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БИОТЕХНОЛОГИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ
УДК 577.15:579.83
doi: 10.17223/19988591/51/1

А.В. Сидоров, Ю.В. Зайцева, О.А. Маракаев

Ярославский государственный университет им. П.Г. Демидова, г. Ярославль, Россия

Влияние культуральной жидкости ассоциативных бактерий 
рода Pseudomonas на прорастание, морфогенез и рост 

Dactylorhiza incarnata (L.) Soó (Orchidaceae) в культуре in vitro
Работа выполнена при поддержке Минобрнауки России, 

государственное задание ЯрГУ, работа № 0856-2020-0008

Установлено, что штаммы бактерий Pseudomonas chlororaphis subsp. 
aurantiaca GRP225 и P. brassicacearum GRT221, ассоциированные с подземными 
органами пальчатокоренника мясокрасного (Dactylorhiza incarnata (L.) Soó), 
тубероидной орхидеей средней полосы европейской части России, синтезируют 
и выделяют в культуральную жидкость индолил-3-уксусную кислоту в 
концентрациях от 18,2±1,30 до 31,1±1,94 мг/л. Внесение культуральной 
жидкости ассоциативных бактерий в питательную среду для культивирования 
D. incarnata in vitro способствовало ускорению прорастания зрелых семян и 
повышению их всхожести, увеличению темпов развития проростков, линейных 
размеров формирующихся ортотропного побега и придаточных корней, 
накоплению сырой массы. Наиболее выраженное стимулирующее действие 
отмечено для штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225.

Ключевые слова: Pseudomonas; орхидные; протокорм; ювенильное 
растение; супернатант; индолил-3-уксусная кислота.

Введение

Бактерии рода Pseudomonas являются типичными представителями почвен-
ных микроорганизмов в составе ассоциированных с растениями микробных 
сообществ [1]. Они обладают способностью синтезировать фитогормоны 
[2], вторичные метаболиты [3], вещества с антибактериальной и фунгицид-
ной активностями [4]. Эти бактерии также оптимизируют условия мине-
рального питания растений [5]. Их используют в качестве основы биоло-
гических средств регуляции роста и защиты растений, рассматривают как 
перспективные агенты биоконтроля [1]. Бактеризация семян и проростков 
сельскохозяйственных культур суспензией на основе Pseudomonas увели-
чивает прирост линейных размеров и повышает урожайность [6]. Наряду с 
инокуляцией растений живыми клетками бактерий в культуре in vitro в ка-



7

честве компонента питательных сред используют культуральные жидкости 
(КЖ) микроорганизмов [7]. В исследовании на пшенице показано, что КЖ 
бактерий рода Pseudomonas способствовали увеличению энергии прораста-
ния и всхожести семян до 15%, а также двукратному увеличению прироста 
линейных размеров проростков [8]. Известно, что применение КЖ бакте-
рий может быть эффективнее, чем использование самих клеток, отмытых 
от КЖ [9].

Среди бактерий, ассоциированных с орхидными (Orchidaceae), также вы-
явлены представители рода Pseudomonas. Они обнаружены на поверхности 
и внутри надземных и подземных органов как у тропических видов [10], так 
и у видов умеренного климата Северного полушария [11]. Исследования по 
симбиотическому проращиванию семян орхидных на искусственных пита-
тельных средах ранее проводились. Первая попытка инокуляции семян ор-
хидных бактериальными культурами предпринята Кнудсоном в 1922 г. [12]. 
Он показал, что бактерии Bacillus radicicola увеличивали всхожесть семян 
эпифитных видов Epidendrum и Laelia-Cattleya. В 90-х годах было проде-
монстрировано, что Pseudomonas putida, Xanthomonas maltophilia и Bacillus 
cereus в комплексе с микоризными грибами способствовали прорастанию 
семян Pterostylis vittata [13]. Последние исследования показали, что бакте-
ризация семян Dendrobium nobile Pseudomonas fluorescens штаммами бакте-
рий Klebsiella oxytoca, выделенными из растения-хозяина, способствовала 
их прорастанию in vitro [10, 14, 15]. Однако при использовании живого ино-
кулята возникает ряд сложностей: невозможность отследить конечную кон-
центрацию ауксинов в культуральной среде, неустойчивое равновесие в мо-
делируемой симбиотической системе, различный состав питательных сред 
для бактериальных и растительных культур. С практической точки зрения 
решением этих проблем может стать применение биостимуляторов микроб-
ного происхождения отдельно от клеток [7]. Однако исследования по влия-
нию КЖ ассоциативных бактерий на рост и развитие орхидных умеренного 
климата Северного полушария в культуре in vitro до настоящего времени не 
проводились. Между тем эти растения имеют особенности онтогенеза, свя-
занные с длительным прорастанием семян, формированием специфических 
структур (протокормов, проторизомов), продолжительной подземной жиз-
нью проростков, вторичным покоем, зависимостью в природных условиях 
от микосимбионта и др. [16]. Исследования влияния КЖ ассоциативных 
бактерий на эффективность прорастания семян, анатомо-морфологическую 
структуру и физиологические особенности проростков орхидных умерен-
ного климата Северного полушария в культуре in vitro могут способствовать 
разработке технологий культивирования редких и охраняемых видов с ис-
пользованием биологически активных компонентов питательных сред.

