 

Материалы и методы
Сбор проб
В августе 2008 года из наскальных луж островов Белого моря Кандалакшского залива было собрано 12 проб эфиппиумов рода Daphnia (Cladocera) из 5 популяций. Места сбора проб представлены в таблице 1. Эфиппиумы были собраны в стеклянные баночки и залиты водой из лужи, где они были собраны. Проба №10 была сухой. Пробы хранились в темноте в холодильнике при температуре +4°С до начала эксперимента в феврале 2009 года. 
Таблица 1. Места сбора проб эфиппиумов. 

	номер пробы
	номер лужи
	Остров
	координаты
	вид Daphnia

	1
	11

	Асафьев


	66°25'с.ш., 33°50' в. д


	D. magna


	2
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	6
	
	
	
	

	7
	
	
	
	

	9
	
	
	
	

	12
	
	
	
	

	3
	8
	Большая Одинокая Луда
	66°22' с. ш., 33°44' в. д

	D. magna

	8
	4
	
	
	D. pulex



	10
	2
	Гроздовник
	66°21' с.ш, 33°40' в.д
	

	11
	8
	Средняя Одинокая Луда
	66°22' с.ш., 33°43' в.д
	


Во втором  эксперименте мы взяли 4 разных популяции Daphnia magna: 
с о. Асафий Белого моря (см. Таблицу 1), 
из Сызрани (53°12'46.20" с. ш.,, 48°29'14.67" в. д), 
с Большого Орешкина (50°9' 25.30" с. ш.,, 43°23'30.89" в. д),

из Волгограда (48°31'47.63" с. ш.,, 44° 29'13.15" в. д). 
Эфиппиумы мы отмывали от ила в холодной воде через тройное сито.

Эксперимент 1

Для эксперимента были взяты эфиппиумы популяции Daphnia magna с острова Асафьев. Эфиппиумы мы инкубировали в трех условиях:

1) океаническая вода, плотностью 1,3 г/м3, 36 ‰, полученная путем разведения искусственной морской соли "Corallsalt"  в дистиллированной воде; 
2) природная вода, взятая из Белого моря, 22 ‰;
3) контрольная серия в среде ADaM (см. приложение). 
Эфиппиумы содержались в холодильнике при температуре +2°С в течение 10 дней.  Объем каждой среды составлял 50 мл. В каждом опыте мы брали по 30 эфиппиумов.  Было три повторности каждого варианта опыта. Все эфиппиумы взяты из одной популяции, но до проведения эксперимента они хранились раздельно (пробы 1, 2 и 12, см Таблицу 1). Через 10 дней эфиппиумы были промыты холодной дистиллированной водой, затем залиты холодной средой ADaM и переложены в морозилку (при температуре -20°С), где пролежали в течение 26 дней. 

После этого эфиппиумы были переложены в климатическую камеру и находились при температуре 10±0.6°С  и постоянном свете в течение 20 дней.  Результаты вылупления представлены в таблице 3. 
Эксперимент 2
Эфиппиумы мы инкубировали в шести различных условиях: 
1) t= +5°С, в среде ADaM;
2) t= -5°С, в среде ADaM;
3) t= -20°С, в среде ADaM;
4) t= +5°С в среде с морской соленостью (20‰);
5) t= +5°С в среде с концентрированной в 8 раз соленостью (160‰);
6) t= +5°С,  высушивание.

 В пробирку, объемом 1,5 мл мы клали по 20 эфиппиумов. Каждый вариант опыта был выполнен в трех повторностях (три «пробы» эфиппиумов из каждой популяции). 
В указанных условиях эфиппиумы инкубировали 6 дней.  Затем половину эфиппиумов из каждой «пробы» вскрывали, половину оставляли в оболочках. Таким образом,  стимуляцию вылупления проводили в двух различных вариантах:

a) по 10 эфиппиумов из каждой пробы – вместе в стакане с 50 мл среды ADaM;
b) еще 10-12  эфиппиумов из каждой пробы мы вскрывали и переносили яйца в ячейки иммунологического планшета со средой ADaM (0,2 мл/ ячейка), по одному яйцу в каждую ячейку. 

