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ABSTRACT. The diversity of eukaryotic communities associated with bryozoans was investigated using 
DNA metabarcoding based on the 18S rRNA gene. The results obtained indicate that each bryozoan 
species, coexisting in close proximity to one another, harbors a distinctive community of associated 
eukaryotes, the composition of which likely depends on the form of the colonies. The community asso-
ciated with the “bushy” colony of Plumatella sp. was found to be more diverse and differed in spe-
cies composition from the community formed on the “creeping” colony of P. repens. In the “bushy” 
bryozoans, diatoms (60%) and ciliates (22%) predominated, along with golden algae (4%), hydras 
(3%), chytridiomycetes (1.6%), and rotifers (1%). In contrast, unicellular algae (32%), dinoflagellates 
(27%), apicomplexans (10.6%), and other groups of protists (amoebas, euglenoids, and others) (4.6%) 
were more frequently associated with the “creeping” bryozoan. Among invertebrates, annelid worms 
(12.5%), tapeworms (4%), and mollusks (3%) predominated. Notably, the study revealed the presence 
of protostome animals belonging to the phylum Entoprocta, marking the first documentation of this 
taxon in the water bodies of the Baikal region.
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1. Introduction

Bryozoans (phylum Bryozoa) are colonial ani-
mals that exhibit a sessile lifestyle, settling on any solid 
substrate including submerged wood, macrophytes, 
stones, plastic, polyethylene, and others. Some species 
are known to encrust the hulls of ships (Gontar, 2010).

The phylum Bryozoa comprises three classes: 
Phylactolaemata (freshwater bryozoans), Stenolaemata 
(exclusively marine bryozoans) и Gymnolaemata 
(mostly marine bryozoans). Phylactolaemata includes 
one order, seven families, and about 70 species that 
inhabit exclusively freshwater environments (Ryland, 
2005). Members of this class are globally distributed, 
except in polar regions, and occur in both lentic and 
lotic ecosystems. Some species are considered cosmo-
politan (Wood, 2002). Colonies of phylactolaemates 
consist of zooids divided into two parts: the soft polyp-
ide with its crown of ciliated tentacles, and the gelati-
nous or chitinous cystid, which functions as an exoskel-

eton into which the polypide can retract. The mouth, 
covered by an epistome, is situated within the tentacle 
crown.

Within the Phylactolaemata, the most diverse 
family is Plumatellidae Allman, 1856, comprising four 
genera and more than 20 valid species, most of which 
belong to the genus Plumatella Lamark, 1816. In Russian 
freshwater ecosystems, seven species of this genus have 
been recorded (Gontar, 2010), with three species occur-
ring in the Baikal region (Vinogradov, 2008).

Phylactolaemates often dominate among aquatic 
organisms. As active water filterers, they play a signif-
icant role in the self-purification of water bodies, par-
ticularly during periods of abundant growth (Protasov, 
1994). The size of their colonies varies from a few 
millimeters to several tens of centimeters, and their 
rapid growth can result in substantial benthic bio-
mass. Consequently, bryozoans also contribute to nutri-
ent cycling (Sørensen et al., 1986). Phylactolaemates 
can form associations with other bryozoans, sponges, 
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hydroids, and caddisfly larvae (Ricciardi and Reiswig, 
1994). Their colonies provide habitat for various small 
organisms, including rotifers, planarians, nematodes, 
annelids, mollusks, gastrotrichs, copepods, tardigrades, 
insect larvae, mites, and others (Raddum and Johnsen, 
1983; Ricciardi and Reiswig, 1994).

Species of Plumatella differ in the morphology 
and size of their colonies, suggesting that their associ-
ated communities may vary depending on the structure 
of the colonies. To test this hypothesis, we employed 
the DNA metabarcoding, a method that enables iden-
tification of the community taxonomic composition 
through amplification and high-throughput sequenc-
ing of marker gene sequences. The metabarcoding of 
organism-associated communities also facilitates the 
identification of interaction mechanisms between dif-
ferent organismal groups and their potential ecological 
roles within the community.

DNA metabarcoding using the COI gene frag-
ment has been successfully implemented to studies 
invertebrate communities in Bolshie Koty Bay and 
Listvennichny Bay of Lake Baikal (Kravtsova et al., 
2021; Kravtsova et al., 2023). Furthermore, this method 
has proven to be effective for investigating the diver-
sity of algae-associated organisms using the 18S rRNA 
gene fragment (Bukin et al., 2022) and for researching 
the microeukaryotic planktonic communities in Lake 
Baikal (Bukin et al., 2023).

This study aimed to investigate and compare the 
composition of eukaryotic communities associated with 
two sympatric bryozoan species exhibiting different 
colony morphologies.

2. Materials and Methods

Bryozoan colonies were collected from sub-
merged wood at the mouth of the Tompuda River 
(northern Lake Baikal, 55.12122° N, 109.753418° E) in 
2022 (Fig. 1). The river mouth valley is characterized 
by a swampy plain intersected by numerous macro-
phyte-dominated channels with abundant submerged 
logs. Bryozoans were observed on the majority of 
logs. Colonies were collected from a single submerged 
log to eliminate habitat-associated influences on the 
taxonomic composition of the bryozoan associated 
organisms.

Living colony fragments were photographed 
using an MSP-1 stereomicroscope (“LOMO” JSC) 
equipped with a Levenhuk C800 digital camera (Fig. 1).

DNA was performed following the protocol 
described by Doyle and Dickson (Doyle and Dickson, 
1987). For Sanger sequencing, DNA samples were 
obtained from small colony fragments that were care-
fully cleaned to prevent contamination from bryozo-
an-associated organisms. For metabarcoding analysis, 
DNA was extracted from larger colony fragments (five 
samples per species).

All DNA samples were amplified. Amplification 
was carried out using the BioMaster HS-Taq PCR Kit 
(Biolabmix, Russia) according to the manufacturer’s 
recommendations. Amplification conditions and primer 
sequences are detailed in Table 1. For metabarcoding, 
PCR products from each species were pooled into a sin-
gle tube.