Цель работы – оценка влияния двух культуральных жидкостей ассоциа-
тивных бактерий рода Pseudomonas, выделенных из ризосферы генератив-
ных особей Dactylorhiza incarnata, на прорастание семян, морфогенез и рост 

Влияние культуральной жидкости ассоциативных бактерий
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проростков пальчатокоренника мясокрасного в культуре in vitro как одного 
из представителей орхидных средней полосы европейской части России.

Материалы и методики исследования

Dactylorhiza incarnata (L.) Soó (пальчатокоренник мясокрасный) относит-
ся к орхидным с тубероидной жизненной формой, широко распространен на 
территории средней полосы европейской части России [17], охраняется – 
включен в Европейский список краснокнижных сосудистых растений, При-
ложение II к конвенции CITES, а также в некоторые региональные Красные 
книги [18].

Бактерии рода Pseudomonas – Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 
и P. brassicacearum GRT221 выделены из ризосферы генеративных особей 
D. incarnata, произрастающих в осоково-разнотравном сообществе на дер-
ново-подзолистой суглинистой почве (содержание гумуса в корнеобитаемом 
слое 5,7%, сумма поглощенных оснований – 14 мг/экв, pH – 6,3) на тер-
ритории Ярославской области. Для идентификации штаммов использова-
ли молекулярно-генетический анализ нуклеотидных последовательностей 
генов 16S рРНК. Геномная ДНК выделена с помощью набора ExtractDNA 
(Евроген) согласно инструкциям производителя. Гены 16S рРНК ам-
плифицированы с использованием универсальных праймеров 9F(5›-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG)  и 1512R(5›-ACGGCTACCTTGTTACGACTT). 
Режим проведения ПЦР: 95 °С – 4 мин; (95 °С – 1 мин; 55 °С – 1 мин; 72 °С – 
1 мин 30 с) – 30 циклов; 72 °С – 5 мин. Продукты амплификации разделя-
ли в 1,5% агарозном геле. Фрагменты размером около 1,5 т.п.н. вырезали и 
очищали с помощью набора Cleanup Mini (Евроген) согласно инструкциям 
производителя. Амплифицированные фрагменты ДНК легировали с ДНК 
вектора pAL-TA (Евроген). Секвенирование клонированной последователь-
ности ДНК проводили, используя универсальные М13-праймеры. Нукле-
отидные последовательности генов 16S рРНК депонированы в GenBank 
(MH469936, MH469937). Штамм Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 
депонирован во Всероссийской коллекции промышленных микроорганиз-
мов (БРЦ ВКПМ) НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика под 
регистрационным номером В–13158.

Бактерии культивировали на среде LB в условиях постоянного пере-
мешивания на роторном шейкере ES-20 (Biosan, Латвия) при температуре 
30 °С в течение 5–7 суток. КЖ ассоциативных бактерий получали путем 
отделения бактериальной массы центрифугированием при 5 000 об/мин в 
течение 20 мин при 4 °С (Eppendorf 5804R, Германия). КЖ стерилизовали 
фильтрованием через мембранный фильтр «Millipore» (США) с диаметром 
пор 0,22 мкм. Содержание индолил-3-уксусной кислоты (IAA) в КЖ иссле-
дуемых штаммов бактерий определяли колориметрическим методом с реак-
тивом Сальковского [10]. Культуру бактерий вносили в питательную среду 
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Чапека с 5 мг/л триптофана и культивировали на роторном шейкере ES-20 
(Biosan, Латвия) при 180 об/мин при температуре 28 °С, суспензию центри-
фугировали 15 мин при 7 000 об/мин. К полученной КЖ добавляли реактив 
Сальковского (1:1) и оставляли в темноте на 20 мин при 30 °С. Аналогично 
поступали в вариантах со средой Чапека и дистиллированной водой. Оптиче-
скую плотность жидкости определяли на спектрофотометре Unico-2802S/VIS 
(США) при 540 нм. Концентрацию IAA устанавливали по калибровочному 
графику, построенному на основе разведений стандартного раствора синте-
тической IAA. 