Планшеты и стаканы находились при температуре 15+- 0.5°С, в режиме 20 часов света, 4 часа темноты. В течение первых 20 дней стаканчики и планшеты проверялись ежедневно, вылупившиеся особи отсаживались не позднее, чем через 24 часа после вылупления. Затем в течение недели проверяли один раз в 2 дня, после чего опыты прекратили, так как в вылуплений больше не происходило. Данные по яйцам, вскрытым из эфиппиумов, заносились в рабочие таблицы. 
Таблица 2. Пример рабочей таблицы.

	популяция
	условие
	повторность
	номер эфиппиума
	ячейка

	SYZ
	-20
	1
	1
	A01

	SYZ
	-20
	1
	2
	A02

	BN
	-5
	2
	2
	EMP

	BN
	SALT
	2
	5
	DEAD


Все данные по вылуплению мы использовали в виде долей вылупившихся яиц. За единицу принимали количество яиц, поставленных на активацию. При вскрытии эфиппиумов мы записывали их количество и количество яиц. Для того, чтобы перевести в доли данные по вылуплению интактных яиц, мы подсчитали отдельно для каждой популяции, сколько в среднем яиц приходится на один эфиппиум (см. Таблица 4). Зная, сколько было эфиппиумов в каждом стакане, мы подсчитали долю вылупившихся яиц. Также подсчитали среднее значение для каждого варианта опыта отдельно для каждой популяции. По этим средним значениям мы стоили графики вылупления (см. приложение).
Результаты
Результаты эксперимента 1

Таблица 3. Результаты эксперимента 1. Число вылупившихся дафний в  зависимости от среды инкубации эфиппиумов. 
	Номер пробы
	Условие инкубации
	День от начала наблюдения
	всего
	Среднее число  вылуплений в повторности

(ст. отклонение)
	Среднее время вылупления

(ст. отклонение)

	
	
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	18
	19
	20
	
	
	

	1
	ADaM


	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	1
	1,66 (2,08)
	13,4(1,8)

	2
	
	0
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	4
	
	

	12
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	
	

	1
	22 ‰


	0
	4
	7
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	12
	4 (6,9)
	10,75 (0,6)

	2
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	
	

	12
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	
	

	1
	36 ‰


	0
	0
	5
	8
	1
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	15
	19,3 (7,5)
	11,72 (2,0)

	2
	
	0
	2
	5
	4
	2
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	15
	
	

	12
	
	0
	15
	5
	3
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	0
	28
	
	


Основная часть вылуплений пришлась на 10-12 день (см График 15). После инкубации в среде максимальной соленостью вылупилось значительно больше особей, чем после инкубации в других средах.

Результаты эксперимента 2
Графики 1-4. Зависимость успеха вылупления от солености при инкубации.
Эфиппиумы из 4 природных популяций D. magna: средняя доля вылупившихся и стандартное отклонение для каждого варианта опыта.
График 1.
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График 3.
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График 4.
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Сравнение по условиям инкубации
Высушивание при температуре +5 оС  и инкубации в среде ADaM при той же температур.
В работе Вуд (Wood 1932) сказано, что для вылупления необходим латентный период, во время которого эфиппиумы должны высыхать. О том же пишет и С. Дома (Doma 1979): эфиппиальные яйца развиваются быстрее, если их предварительно высушить. Но Панцела и Стросс (Pancella. Stross1963) показали, что длительное высушивание эфиппиумов, наоборот, снижает уровень вылупления. Однако наши результаты не дали однозначного ответа: в популяции из Сызрани высушивание  влияет положительно в невскрытых яйцах (0,35 ADaM и 0,60 сухие) и отрицательно в декапсулированных (0,80 ADaM. и 0,50 сухие); в волгоградской популяции не влияет (невскрытые ADaM 0,36 и сухие 0,45, декапсулированные ADaM 0,63 и сухие 0,68); на популяцию Б. Орешкина значительно влияет только в декапсулированных яйцах (0,34 ADaM и 0,60 сухие). 