Fig.1. А – photo of Tompuda River valley; B – map of Lake Baikal with collection point indicated; C, D – photos of living 
colonies of bryozoans. C – Plumatella sp.; D – P. repens. Scale 1 mm.
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PCR products were visualized through electro-
phoresis on 1% agarose gel. Enzymatic purification 
of the products was performed using the ExoSAP-IT 
express kit (Thermo Fisher Scientific, USA) according 
to the manufacturer’s protocol.

The COI, 16S and the ITS1–5.8S–ITS2 markers 
were sequenced using a NANOFOR 05 genetic analyzer 
with the Brilliant Dye Terminator (v.3.1) Sequencing 
kit (NimaGene, Holland). The nucleotide sequences 
were edited and aligned using the BioEdit software 
(Hall, 2011).

The taxonomic identification of bryozoans was 
accomplished through DNA barcoding using COI, 
16S mtDNA, and ITS1–5.8S–ITS2 rDNA markers. 
Taxa delimatation was performed using the web ver-
sion of the ASAP program (available at: https://bio-
info.mnhn.fr/abi/public/asap/), employing pairwise 
genetic distances (p-distances) as the genetic distance 
metric. Additionally, nucleotide sequences of various 
Plumatellidae species for COI, 16S and ITS1–5.8S–ITS2 
markers were retrieved from GenBank (Table 2).

18S rRNA metabarcoding of bryozoan-associated 
eukaryotes was performed using portable nanopore DNA 
sequencer MinION (Oxford Nanopore Technologies). 
The quality of reads was assessed using FastQC; reads 
were filtered by quality using Trimmomatic-0.32 
(Bolger et al., 2014). Sequences with an average quality 
score exceeding 12 were selected for further analysis. 
Sequence identification was conducted using the SILVA 
database version 138.2 (Quast et al., 2012), containing 
full-length 18S rRNA fragments. BLASTn (Altschul et 
al., 1990) was employed with parameters “word_size 
= 25, gapopen = 2, gapextend = 1, reward = 1, 
penalty = -1” to compare sequenced amplicon library 
fragments with the SILVA database. These parameters 
allowed for the identification of amplicon sequences 
with low similarity to the reference database. An 18S 
rRNA amplicon sequence was considered identified if 
alignment parameters were E-value ≤ 0.00001 and bit 
score ≥ 50, indicating non-random matches. All 18S 
rRNA amplicon sequences mapping to the same SILVA 
database sequence in BLASTn alignment results were 
grouped into operational taxonomic units (OTUs). OTU 

abundance was quantified by the number of 18S rRNA 
amplicon reads assigned to each unit.

The results were visualized as histogram where 
OTUs were grouped into high-rank taxa.

The statistical convergence of the results of tax-
onomic diversity assessment was characterized using 
rarefaction curves and the Chao1 index (the expected 
number of OTUs in samples). Community diversity 
comparisons were conducted using the Shannon index, 
as well as species abundance curves, where slower con-
vergence to zero indicates higher community diversity. 
All statistical analyses and graphical visualizations 
were performed using the “Vegan” package (Dixon, 
2003) and “ggplot2” (Wickham, 2011) in the R pro-
gramming environment.

3. Results

The bryozoans studied were classified into two 
species of the genus Plumatella, based on the external 
morphology of zooids and colonies (Fig. 1). For each 
species, two nucleotide sequences for the COI (629 bp), 
16S (439–440 bp), and ITS1–5.8S–ITS2 (738–742 bp) 
were obtained and submitted in the GenBank data-
base under accession numbers: PQ766342–PQ766343, 
PQ771669–PQ771670 (COI); PQ770921–PQ770922, 
PQ772041–PQ772042 (ITS1–5.8S–ITS2); PQ774235–
PQ774238 (16S).

Species delimitation analysis using three molec-
ular genetic markers identified the bryozoan with a 
“creeping” colony type as Plumatella repens (Linnaeus, 
1758), while the bryozoan with a “bushy” colony type 
(Plumatella sp.) could not be definitively identified 
to species level due to limited nucleotide sequences 
available in GenBank. 16S mtDNA fragment analysis 
revealed that the sister species for this bryozoan is P. 
emarginata Allman, 1844 (with a genetic distance of 2% 
nucleotide substitutions), while ITS1–5.8S–ITS2 anal-
ysis indicated close relation to P. vaihiriae (Hastings, 
1929) (with a genetic distance of 0.4% substitutions). 
Species delimitation based on the COI gene fragment 
could not be performed due to the lack of nucleotide 
sequences for P. emarginata and P. vaihiriae in GenBank.

Table 1. Amplification conditions and primers used in this study.

Gene Amplification conditions, 30 cycles Primers References

COI DNA denaturation at 95°C – 40 sec 
(5 minutes on the first cycle), primer 
annealing at 50°C – 60 sec, nucleotide 
chain elongation at 72°C – 60 sec (10 

minutes on the last cycle)

LCO1490 (f) 5’-GGT CAA CAA ATC 
ATA AAG ATA TTG G -3’

HCO2198 (r) 5’-TAA ACT TCA GGG 
TGA CCA AAA AAT CA-3’

Folmer et al., 
1994

ITS1–5,8S–ITS2 ITS1 (f) 5’-TCC GTA GGT GAA CCT 
GCG G-3’

ITS4 (r): 5’-TCC TCC GCT TAT TGA 
TAT GC-3’

White et al., 
1990

18S DNA denaturation at 95°C – 60 sec 
(5 minutes on the first cycle), primer 
annealing at 55°C – 60 sec, nucleotide 
chain elongation at 72°C – 60 sec (10 

minutes on the last cycle)

EukA (f) 5’-ACC TGG TTG ATC CTG 
CCA GT-3’

EukB (r) 5’-TGA TCC TTC TGC AGG 
TTC ACC TAC-3’

Medlin et al., 
1988

16S ZX-1-F 5’-ACC CGC TGA ATT TAA 
GCA TAT-3’

LSUD-R 5’-ACG GAA TGA ACT CAA 
ATC ATG TAA G-3’

Van der Auwera 
et al., 1994

Littlewood et 
al., 2000

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/
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The initial datasets after nanopore sequencing 
of the 18S rRNA gene included 44,771 sequences for 
Plumatella sp. and 51,057 for P. repens; after quality 
filtering, the datasets contained 19,027 and 21,762 
sequences, respectively, from which OTUs (Operational 
Taxonomic Units) were formed. Single OTUs (repre-
senting fewer than 4 copies per sample) were excluded 
from analyses. The final analysis identified 299 OTUs 
for Plumatella sp., and 33 OTUs for P. repens.