Изучение влияния КЖ ассоциативных бактерий на прорастание семян, 
морфогенез и рост проростков D. incarnata проводили в культуре in vitro с 
использованием модифицированной питательной среды Кнудсона с активи-
рованным углем и гуматом натрия [19]. В нее дополнительно вносили сте-
рильные КЖ ассоциативных бактерий в количестве 10% от общего объема 
среды. Для сравнения использовали модифицированную питательную среду 
Кнудсона с IAA в концентрации 1,75 мг/л (10 мкМ), а также контроль – ва-
риант с использованием модифицированной питательной среды Кнудсона 
без внесения КЖ и IAA.

Посевы зрелых семян культивировали in vitro в течение 2 месяцев в 
темноте и 16 месяцев в климатической камере КС-200 (СКТБ, Россия) при 
интенсивности освещения 2000 лк и 16/8 фотопериоде. Для поддержании 
влажности питательной среды флаконы закрывали парафинизированной 
пленкой. Количество проросших семян определяли на 3-, 6-, 12- и 18-й 
месяцы культивирования. О прорастании судили по количеству образовав-
шихся протокормов. Полную всхожесть семян определяли по количеству 
проростков через 18 месяцев после посева. При описании морфогенеза 
D. incarnata в культуре in vitro выделяли протосому (на стадиях протокорма 
и проторизома) и ювенильное растение. Под протосомой понимали своео-
бразную форму постсеменного развития орхидных, представляющую со-
бой метамерное или неметамерное тело, развивающееся из апикального 
полюса зародыша, состоящее из протокорма (1-я стадия развития прото-
сомы) и проторизома (2-я стадия развития протосомы) с закладкой на его 
верхушке почки с зачатками первых листьев. Ювенильным растением на-
зывали комплексную структуру, состоящую из протосомы и первого одно-
осного побега с корнями и листьями [20]. Морфофизиологические параме-
тры (линейные размеры протосом, побегов и придаточных корней, сырую 
массу проростков) определяли на 3-, 6-, 12- и 18-й месяцы культивирова-
ния. В каждом варианте проанализировано не менее 20 экземпляров. По-
вторность опыта трехкратная.

Статистическая обработка результатов проведена по стандартным мето-
дикам [21]. Данные в таблицах приведены в виде средней арифметической 
со стандартной ошибкой (M±mM). Оценка различий выборочных средних 
проведена при значении доверительной вероятности 0,95.

Влияние культуральной жидкости ассоциативных бактерий
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Результаты исследования и обсуждение

Содержание ИУК в КЖ исследуемых штаммов. Ауксины – один из 
важнейших компонентов культуральной среды, необходимый для размноже-
ния растений в культуре in vitro. Индолил-3-уксусная кислота (IAA) – наи-
более характерный ауксин, продуцируемый многими бактериями [1, 22]. 
Экзогенная IAA контролирует широкий спектр процессов роста и развития 
растений: низкие концентрации стимулируют первичное удлинение корней, 
высокие – образование боковых корней, уменьшают длину первичных кор-
ней и увеличивают образование корневых волосков [22, 23]. Известно, что 
бактерии, связанные с орхидными, способны продуцировать ауксины [2, 
10, 24]. В наших предыдущих исследованиях впервые показано, что бак-
терии, ассоциированные с растениями рода Dactylorhiza, также способны 
продуцировать ауксины [25]. Нами проведен скрининг бактерий, ассоци-
ированных с D. incarnata, по их способности синтезировать IAA. Наибо-
лее активные штаммы-продуценты этого фитогормона были отобраны для 
дальнейших исследований. Сравнительный анализ последовательности ге-
нов 16S рРНК показал, что филогенетически эти штаммы относятся к роду 
Pseudomonas. При этом штамм Pseudomonas sp. GRP225 ближе всего к виду 
Pseudomonas chlororaphis, подвид aurantiaca (99,93%), штамм Pseudomonas 
sp. GRT221 – к виду Pseudomonas brassicacearum (99,73%). Максимальное 
количество IAA в КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 соста-
вило 18,2±1,30 мг/л, для P. brassicacearum GRT221 – 31,1±1,94 мг/л. Ризобак-
терии в основном синтезируют IAA из триптофана, который в различных кон-
центрациях присутствует в корневых экссудатах [22]. В наших исследованиях 
добавление триптофана значительно увеличивало количество синтезируемого 
ауксина. Наивысший уровень продукции IAA получен при культивировании 
штаммов в среде Чапека, дополненной 5 мг/л триптофана при pH 7 и инкуби-
ровании на роторном шейкере ES-20 (Biosan, Латвия) (200 об/мин) при 30 °C 
в течение 5 дней.