Сравнение влияния солености при инкубации
Нельзя однозначно сказать о влиянии солености среды на успех вылупления дафний. Для особей из популяции из Б. Орешкина оптимальна среда со средней соленостью (в нашем случае 22‰). После инкубации в пресной воде и в сильно соленой воде (160‰) декапсулированные яйца вылуплялись хуже, чем невскрытые. Но после инкубации в беломорской воде число давний, вылупившихся из декапсулированных яиц превысило число вылупившихся их невскрытых яиц. 

Популяция из Сызрани ведет себя ровно наоборот. Доля вылупившихся особей из декапсулированных яиц после инкубации в пресной и сильно соленой среде выше, что доля вылупившихся из невскрытых яиц. После инкубации в беломорской воде доля вылупившихся дафний из эфиппиумов выше, чем доля вылупившихся из декапсулированных яиц. Но для декапсулированных яиц соленость в 22‰ не является оптимальной. После инкубации в пресной среде вылупилось больше особей, чем после инкубации в двух других средах. 

Доля вылупившихся особей из беломорской популяции была значительно меньше, чем доля вылупившихся из других популяций.  Число вылупившихся из декапсулированных яиц немного больше, чем число вылупившихся из эфиппиумов после инкубации в пресной среде и в беломорской воде.  Однако после инкубации в среде с соленостью 160 ‰ доля вылупившихся из эфиппиумов немного превышает долю вылупившихся из декапсулированных яиц. Как ни странно, доля вылупившихся не была наибольшей после инкубации в беломорской воде. Для эфиппиумов эта среда наоборот, была менее благоприятной, чем две другие. 
Дафнии из волгоградской популяции вылуплялись лучше всего после инкубации в среде с соленостью 160‰ в обоих вариантах активации. Наименьшая доля вылупившихся дафний была после инкубации в пресной воде. Доля вылупившихся особей из декапсулированных яиц была всегда выше доли вылупившихся из эфиппиумов. 

Сравнение по температуре инкубации
После инкубации при температуре -20оС не вылупилось ни одной особи. О влиянии температуры инкубации ( уже будем говорить о температурах +5оС или -5оС) также нельзя сказать однозначно, в разных популяциях оно неодинаково. Особи из беломорской популяции вылуплялись одинаково после инкубации при этих температурах. Дафнии из популяции из Сызрани пи температуре -5 оС вылуплялись из эфиппиумов лучше, чем после инкубации при темп +5оС. На вылупления из декапсулированных яиц разница температуры инкубации никак не повлияла. Также не повлияла на вылупление волгоградской популяции. Дафнии из популяции из Б. Орешкина после инкубации при температуре -5оС вылуплялись из декапсулированных яиц лучше, чем после инкубации при температуре +5оС. На вылупление из эфиппиумов разница инкубационной температуры не повлияла. 

Сравнение по популяциям
Сразу бросается в глаза, что доля вылупившихся особей из беломорской популяции во всех вариантах опыта значительно ниже, чем доли вылупившихся из других популяций. А особи из популяции из Б. Орешкина в целом вылуплялись лучше других. 
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График 5 . Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С, в среде ADaM; невскрытый эфиппиум).
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График 6. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С в среде с морской соленостью (20‰); невскрытый эфиппиум).
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График 7. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С в среде с морской соленостью (22‰); невскрытый эфиппиум).
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График 8. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С в среде с концентрированной в 8 раз соленостью (160‰); невскрытый эфиппиум).
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График 9. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С,  высушивание; невскрытый эфиппиум).
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График 10. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С, в среде ADaM; декапсулированные яйца).
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График 11. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С в среде с морской соленостью (20‰); декапсулированные яйца).
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График 12. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С в среде с морской соленостью (22‰); декапсулированные яйца).
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График 13. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия инкубации: t= +5°С в среде с концентрированной в 8 раз соленостью (160‰); декапсулированные яйца).
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График 14. Вылупление дафний в зависимости ото дня наблюдения (условия 

инкубации: t= +5°С,  высушивание; декапсулированные яйца).
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График 15.  Вылупление дафний в зависимости от температуры. На оси ОУ отложен день вылупления, на оси ОХ - температура вылупления.