Rarefaction curves and species abundance curves 
are presented in Fig. 2. The saturation curves for both 
species reached plateaus, confirming statistical signifi-

cance of the results. The expected number of taxa, cal-
culated using the Chao1 index, corresponded with the 
actual number of identified OTUs.

The Shannon diversity index for the community 
associated with the “bushy” bryozoan Plumatella sp was 
4.1, while for the “creeping” P. repens it was 2.8.

The taxonomic composition (in percentage) 
of both communities is illustrated in the histogram 
(Fig.  3). A total of 21 high-rank taxa were identified 
within the communities. The community associated 
with the “bushy” bryozoan was dominated by diatoms 
(60%) and ciliates (22%), with notable presence of 

Table 2. List of taxa used for species delimitation analysis with GenBank accession numbers and references.

Species name COI GB# References ITS1–5,8S–ITS2 
GB#

References 16S GB# References

Plumatella fungosa 
(Pallas, 1768)

KF805632 Dash and 
Vasemägi 2014, 

unpublished

GU733426 Rubini et al., 2011 AB365624 Hirose et al., 2011, 
unpublished

MH286272 Klass et al., 2018 - - - -

Plumatella repens 
(Linnaeus, 1758)

FJ196105 Fuchs et al., 
2009

GU733417 Rubini et al., 2011 AB365622 Hirose et al., 2011, 
unpublished

- - EU377576 Taticchi et al., 2010, 
unpublished

- -

Plumatella vaihiriae 
(Hastings, 1929)

- - EU377577 Taticchi et al., 2010, 
unpublished

AB365625 Hirose et al., 2011, 
unpublished

Plumatella casmiana 
Oka, 1907

KJ024813 Koletic, 2014 EU377579 Taticchi et al., 2010, 
unpublished

GQ343297 Briski et al., 2011

- - - - AB365629 Hirose et al., 2011, 
unpublished

Plumatella rugosa 
Wood, Wood, Geimer 

& Massard, 1998

- - GU733418 Rubini et al., 2011 AB365623 Hirose et al., 2011, 
unpublished

Plumatella viganoi 
Taticchi 2010

- - GU733422,
GU733421,
GU733420

Rubini et al., 2011 - -

Plumatella geimermas-
sardi Wood and 
Okamura, 2004

- - GU733423 Rubini et al., 2011 - -

- - EU377578 Taticchi et al., 2010, 
unpublished

- -

Plumatella emarginata 
Allman, 1844

- - GU733424 Rubini et al., 2011 JN681057 Waeschenbach et 
al., 2012

- - - - AB365623 Hirose et al., 2011, 
unpublished

- - - - GQ343296, 
GQ343300, 
GQ343301

Briski et al., 2011

Plumatella reticulata 
Wood, 1988

- - GU733425 Rubini et al., 2011 - -

Plumatella vorstmani 
Toriumi, 1952

- - - - AB365634 Hirose et al., 2011, 
unpublished

Plumatellidae sp. KU720129 Jiang et al., 
2017

- - - -

KX620051 Dong et al., 
2020

- - - -

Hyalinella punctata 
(Hancock, 1850)

KJ024814 Koletic, 2014 EU377580 Taticchi et al., 2010, 
unpublished

AB365631 Hirose et al., 2011, 
unpublished

- - GU733427,
GU733428

Rubini et al., 2011 DQ305342 Okuyama et al., 
2006
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golden algae (4%) and hydras (3%), as well as chyt-
ridiomycetes (1.6%), which are parasites of algae and 
invertebrates. Rotifers were also observed (1%), likely 
attracted by an abundance of ciliates, unicellular algae, 
and bacteria.

The “creeping” bryozoan-associated community 
exhibited lower diversity, dominated by unicellular 
algae (32%) and dinoflagellates (27%). Significant pro-
portions of apicomplexans (10.6%), which are inverte-
brate parasites, and other protozoan classes (including 
amoebas, euglena, etc.) (4.6%) were also observed. 
Among the invertebrates, annelid worms (12.5%), 
tapeworms (4%), and mollusks (3%) predominated. 
Additionally, nucleotide sequences of protostome 
animals belonging to the phylum Entoprocta were 
identified.

4. Discussion

At the mouth of the River Tompuda, which 
flows into Baikal, two genetically distant species of 
the genus Plumatella (16% substitutions based on COI, 
9% based on ITS1–5.8S–ITS2, and 4% based on 16S) 
were found living sympatrically. One of them, P. repens, 
is widely distributed in temperate water bodies. The 
other species, Plumatella sp. showed genetic similarity 
to Plumatella vaihiriae (Hastings, 1929) based on the 
ITS1–5.8S–ITS2 marker (0.4% divergence). P. vaihiriae 
was initially described from a lake on Tahiti and has 
been recorded in lakes in Hawaii, Argentina, Thailand, 
and the USA (Taticchi et al., 2008). According to the 
16S marker (2% divergence) Plumatella sp. is closely 
related to P. emarginata, a species distributed in Eurasia, 

Fig.2. А – rarefaction curves; В – species abundance curves.

Fig.3. Histogram of OTU distribution across high-rank taxa for Plumatella sp. and P. repens.
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North America, and New Zealand. It should be noted 
that the presence of P. emarginata in the Baikal region 
has been previously reported (Vinogradov, 2008), but 
the examined specimens likely represent a distinct spe-
cies (potentially new to science) based on their level of 
genetic divergence. However, definitive species identi-
fication requires morphological analysis of statoblasts.

The sympatric occurrence of two bryozoan spe-
cies on the same substrate is not unique to the Baikal 
region. For example, Taticchi et al. (2008) reported 
the cohabitation of P. vaihiriae with P. fungosa (Pallas, 
1768), and representatives of Victorellidae Hincks, 
1880 in Italian lakes.