Прорастание семян. На прорастание зрелых семян орхидных оказыва-
ют влияние приемы их предпосевной обработки, составы питательных сред, 
режимы проращивания и др. [20]. Скрининг биостимуляторов микробного 
происхождения, способствующих семенному размножению D. incarnata в 
культуре in vitro, может оказаться полезным для выяснения факторов, влия-
ющих на рост и развитие орхидных на ранних стадиях онтогенеза.

В нашей работе показано, что к третьему месяцу прорастание зре-
лых семян D. incarnata связано с набуханием зародыша и формировани-
ем многочисленных ризоидов (рис. 1, а). При этом на среде с КЖ штамма 
Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 прорастание семян достигает мак-
симума (21%) и превышает значение в контроле в 5 раз, в опыте с IAA – в 
1,8 раза (рис. 2).

А.В. Сидоров, Ю.В. Зайцева, О.А. Маракаев
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Рис. 1. Прорастание и формирование проростков Dactylorhiza incarnata в культуре  
in vitro: а – протокорм (3-й месяц); b – протокорм (6-й месяц); c – проторизом  

(6-й месяц); d – протосомы с ортотропным побегом (12-й месяц); e – протосомы  
с придаточными корнями (18-й месяц); f – ювенильные растения (18-й месяц).  

Автор фото А.В. Сидоров
[Fig. 1. Germination and seedling formation of Dactylorhiza incarnata in vitro:  

a - Protocorm (3rd month); b - Protocorm (6th month); c - Protorizom (6th month);  
d - Protosoms with orthotropic shoot (12th month); e - Seedlings with additional roots  

(18th month); f - Juvenile plants (18th month). Photo by Andrey Sidorov]
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Рис. 2. Прорастание семян Dactylorhiza incarnata в культуре in vitro (%) 
[Fig. 2 Germination of Dactylorhiza incarnata seeds in vitro (%)]: 

 – контроль (Control);  – IAA;  – Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225;  
 – P. brassicacearum GRT221. 

Примечание. *Статистическая значимость различий (р ≤ 0,05) по сравнению с контролем. 
[Note. Differences are statistically significant (p ≤ 0,05) compared to the control] 
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Ранее указывалась способность D. incarnata (до 15% зрелых семян) к 
прорастанию на безгормональных питательных средах в культуре in vitro 
[26]. В случае с использованием среды с КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. 
aurantiaca GRP225 этот показатель оказывается выше, что может свидетель-
ствовать о ее стимулирующем действии.

Аналогичная картина отмечена также для КЖ штамма P. brassicacearum 
GRT221, наиболее выраженная с 6-го месяца (см. рис. 2). При этом эффек-
тивность ее стимулирующего влияния на 27% ниже, чем у КЖ штамма 
Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225. КЖ двух штаммов в большей сте-
пени способствуют прорастанию семян D. incarnata в культуре in vitro по 
сравнению с контролем и вариантом с IAA. Известно, что внесение экзоген-
ной IAA в питательную среду может способствовать увеличению всхожести 
семян тубероидных видов орхидных умеренных широт, характеризующихся 
трудным прорастанием в культуре in vitro [27]. По-видимому, IAA, содержа-
щаяся в КЖ штаммов ассоциативных бактерий рода Pseudomonas, оказыва-
ет сходное влияние. В нашей работе максимальный стимулирующий эффект 
воздействия на семена D. incarnata во всех вариантах опыта с КЖ проявля-
ется к 6-му месяцу.