В первом эксперименте температура активации была +10+-0,6°С, а во втором - +15+=0,5. Из графиков хорошо видна скорость вылупления дафний: при более высокой температуре активации основная часть вылуплений пришлась на 5-7 дни, в то время как при более низкой – на 10-12 день. (Vandekerkhove, Declerck,Brendonck, Conde Porcuna,. Jeppesen & L. De Meester, 2005)
Обсуждение 
Во втором эксперименте не вылупилось ни одной особи из всех популяций после замораживания при температуре -20°С.  Но в первом эксперименте вылупилось значительное число особей после заморозки в то же температуре. Скорее всего, это связано с тем, что в первом эксперименте мы замораживали эфиппиумы после того, как они находились продолжительное время в среде с повышенной соленостью (22‰ и 36 ‰). Причем, чем больше соленость, тем больше особей вылупилось. Хотя эфиппиумы и промывались дистиллированной водой после инкубации в соленой воде, но, видимо, внутри эфиппиума соль осталась и сработала как антифриз, препятствуя образованию кристаллов льда. 
Возможно, низкий уровень вылупления дафний из беломорской популяции связан с высокой температурой активации. Для северных популяций наиболее благоприятной температурой вылупления является +7оС. Для дафний из южных популяций (Сызрань, Волгоград и Б. Орешник) наша температура активации была оптимальной (Schwartz, Hebert 1986). Есть данные по вылуплению дафний после инкубации эфиппиумов в температуре -10°С (Schwartz, Hebert 1986). У нас после инкубации при температуре -20°С никто не вылупился. Интересно определить, где находится граница их способности выживать в данных условиях. 
Интересно, что на один эфиппиум (в среднем!) в разных популяциях приходится разное количество яиц. 

Таблица 4. Количество яиц, приходящихся на один эфиппиум, в разных популяциях. 

	Популяция
	Количество эфиппиумов
	Количество яиц
	Количество яиц на один эфиппиум

	Волгоград
	140


	157
	1,121429

	Асафьев
	186


	281
	1,510753

	Сызрань
	138


	135
	0,978261

	Большой Орешкин
	134
	165
	1,231343


Мы предполагаем, что это связано с тем, что в пробы попали пустые эфиппиумы прошлых лет. Исходя из этого, та популяция, в которой больше всего пустых эфиппиумов (Сызрань, меньше одного яйца на эфиппиум),  является самой старой, а беломорская (больше, чем 1,5 яйца на эфиппиум), наоборот, образовалась в данном месте недавно.

Выводы
1. Эфиппиальные яйца плохо переносят заморозку при очень низких температурах после инкубации в пресной среде.  После инкубации в среде с морской водой яйца могут переживать такие условия. Влияние остальных условий инкубации индивидуально в каждой популяции. 

2. Нельзя однозначно сказать, как влияет наличие эфиппиума на вылупления дафний. Разница в вылуплении проявляется по-разному в зависимости от условий инкубации и популяции. 
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Приложение
Прописи
Искусственная прудовая вода ADaM (Artificial Daphnia medium)

На 50 мл ADaM приходится:
морской соли - 1665*10 -5  г;

CaCl2 x 2H2O - 13524*10 -6 г;

NaHCO3   - 277*10 -5 г;

SeO2  - 35*10 -8 г.

Корм
Зеленая водоросль Scenedesmus obliquus, 

Штамм полученный их пруда Московского зоопарка выращивали в непроточной жидкой культуре с постоянной аэрацией, в модифицированной среде Z/4:
Na2HPO4 * 12H2O - 6,44 г/л;
MgSO4 * 7 H2O - 2,5 г/л;

Ca(NO3)2 * H2O - 5,9 г/л;

KNO3 - 55,5 г/л;
NaHCO3 - 16,8 г/л;
FeSO4 - 300 мг/л;

NaEDTA - 1145  мг/л.
После достижения высокой плотности культуры, водоросли отделяли от культуральной среды центрифугированием и затем ресуспендировали в среде ADaM.
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