The studied bryozoans exhibit different colony 
morphologies: P. repens forms creeping or sprawling 
branching tubes that spread flat across the substrate, 
while Plumatella sp. develops tubular branched zooids 
that extend vertically from the substrate in a bush-like 
formation. We observed that each coexisting bryozoan 
species harbored a unique eukaryotic community, the 
composition of which depends on the colony morphology. 
The community associated with the “bushy” Plumatella 
sp., was much more diverse (Shannon index = 4.1)  
compared to that of the “creeping” P. repens (Shannon 
index = 2.8), considering both high-rank taxon com-
position and the number of dominant OTUs. This may 
be related to the structure of the “bushy” colony, which 
creates microhabitats within the spaces between zooids 
that are favorable for diverse epibionts. Various dia-
toms easily attach to the bryozoan zooids, as evidenced 
by the abundance of reads corresponding to these 
organisms. Conversely, “creeping” colony exhibited 
substantially lower biodiversity, hosting larger inver-
tebrates that potentially feed on the bryozoan itself, 
along with protozoan Apicomplexa, which are parasites 
of invertebrates.

An interesting finding was the discovery of the 
phylum Entoprocta Nitsche, 1870 or Kamptozoa Cori, 
1929, which have not previously been reported in the 
water bodies of the Baikal region. These animals, resem-
bling hydroids and bryozoans, exhibit sessile lifestyles 
either solitarily or colonially, with individual organisms 
ranging from 1 to 5 mm in size. Entoprocts are often 
commensals of invertebrates, including sessile anne-
lids, mollusk shells, and bryozoans (Brusca and Brusca, 
2003; Emschermann, 1993; Kristensen, 1970; Wood, 
2005). It is possible that the “creeping” colony of P. rep-
ens allows for the Entoprocta attachment, and the water 
flow generated by the bryozoan’s lophophores poten-
tially facilitates their feeding. Due to limited studies 
of this phylum, nucleotide sequence data for them are 
nearly absent in databases, making it possible to iden-
tify them only to a high taxonomic level (Entoprocta: 
Barentsiidae Emschermann, 1972). Currently, approx-
imately 200 species of Entoprocts are known, includ-
ing sessile solitary species (Loxosomatidae) and colo-
nial species (Loxokalypodidae, Pedicellinidae, and 
Barentsiidae), most of which are marine. Only two 
species inhabit freshwater: Loxosomatoides sirindhorne 
Wood, 2005 (fam. Loxosomatidae) and Urnatella grac-
ilis Leidy, 1851 (fam. Barentsiidae). It should be noted 
that area of L. sirindhorne is limited to Thailand (Wood, 

2005; Schwaha et al., 2010), while U. gracilis, originally 
described as a North American species, is distributed 
on all continents except Antarctica (Brusca and Brusca, 
2003), and has been found in the Don River (Sklyarova, 
1969) and the Volga River (Vinogradov, 1997). It is 
possible that U. gracilis occurs in the water bodies of 
the Baikal region, although this assumption requires 
detailed morphological analysis.

DNA metabarcoding using the 18S rRNA gene 
proved to be an effective method for investigating the 
diversity of eukaryotic communities associated with 
bryozoans, as indicated by the wide range of identi-
fied taxa. Saturation and abundance graphs, as well as 
the expected species number indices (Chao1), confirm 
the statistical significance of the results. Nevertheless, 
it should be noted that nanopore sequencing may 
introduce errors in the form of insertions and dele-
tions of nucleotides within the 18S rRNA sequences. 
Analysis of the results from BLASTn alignments of 
amplicon sequences with the SILVA database revealed 
that in some cases, sequence similarity (ranging from 
97% to 99%) was only determined by single-nucleo-
tide insertions and deletions rather than substitutions, 
a phenomenon not typically observed in short-read 
sequencing platforms, like Illumina. This limitation of 
the MinION portable DNA sequencer (Oxford Nanopore 
Technologies) should be considered in future software 
development for amplicon analysis in metabarcoding 
studies.

5. Conclusions

The results of DNA metabarcoding of the 18S 
rRNA gene revealed the specificity of the composition 
of eukaryotic communities associated with bryozoans. 
It was shown that the colony morphology plays a cru-
cial role in shaping their species diversity. The commu-
nity associated with Plumatella sp., which has a “bushy” 
colony form, is much more diverse and differs in spe-
cies composition from the community formed on the 
“creeping” colony of P. repens.

The application of molecular-genetic methods 
allowed for the identification of representatives of 
protostome animals of the phylum Entoprocta among 
organisms associated with P. repens, which is signifi-
cant for the study of aquatic biodiversity. New findings 
of Entoprocta in the fauna of water bodies of the Baikal 
region indicate that their distribution is broader than 
previously assumed.
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Эукариотические сообщества 
пресноводных мшанок (Phylactolaemata: 
Plumatellidae) Байкальского региона
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АННОТАЦИЯ. Методом ДНК метабаркодинга на основе 18S рРНК исследовано разнообразие 
сообществ организмов, ассоциированных с мшанками. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что для каждого вида мшанок, сосуществующих в непосредственной близости друг от 
друга, свойственно своеобразное сообщество ассоциированных с ними эукариот, состав которого, 
вероятно, зависит от формы колоний. Сообщество, ассоциированное с «кустистой» колонией 
Plumatella sp. оказалось более разнообразным, и отличалось по видовому составу от сообщества, 
сформировавшегося на «стелющейся» колонии P. repens. На «кустистых» мшанках преобладали 
диатомовые водоросли (60%) и инфузории (22%), а также золотистые водоросли (4%), гидры 
(3%), хитридиомицеты (1,6%), коловратки (1%). На «стелющейся» мшанке обнаружены однокле-
точные водоросли (32%), динофлагелляты (27%), апикомплексы (10,6%), другие классы простей-
ших (амебы, эвглены и др.) (4,6%), из беспозвоночных животных преобладали кольчатые (12,5%) 
и ленточные (4%) черви, моллюски (3%); обнаружены представители первичноротых животных 
типа Entoprocta, которые ранее не были отмечены в водоемах Байкальского региона.

Ключевые слова: ДНК метабаркодинг, 18S рРНК, ITS1–5.8S–ITS2, COI, 16S рРНК

1. Введение

Мшанки (тип Bryozoa) принадлежат колони-
альным животным, ведущим прикрепленный образ 
жизни. Селятся на любом твердом субстрате – зато-
нувшей древесине, макрофитах, камнях, пластике, 
полиэтилене и др. Некоторые виды обрастают 
днища кораблей (Гонтарь, 2010).