Таким образом, выявлено стимулирующее влияние КЖ штаммов 
Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225К и P. brassicacearum GRT221 на 
прорастание зрелых семян D. incarnata в культуре in vitro. При этом дей-
ствие первой на 27% эффективнее по сравнению со второй и выражается в 
увеличении количества проросших семян по отношению к контролю в 5 раз 
и к варианту с IAA в 1,8 раза.

Морфогенез проростков. Начальные этапы роста и развития D. incarnata 
связаны с образованием из метаморфизированного апикального полюса за-
родыша протосомы, представленной на ранней стадии протокормом. Это 
утолщенное биполярное образование, способное к дальнейшему формиро-
ванию структур проростка – ризоидов и проторизомов [20]. В исследован-
ных вариантах опыта у протокормов D. incarnata в базальной части отмеча-
лись многочисленные ризоиды однорядного типа (см. рис. 1, b). На средах 
с IAA и КЖ штаммов ассоциативных бактерий протокормы к 3-му месяцу 
культивирования имели более вытянутую форму по сравнению с контролем, 
которая тяготеет к округлой. Известно, что форма протокормов орхидных 
определяется генетически, зависит от условий культивирования, активности 
метаболических процессов в их клетках и др. [28]. Способность ауксинов 
к полярному транспорту, созданию градиентов фитогормонов позволяет им 
по-разному изменять скорость деления и роста клеток в зависимости от ор-
гана и его положения в пространстве [29].

К 6-му месяцу большая часть посевов во всех вариантах опыта пред-
ставлена проторизомами – образованиями с видоизмененными стеблями, 
развивающимися из апикальной зоны протокорма (см. рис. 1, c). Доля про-
торизомов к этому времени возрастает в следующем ряду: контроль – КЖ 
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штамма P. brassicacearum GRT221 – IAA – КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. 
aurantiaca GRP225 (рис. 3). 

Увеличение этого показателя свидетельствует о более быстрых темпах раз-
вития проростков. Дальнейшее развитие D. incarnata сопровождается ростом 
апекса и формированием ортотропного побега (см. рис. 1, d). К 12-му меся-
цу культивирования доля проростков с ортотропным побегом, в том числе 
имеющих уже придаточные корни, в вариантах опыта с КЖ исследуемых 
штаммов составляет 95–99%, в контроле – 70% (см. рис. 3). Придаточные 
корни к этому времени становятся хорошо различимы у проростков во всех 
вариантах опыта (см. рис. 1, e). При этом наибольшая доля (80%) развитых 
проростков на среде с КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225. 
Минимальное количество (39%) проростков с корнями отмечено в контроле 
(см. рис. 3). К 15-му месяцу культивирования у проростков на среде с КЖ 
штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 и IAA формируется второй 
придаточный корень, в то время как в контроле и варианте с КЖ штамма P. 
brassicacearum GRT221 проростки имеют один придаточный корень. Необ-
ходимо отметить, что некоторые придаточные корни проростков на средах 
с КЖ исследуемых штаммов бактерий и IAA разрастаются, что, вероятно, 
связано с приобретением ими запасающей функции. Эти особенности не 
проявляются в контрольном варианте.

К 15–16-му месяцам культивирования у D. incarnata отмечается образо-
вание первого настоящего листа (см. рис. 1, f), что свидетельствует о перехо-
де в состояние ювенильных растений. Первые растения с шиловидно-линей-
ным листом формируются на средах с исследуемыми КЖ на 1,5–2 месяца 
раньше, чем в контроле и варианте с IAA. К 18-му месяцу доля проростков 
с первым настоящим листом на среде с КЖ Р. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225 максимальна и в 1,8–2 раза превышает этот показатель в вариантах 
с IAA и КЖ P. brassicacearum GRT221 (см. рис. 3). Менее развиты проростки 
в контроле, у которых к этому времени настоящие листья отсутствуют.

Таким образом, у проростков D. incarnata на питательных средах с КЖ 
отмечены более высокие темпы развития. Это проявляется в более раннем 
и активном формировании проторизомов, ортотропного побега, первого и 
второго придаточных корней. У проростков на средах с КЖ выявлено фор-
мирование запасающих корней, отсутствующих в контроле. Влияние КЖ 
штамма P. brassicacearum GRT221 сопоставимо с действием IAA. На среде 
с КЖ Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 к 18-му месяцу культиви-
рования формируется наибольшее число проростков с фотосинтезирующим 
листом – ювенильных растений.