В типе выделяют три класса: Phylactolaemata 
(Покрыторотые), Stenolaemata (Узкоротые) и 
Gymnolaemata (Голоротые). Phylactolaemata вклю-
чает один отряд, семь семейств и около 70 видов, 
обитающих исключительно в пресных водах (Ryland, 
2005). Представители этого класса широко распро-
странены по всему миру, за исключением полярных 
областей, и населяют лентические и лотические 
экосистемы, некоторые виды считаются космополи-
тами (Wood, 2002). Колонии филактолемат состоят 

из зоооидов, в которых выделяют два отдела – мяг-
кий полипид с венчиком щупалец и желатинизиро-
ванный (или хитинизированный) цистид, являю-
щийся экзоскелетом, в него втягивается полипид. 
Внутри венчика щупалец находится ротовое отвер-
стие, прикрытое эпистомом.

Среди филактолемат наиболее разнообразно 
сем. Plumatellidae Allman, 1856, насчитывающее 
4 рода и более 20 валидных видов, из которых 
наибольшее число принадлежит роду Plumatella 
Lamark, 1816. Для пресных вод России отмечено 7 
видов рода (Гонтарь, 2010), три из них встречены в 
Байкальском регионе (Виноградов, 2008).

Филактолематы нередко доминируют среди 
гидробионтов. В ряде случаев, как активные филь-
траторы, при обильном развитии играют огромную 
роль в самоочищении водоема (Протасов, 1994). 
Размер колоний варьирует от нескольких мил-
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лиметров до десятков сантиметров. Их быстрый 
рост может привести к высокой биомассе бентоса. 
Таким образом, мшанки также играют важную роль 
в круговороте питательных веществ (Sørensen et 
al., 1986). Пресноводные мшанки могут образовы-
вать ассоциации с другими мшанками, губками, 
гидроидами и личинками ручейников (Ricciardi 
and Reiswig 1994). Их колонии обеспечивают среду 
обитания для различных мелких организмов, таких 
как коловратки, планарии, нематоды, аннелиды, 
моллюски, гастротрихи, копеподы, тардиграды, 
личинки насекомых, клещи и др. (Raddum and 
Johnsen, 1983; Ricciardi and Reiswig, 1994).

Виды Plumatella имеют разные по форме и 
размерам колонии, что позволяет предполагать 
существование различных по составу сообществ, 
ассоциированных с телом колоний. Для проверки 
этой гипотезы мы использовали современный моле-
кулярно-генетический метод – ДНК метабаркодинг, 
который позволяет идентифицировать таксономи-
ческий состав сообщества путем амплификации и 
высокопроизводительного секвенирования после-
довательностей маркерных генов. Метабаркодинг 
сообществ, ассоциированных с определенным орга-
низмом, позволяет также предполагать механизмы 
и типы взаимодействий между разными группами 
организмов и их возможную экологическую роль в 
сообществе.

ДНК метабаркодинг с использованием фраг-
мента гена COI успешно применяется при исследо-
вании сообществ беспозвоночных животных в бухте 
большие Коты и Лиственичном заливе озера Байкал 

(Кравцова и др., 2021; Кравцова и др., 2023). Кроме 
того, этот метод показал свою эффективность при 
исследовании разнообразия организмов, ассоции-
рованных с зелеными водорослями на основе фраг-
мента гена 18S рРНК (Букин и др., 2022), а также 
применялся при исследовании микроэукариотиче-
ских планктонных сообществ Байкала (Bukin et al., 
2023).

Целью работы было исследовать и сравнить 
состав сообществ эукариотических организмов, 
ассоциированных с двумя видами мшанок, обитаю-
щих симпатрически и различающихся морфологией 
колоний.

2. Материалы и методы.

Колонии мшанок были собраны с затоплен-
ной древесины в устье р. Томпуда (север оз. Байкал, 
55,12122° N 109,753418° E) в 2022 году (Рис.  1). 
Вблизи устья долина реки имеет характер заболо-
ченной равнины, изрезанной многочисленными 
протоками, заросшими макрофитами и с большим 
количеством затопленных бревен. Почти на каждом 
из них встречались мшанки. Колонии собраны с 
одного затопленного бревна, чтобы исключить вли-
яние местообитания на таксономический состав 
организмов, ассоциированных с ними.

Прижизненные фотографии фрагментов 
колоний (Рис.  1) сделаны под стереоскопическим 
микроскопом МСП–1 (ОАО «Ломо»), оснащенным 
цифровой фотокамерой Levenhuk C800.

Рис.1. А – фото устья р. Томпуда; Карта оз. Байкал с указанной точкой сбора; C, D – прижизненное фото колоний 
мшанок. C – Plumatella sp.; D – P. repens. Масштаб – 1 мм.
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ДНК экстрагирована по протоколу, описан-
ному Дойлом и Диксон (Doyle and Dickson, 1987). 
Препараты ДНК для последующего секвенирования 
по Сэнгеру получены из небольших фрагментов 
колоний, которые предварительно тщательно очи-
щали, чтобы избежать контаминации организмами, 
обитающими на мшанках. ДНК для метабаркодинга 
экстрагировали из больших фрагментов колоний 
(по пять для каждого вида).

Все полученные препараты ДНК были ампли-
фицированы. Амплификация проведена с помо-
щью набора реактивов BioMaster HS-Taq PCR Kit 
(Biolabmix, Россия), согласно рекомендациям про-
изводителя. Условия амплификации и структура 
праймеров приведены в таблице 1.

Продукты реакции проанализированы элек-
трофоретически в 1%-ном агарозном геле. В случае 
метабаркодинга, ПЦР-продукты объединяли в одну 
пробирку для каждого вида.

Ферментативная очистка продуктов прове-
дена с помощью коммерческого набора ExoSAP-IT 
express (Thermo Fisher Scientific, США) согласно про-
токолу, рекомендованному производителем.

Cеквенирование маркеров COI и 16S мтДНК 
и ITS1–5.8S–ITS2 яДНК проведено на генетическом 
анализаторе «НАНОФОР 05» с помощью набора реа-
гентов Brilliant Dye Terminator (v.3.1) Sequencing kit 
(NimaGene, Голландия). Нуклеотидные последо-
вательности отредактированы и выровнены в про-
грамме BioEdit (Hall, 2011).