Рост проростков. Накопление сырой массы D. incarnata в культуре in 
vitro является интегральным параметром, отражающим наряду с водным 
статусом проростков содержание образующихся в них пластических соеди-
нений в процессе роста. 
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Полученные данные свидетельствуют, что стимулирующее действие 
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Рис. 3. Влияние КЖ ассоциативных бактерий на морфогенез Dactylorhiza incarnata  
в культуре in vitro (%):  – протокормы;  – проторизомы;  – проростки  

с ортотропным побегом;  – проростки с придаточными корнями; 
 – ювенильные растения 

[Fig. 3. Effect of supernatant of associative bacteria on the morphogenesis of Dactylorhiza incarnata  
in vitro (%):  - Protocorms;  - Protorizoms;  - Seedlings with orthotropic shoot; 

 - Seedlings with additional roots;  - Juvenile plants] 

%

%

%
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на накопление массы увеличивается в следующем ряду: контроль – IAA – 
КЖ штамма P. brassicacearum GRT221 – КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. 
aurantiaca GRP225 (табл. 1).

Таблица 1 [Table  1]
Влияние КЖ ассоциативных бактерий на темпы прироста сырой массы  

Dactylorhiza incarnata в культуре in vitro 
[Effect of supernatant of associative bacteria on the growth rate  

of Dactylorhiza incarnata wet weight in vitro], %

Вариант [Sample] Месяц [Month]
3-й 6-й 12-й 18-й

Контроль [Control] 100 289 1 117 1 644
IAA 100 310 1 519 2 048
Р. chlororaphis subsp.  
aurantiaca GRP225 100 350 1 717 2 458

P. brassicacearum GRT221 100 314 1 648 2 386

Масса проростков, формирующихся к 18-му месяцу, составляет на сре-
де с КЖ штамма P. brassicacearum GRT221 – 50,1±3,11 мг и на среде с КЖ 
штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 – 59,0±3,91 мг. При этом 
она на 14–27% выше, чем в варианте с IAA, и на 40–50% превышает анало-
гичный показатель в контроле. Проростки D. incarnata на среде с КЖ штам-
ма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 отличаются высокими значени-
ями сырой массы и наибольшими темпами ее прироста в культуре in vitro.

Что касается линейных размеров, то первые три месяца культивирования 
протосомы D. incarnata статистически значимо (р ≤  0,05) различались толь-
ко длиной. Она превышает показатель в контроле на 40% у проростков на 
среде с КЖ исследуемых штаммов бактерий и на 18% у проростков на среде 
с IAA (табл. 2).

Таблица 2 [Table  2]
Влияние КЖ ассоциативных бактерий на линейные размеры 

Dactylorhiza incarnata в культуре in vitro
[Effect of supernatant of associative Pseudomonas bacteria 

on Dactylorhiza incarnata linear parameters in vitro] (mm) (M±mM)

Параметр 
[Parameter]

Контроль
[Control] IAA 

Р. chlororaphis 
subsp. auran-
tiaca GRP225

P. brassica-
cearum 
GRT221

3-й месяц [Third month]
Длина, мм 
[Length, mm] 1,0±0,08 1,4±0,12* 1,7±0,12* 1,7±0,11*
Ширина, мм 
[Width, mm] 1,0±0,09 0,9±0,08 1,1±0,10 0,8±0,08

6-й месяц [Sixth month]
Длина, мм 
[Length, mm] 3,1±0,16 3,4±0,19 3,7±0,19* 3,4±0,17
Ширина, мм 
[Width, mm] 2,1±0,13 2,3±0,13 2,9±0,16* 2,4±0,14

Влияние культуральной жидкости ассоциативных бактерий
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Параметр 
[Parameter]

Контроль
[Control] IAA 

Р. chlororaphis 
subsp. auran-
tiaca GRP225

P. brassica-
cearum 
GRT221

Длина побега, мм 
[Shoot length, mm] 1,1±0,11 1,1±0,12 2,3±0,14* 1,6±0,13*

12-й месяц [Twelfth month]
Длина, мм 
[Length, mm] 9,4±0,82 14,3±1,41* 14,1±1,34* 16,2±1,15*
Ширина, мм 
[Width, mm] 6,3±0,11 9,1±0,12* 12±0,11* 9,3±0,14*
Длина побега, мм 
[Shoot length, mm] 29,1±1,93 35,8±2,18* 48,2±2,65* 36,1±2,42*
Длина придаточных 
корней, мм 
[The length of 
adventitious roots, mm]

3,0±0,15 11,8±1,09* 12,1±1,03* 13,2±1,18*

18-й месяц [Eighteenth month]
Длина, мм 
[Length, mm] 9,4±1,26 15,4±1,50* 14,6±1,69* 16,8±1,18*
Ширина, мм 
[Width, mm] 7,2±1,34 9,2±1,17 9,3±1,08 11,2±1,25*
Длина побега, мм 
[Shoot length, mm] 41,4±3,24 42,9±3,33 63,5±5,16* 44,3±3,15
Длина придаточных 
корней, мм 
[The length of 
adventitious roots, mm]

11,1±0,61 34,8±1,79* 36,2±1,32* 32,0±1,72*

* Статистическая значимость различий (р ≤ 0,05) по сравнению с контролем.
[* Differences are statistically significant (p ≤ 0.05) compared to the control].

 К 6-му месяцу культивирования у проторизомов появляются различия по 
ширине, которая в варианте с КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225 оказывается больше на 28%, чем в контроле. Линейные размеры 
проторизомов не различаются на средах с КЖ штамма P. brassicacearum 
GRT221 и с IAA, одновременно имея несколько большие значения по срав-
нению с контрольным вариантом. Длина формирующегося в это время орто-
тропного побега у проростков на среде с КЖ Р. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225 оказывается максимальной и более чем в 2 раза превышает анало-
гичные показатели у проростков в контроле и варианте с IAA (см. табл. 2).

Наиболее существенные различия линейных размеров проторизомов 
в исследуемых вариантах опыта отмечаются к 12-му месяцу (см. табл. 2). 
На среде с КЖ штамма P. brassicacearum GRT221 их длина на 42%, а ши-
рина на 32% больше по сравнению с контролем. Проторизомы на средах с 
КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 и IAA не различаются 
по длине, однако их ширина на 24% больше в варианте с КЖ. К этому вре-
мени длина ортотропного побега у проростков существенно увеличивается 
и оказывается на среде с КЖ Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 на 
40% выше, чем в контроле. При этом длина ортотропного побега у пророст-
ков на средах с IAA и КЖ P. brassicacearum GRT221 статистически значимо 
(р ≤ 0,05) не различается. Придаточные корни у проростков формируются к 

Окончание табл.  2  [Table  2  (end)]
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12-му месяцу, и их длина на среде с КЖ исследуемых штаммов бактерий и 
IAA в 4 раза выше по сравнению с контролем.

При дальнейшем культивировании (к 18-му месяцу) линейные размеры 
проторизомов в исследованных вариантах опыта меняются незначительно 
при активизации процессов органогенеза, связанных с активным формиро-
ванием ортотропных побегов и придаточных корней. Так, у проростков на 
среде с КЖ Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 длина ортотропного 
побега оказывается максимальной и превышает более чем на 30% значения 
в других вариантах опыта (см. табл. 2). Темпы прироста и абсолютные зна-
чения длины придаточных корней во всех опытных вариантах являются до-
вольно сходными, превышая контрольные значения в 3 раза.

Таким образом, ризосферные микроорганизмы и соединения, которые 
они выделяют, представляют собой ценные биостимуляторы и имеют су-
щественное значение в регуляции жизнедеятельности растений [1]. Исполь-
зование ассоциативных бактерий и / или их экзометаболитов может быть 
эффективной стратегией для управления ростом и развитием растений в 
культуре in vitro. Нами впервые показано положительное влияние двух КЖ 
ассоциативных бактерий рода Pseudomonas, выделенных из ризосферы рас-
тения-хозяина, на прорастание семян, морфогенез и рост D. incarnata в куль-
туре in vitro. Прорастание семян в этом случае происходило в отсутствие 
каких-либо экзогенных растительных гормонов или стимуляторов роста, 
которые обычно добавляют в среду. Можно предположить, что стимулиру-
ющее влияние КЖ бактерий рода Pseudomonas связано с присутствием в их 
составе ауксинов. Как известно, экзогенная обработка ауксинами вызывает 
целый ряд изменений показателей роста. Они участвуют в стимуляции обра-
зования придаточных корней, формировании разных типов их симметрии и 
проводящих систем [22, 23]. По-видимому, добавление в питательную среду 
КЖ ассоциативных штаммов бактерий, содержащих IAA, приводит к выяв-
ленному в работе разрастанию придаточных корней проростков D. incarnata 
и приобретению ими запасающей функции. При этом содержание IAA в КЖ 
штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 сопоставимо с концентра-
цией синтетической IAA в контроле. Использованные концентрации IAA со-
ответствуют таковым в работах по семенному размножению in vitro других 
видов орхидных [30, 31]. Однако КЖ оказывала более выраженный эффект 
на рост и развитие D. incarnata в условиях in vitro. Выявленные эффекты 
могут быть связаны с наличием в КЖ бактерий и иных физиологически ак-
тивных соединений, например сидерофоров, ацилгомосеринлактонов и др. 
[1, 3, 4, 32].