Таксономическую принадлежность исследуе-
мых мшанок определяли методом ДНК баркодинга 
с помощью маркеров COI, 16S мтДНК и ITS1–5.8S–
ITS2 яДНК. Делимитация таксонов проведена с 
помощью веб-версии программы ASAP, доступной 
по ссылке: https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/. 
В качестве меры генетических расстояний использо-
вали p-дистанции. Дополнительно из базы данных 
GenBank привлечены нуклеотидные последователь-
ности разных видов сем. Plumatellidae по маркерам 
COI, 16S и ITS1–5.8S–ITS2 (Таблица 2).

ДНК метабаркодинг ассоциированных с мшан-
кой эукариот проведен по гену 18S рРНК с помощью 
нанопорового секвенирования с использованием 
портативного ДНК-секвенатора MinION (Oxford 
Nanopore Technologies). Качество полученных про-
чтений проверено с помощью программы FastQC. 
Последовательности отсортированы по качеству в 
Trimmomatic-0.32 (Bolger et al., 2014), для анализа 
выбраны последовательности со средним качеством 
прочтения более 12 баллов. Идентификация после-
довательностей проводилась по базе данных SILVA 
(Quast et al., 2012). В анализе использована версия 
базы 138.2, из которой были извлечены полнораз-
мерные фрагменты 18S рРНК. Сравнение расшиф-
рованных фрагментов ампликонной библиотеки 
с базой SILVA проводилась с помощью алгоритма 
BLASTn (Altschul et al., 1990) с параметрами word_
size = 25, gapopen = 2, gapextend = 1, reward = 
1, penalty=-1. Выбранный диапазон параметров 
позволяет идентифицировать последовательности 
ампликонов с низкой степенью родства со сравнива-
емой базой данных. Последовательность 18S рРНК 
ампликона считалась идентифицированной при 
параметрах выравниваний E-value ≤ 0,00001 и bit 
score ≥ 50, что характеризует неслучайное совпаде-
ние. Все последовательности 18S рРНК ампликона, 
картирующиеся по результатам BLASTn выравнива-
ний на одну и туже последовательность базы SILVA 
были сгруппированы в ОТЕ (операционная таксоно-
мическая единица). Представленность ОТЕ в пробе 
характеризовалась количеством приходившихся на 
него прочтений 18S рРНК ампликона.

Результаты визуализированы в виде гисто-
граммы, на которой ОТЕ объединены в таксоны 
высокого ранга.

Статистическая сходимость результатов 
оценки таксономического разнообразия охаракте-
ризована с помощью кривых насыщения и индекса 
Chao1 (индекс ожидаемого числа ОТЕ в пробах). 
Графическое сравнение разнообразия сообществ 
проводилось с помощью кривых таксономического 

Таблица 1. Условия амплификации и структура праймеров.

Ген Условия амплификации, 30 
циклов

Структура праймеров Ссылки

COI денатурация ДНК: 95°С – 40с (5 
минут на первом цикле),

отжиг праймеров – 50°С - 60с, элонга-
ция нуклеотидной цепи – 72°С – 60с 

(10 минут на последнем цикле)

LCO1490 (f) 5’-GGT CAA CAA ATC 
ATA AAG ATA TTG G -3’

HCO2198 (r) 5’-TAA ACT TCA GGG 
TGA CCA AAA AAT CA-3’

Folmer et al., 
1994

ITS1–5,8S–ITS2 ITS1 (f) 5’-TCC GTA GGT GAA CCT 
GCG G-3’

ITS4 (r): 5’-TCC TCC GCT TAT TGA 
TAT GC-3’

White et al., 
1990

18S денатурация ДНК: 95°С – 60с (5 
минут на первом цикле),

отжиг праймеров: 55°С - 60с, элонга-
ция нуклеотидной цепи: 72°С – 60с 

(10 минут на последнем цикле)

EukA (f) 5’-ACC TGG TTG ATC CTG 
CCA GT-3’

EukB (r) 5’-TGA TCC TTC TGC AGG 
TTC ACC TAC-3’

Medlin et al., 
1988

16S ZX-1-F 5’-ACC CGC TGA ATT TAA 
GCA TAT-3’

 LSUD-R 5’-ACG GAA TGA ACT CAA 
ATC ATG TAA G-3’

Van der Auwera 
et al., 1994

Littlewood et 
al., 2000

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/
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обилия с учетом того, что чем медленнее кривая 
стремится к нулю, тем разнообразнее сообщество. 
Разнообразие исследуемых сообществ оценивали 
с помощью индекса Шеннона. Все статистические 
расчеты и графическая визуализация результатов 
проведены с использованием пакета «Vegan» (Dixon, 
2003) и «ggplot2» (Wickham, 2011) для среды про-
граммирования R.

3. Результаты

По внешнему строению зооидов и колоний, 
исследуемые мшанки отнесены к двум видам рода 

Plumatella (Рис.  1). Для каждого вида получено по 
две нуклеотидные последовательности для марке-
ров COI (629 п.н.), 16S (439–440 п.н.), ITS1–5.8S–
ITS2 (738–742 п.н.) и депонировано в базу данных 
GenBank с номерами доступа: PQ766342–PQ766343, 
PQ771669–PQ771670 (COI); PQ770921–PQ770922, 
PQ772041–PQ772042 (ITS1–5.8S–ITS2); PQ774235–
PQ774238 (16S).

По результатам делимитации таксонов с 
использованием трех молекулярно-генетических 
маркеров мшанку со «стелющимся» типом коло-
нии отнесли к Plumatella repens (Linnaeus, 1758), в 
то время как мшанку с «кустистым» типом коло-

Таблица 2. Список таксонов, использованных для делимитации таксонов с номерами доступа в GenBank и ссылками.

Название вида COI GB# Ссылки ITS1–5,8S–ITS2 
GB#

Ссылки 16S GB# Ссылки

Plumatella fungosa 
(Pallas, 1768)

KF805632 Dash and 
Vasemägi, 2014, 
неопубликовано

GU733426 Rubini et al., 2011 AB365624 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

MH286272 Klass et al., 2018 - - - -

Plumatella repens 
(Linnaeus, 1758)

FJ196105 Fuchs et al., 
2009

GU733417 Rubini et al., 2011 AB365622 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

- - EU377576 Taticchi et al., 2010, 
неопубликовано

- -

Plumatella vaihiriae 
(Hastings, 1929)

- - EU377577 Taticchi et al., 2010, 
неопубликовано

AB365625 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

Plumatella casmiana 
Oka, 1907

KJ024813 Koletic, 2014 EU377579 Taticchi et al., 2010, 
неопубликовано

GQ343297 Briski et al., 2011

- - - - AB365629 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

Plumatella rugosa 
Wood, Wood, Geimer 

& Massard, 1998

- - GU733418 Rubini et al., 2011 AB365623 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

Plumatella viganoi 
Taticchi 2010

- - GU733422,
GU733421,
GU733420

Rubini et al., 2011 - -

Plumatella 
geimermassardi Wood 
and Okamura, 2004

- - GU733423 Rubini et al., 2011 - -

- - EU377578 Taticchi et al., 2010, 
неопубликовано

- -

Plumatella emarginata 
Allman, 1844

- - GU733424 Rubini et al., 2011 JN681057 Waeschenbach et 
al., 2012

- - - - AB365623 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

- - - - GQ343296, 
GQ343300, 
GQ343301

Briski et al., 2011

Plumatella reticulata 
Wood, 1988

- - GU733425 Rubini et al., 2011 - -

Plumatella vorstmani 
Toriumi, 1952

- - - - AB365634 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

Plumatellidae sp. KU720129 Jiang et al., 
2017

- - - -

KX620051 Dong et al., 2020 - - - -

Hyalinella punctata 
(Hancock, 1850)

KJ024814 Koletic, 2014 EU377580 Taticchi et al., 2010, 
неопубликовано

AB365631 Hirose et al., 2011, 
неопубликовано

- - GU733427,
GU733428

Rubini et al., 2011 DQ305342 Okuyama et al., 
2006
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нии (Plumatella sp.) не удалось точно определить 
до вида, из-за отсутствия достаточного количества 
нуклеотидных последовательностей в GenBank. По 
фрагменту 16S мтДНК сестринским видом для этой 
мшанки является P. emarginata Allman, 1844 (гене-
тическая дистанция составила 2% нуклеотидных 
замен), а по ITS1–5.8S–ITS2 она оказалась близка 
к P. vaihiriae (Hastings, 1929) (генетическая дистан-
ция 0,4% замен). По фрагменту гена COI делимита-
цию таксонов провести не удалось из-за отсутствия 
нуклеотидных последовательностей P. emarginata и 
P. vaihiriae в GenBank.

Исходные наборы данных после нанопорового 
секвенирования гена 18S рРНК включали 44771 
последовательностей для Plumatella sp. и 51057 – 
для P. repens, после фильтрации по качеству наборы 
включали 19027 и 21762 последовательностей, 
соответственно, из которых были сформированы 
ОТЕ. Одиночные ОТЕ (представленность меньше 4 
копий на пробу) не принимались в расчет. В итоге, 
для Plumatella sp. идентифицировано 299 ОТЕ, для 
P. repens – 33 ОТЕ.

Графики с кривыми насыщения и таксоно-
мического обилия представлены на Рис. 2. Кривые 
насыщения для обоих видов выходят на плато, что 
подтверждает результат, как статистически досто-
верный. Ожидаемое число таксонов, рассчитанное с 
помощью индекса Chao1, совпадает с фактическим 
результатом выделенных ОТЕ.

Индекс биоразнообразия Шеннона для сооб-
щества, ассоциированного с «кустистой» мшанкой 
Plumatella sp., составил 4,1, а со «стелющейся» P. 
repens – 2,8.

Таксономический состав (в процентном соот-
ношении) обоих сообществ, представлен на диа-
грамме (Рис.  3). В составе сообществ отмечен 21 
таксон высокого ранга. На «кустистых» мшанках 
преобладали диатомовые водоросли (60%), инфу-
зории (22%), а также золотистые водоросли (4%) и 
гидры (3%). Кроме того, в этой пробе обнаружены 
хитридиомицеты (1,6%), являющиеся паразитами 
водорослей и беспозвоночных животных. Также 
среди организмов, ассоциированных с «кустистой» 
мшанкой, были коловратки (1%), возможно, при-

влекаемые большим количеством инфузорий, одно-
клеточных водорослей и бактерий, которыми они 
питаются.

На «стелющейся» мшанке биоразнообразие 
меньше. Преобладали одноклеточные водоросли 
(32%) и динофлагелляты (27%), встречались апи-
комплексы (10,6%), являющиеся паразитами беспо-
звоночных животных и другие классы простейших 
(амебы, эвглены и др.) (4,6%). Среди беспозво-
ночных животных преобладали кольчатые черви 
(12,5%), ленточные черви (4%) и моллюски (3%). 
Обнаружены также нуклеотидные последовательно-
сти первичноротых животных типа Entoprocta.

4. Обсуждение

В устье реки Томпуда, впадающей в Байкал, 
выявлено симпатрическое обитание двух генетиче-
ски далеких (16% замен по COI, 9% по ITS1–5.8S–
ITS2, 4% по 16S) видов рода Plumatella. Один из них 
– P. repens, широко распространен в водоемах уме-
ренной зоны. Другой вид – Plumatella sp. – по мар-
керу ITS1–5.8S–ITS2 оказался генетически сходным 
(0,4% замен) с Plumatella vaihiriae (Hastings, 1929), 
который был описан из озера на о. Таити и обнару-
жен в озерах Гавайев, Аргентины, Тайланда, США 
(Taticchi et al., 2008). По маркеру 16S (2% замен) 
Plumatella sp. является сестринским к P. emarginata, 
распространенному в Евразии, Северной Америке и 
Новой Зеландии. Следует отметить, что присутствие 
P. emarginata отмечалось ранее и в Байкальском 
регионе (Виноградов, 2008), однако обнаруженные 
нами мшанки по уровню генетических отличий, 
скорее всего, представляют собой самостоятельный 
вид (возможно, новый для науки), для точной так-
сономической идентификации которого необходим 
морфологический анализ статобластов.

Совместное обитание 2 видов мшанок на 
одном субстрате, не является уникальным для 
Байкальского региона, например Taticchi et al. 
(2008) показали совместное обитание P. vaihiriae с 
P. fungosa (Pallas, 1768), а также представителями 
Victorellidae Hincks, 1880 в озерах Италии.

Рис.2. А – кривая насыщения; В – кривая обилия.
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Исследованные мшанки имеют разные формы 
колоний: P. repens, в соответствии с названием, – 
ползучая или стелющаяся – образует ветвистые 
трубки, плоско стелющиеся по субстрату, Plumatella 
sp. имеет трубчатые разветвленные зооиды, высоко 
поднимающиеся над субстратом (по типу куста). 
Мы обнаружили, что для каждого вида сосуще-
ствующих мшанок свойственно своеобразное сооб-
щество ассоциированных с ними эукариот, состав 
которого, вероятно, зависит от формы колоний. 
Сообщество организмов, ассоциированное с «кусти-
стой» Plumatella sp., оказалось намного разнообраз-
нее (индекс Шеннона = 4,1) сообщества, ассо-
циированного с колонией «стелющейся» P. repens 
(индекс Шеннона = 2,8) как по составу таксонов 
высокого ранга, так и по числу доминирующих ОТЕ. 
Это может быть связано с тем, что структура «кусти-
стой» колонии формирует пространства между зоо-
идами с микросредой, благоприятной для обита-
ния разнообразных эпибионтов. К зооидам мшанок 
легко крепятся различные диатомовые водоросли, о 
чем свидетельствует приходящееся на них большое 
количество прочтений. На стелющейся колонии, 
биоразнообразие значительно ниже. Встречаются 
крупные беспозвоночные, которые, возможно, пита-
ются самой мшанкой, простейшие типа Apicomplexa, 
являющиеся паразитами беспозвоночных.

Интересной находкой стало обнаружение пер-
вичноротых животных типа Entoprocta Nitsche, 1870 
или Kamptozoa Cori, 1929 (Внутрипорошицевые или 
Сгибающиеся), которые ранее не были отмечены 
в водоемах Байкальского региона. Эти животные 
внешне напоминают гидроидных и мшанок, ведут 
прикрепленный образ жизни, живут поодиночке 
или в колониях, размер одного организма 1–5 мм. 
Внутрипорошицевые чаще всего являются коммен-
салами на беспозвоночных, таких как губки, непод-
вижные кольчатые черви, раковины моллюсков 
и мшанки (Brusca and Brusca, 2003; Emschermann, 
1993; Kristensen, 1970; Wood, 2005). Возможно, «сте-

лющаяся» форма колонии P. repens позволяет при-
крепляться представителям Entoprocta, а ток воды, 
создаваемый лофофорами мшанки, облегчает их 
питание. Поскольку представители данного типа 
крайне мало изучены, в базах данных практически 
нет информации об их нуклеотидных последователь-
ностях, поэтому идентификацию удалось провести 
только на уровне таксона высокого ранга (Entoprocta: 
Barentsiidae Emschermann, 1972). В настоящее время 
известно около 200 видов Entoprocta включаю-
щих сидячих, одиночных (сем. Loxosomatidae) или 
колониальных (сем. Loxokalypodidae, Pedicellinidae 
и Barentsiidae), в основном морских организмов. 
Известно всего два вида, которые обитают в прес-
ных водах: Loxosomatoides sirindhorne Wood, 2005 
(сем. Loxosomatidae) и Urnatella gracilis Leidy, 1851 
(сем. Barentsiidae). Причем ареал L. sirindhorne огра-
ничен Тайландом (Wood, 2005; Schwaha et al., 2010), 
в то время как U. gracilis, изначально описанный как 
Североамериканский вид, распространен на всех 
континентах, кроме Антарктиды (Brusca and Brusca, 
2003), обнаружен в реках Дон (Склярова, 1969) и 
Волга (Виноградов, 1997). Возможно, именно этот 
вид Entoprocta встречается в водоемах Байкальского 
региона, хотя это предположение требует проведе-
ния детального морфологического анализа.

ДНК метабаркодинг с использованием гена 
18S рРНК оказался эффективным методом для 
исследования разнообразия ассоциированных с 
мшанками эукариотических сообществ, о чем свиде-
тельствует широкий спектр выявленных таксонов. 
Графики насыщения и обилия, а также индекс ожи-
даемого числа видов в пробах Chao1 подтверждают 
статистическую достоверность результата. Тем не 
менее, следует обратить внимание, что при нано-
поровом секвенировании не исключены ошибки в 
виде вставок и делеций нуклеотидов в последова-
тельностях 18S рРНК. Анализ результатов BLASTn 
выравниваний последовательностей ампликонов с 
базой данных SILVA показал, что в некоторых слу-

Рис.3. Гистограмма распределения ОТЕ по таксонам высокого ранга для Plumatella sp. и P. repens.
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чаях степень сходства между последовательностями 
18S рРНК, варьирующая в пределах от 99% до 97%, 
определялась только наличием однобуквенных 
вставок и делеций, а не нуклеотидными заменами, 
что исключено при секвенировании коротких фраг-
ментов на платформах типа Illumina. Данную осо-
бенность портативного ДНК-секвенатора MinION 
(Oxford Nanopore Technologies) следует учитывать в 
дальнейшем разработчикам программного обеспе-
чения для анализа ампликонов при метабаркодин-
говых исследованиях.

5. Выводы

Результаты ДНК метабаркодинга по гену 18S 
рРНК выявили специфичность состава ассоцииро-
ванных с мшанками эукариотических сообществ. 
Показано, что форма колоний имеет критическое 
значение для формирования их видового богатства. 
Сообщество, ассоциированное с Plumatella sp., име-
ющего «кустистую» форму колонии, гораздо раз-
нообразнее, и отличается по видовому составу от 
сообщества, сформировавшегося на «стелющейся» 
колонии P. repens.

Применение молекулярно-генетических мето-
дов позволило выявить среди организмов, ассоции-
рованных с P. repens представителей первичноротых 
животных Entoprocta, что представляет интерес с 
точки зрения изучения биоразнообразия водоемов. 
Новые находки первичноротых Entoprocta в составе 
фауны водоемов Байкальского региона свидетель-
ствуют о том, что их ареал шире, чем предполага-
лось ранее.
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