Данное исследование расширяет наши знания о взаимодействии орхидных 
и микроорганизмов, предоставляет новые возможности применения бактери-
альных биостимуляторов в системах культивирования, размножения и сохра-
нения редких видов. IAA микробного происхождения обладает высоким по-
тенциалом для стимуляции роста и развития растений в культуре in vitro, ее 
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использование более рентабельно по сравнению с синтетическими гормонами.

Заключение

Таким образом, впервые проведено изучение влияния двух КЖ ассоциа-
тивных бактерий рода Pseudomonas, выделенных из ризосферы генеративных 
особей D. incarnata, на прорастание семян, морфогенез и рост пальчатоко-
ренника мясокрасного в культуре in vitro. Использование КЖ ассоциатив-
ных бактерий – Р. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 и P. brassicacearum 
GRT221, выделенных из ризосферы D. incarnata, в качестве дополнитель-
ных биологически активных компонентов модифицированной питательной 
среды Кнудсона можно считать эффективным для ускорения прорастания 
зрелых семян и повышения их всхожести, увеличения темпов развития про-
ростков, линейных размеров формирующихся ортотропного побега и при-
даточных корней, накопления сырой массы. Наиболее выраженное стимули-
рующее действие отмечено для КЖ штамма Р. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225, что открывает перспективы его применения в технологии культи-
вирования in vitro редких и охраняемых видов орхидных средней полосы 
европейской части России для их сохранения и воспроизводства.
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of rare and protected species in vitro using biologically active components of culture 
media. The aim of this research was to assess the effect of two supernatants of associative 
bacteria of the genus Pseudomonas from the rhizosphere of generative individuals of 
Dactylorhiza incarnata on seed germination, morphogenesis and seedling growth of 
this species in vitro, a representative of orchids in the middle part of the European part 
of Russia. 

We isolated bacteria of the genus Pseudomonas (P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225 and P. brassicacearum GRT221) from the rhizosphere of generative 
individuals of D. incarnata, growing in a sedge-herb community in the middle zone 
of the European part of Russia (Yaroslavl region). Molecular genetic analysis of the 
nucleotide sequences of 16S rRNA genes was used to identify the strains. Bacteria 
were grown on LB medium with constant stirring for 5-7 days at 30 ºС. Supernatant 
was obtained by separation of the bacterial mass by centrifugation (5000 rpm, 20 min, 
at 4 °C). The content of IAA in supernatant was determined by the Salkovsky method 
[Tsavkelova EA et al, 2007]. For supernatant strain P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225, this parameter was 18.2±1.30 mg/l, for P. brassicacearum GRT221 it was 
31.1±1.94 mg/l. We carried out the study according to the following scheme: 1) a modified 
Knudson nutrient medium (control); 2) the same with IAA 1.75 mg/l (10 µM); 3) the 
same with supernatant P. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225 (10% of volume); 4) 
the same with supernatant P. brassicacearum GRT221 (10% of the volume). Crops of 
seeds were cultivated for 2 months in the dark and 16 months in the light (2000 lux, 16 
h). Seed germination was judged by the amount of proto-feeds formed. The number of 
germinated seeds was determined at the 3rd, 6th, 12th and 18th months of cultivation 
by the number of formed protocorms. Full germination of seeds was determined by 
the number of seedlings 18 months after sowing. We distinguished a protosome and 
a juvenile plant when describing morphogenesis [Kolomeytseva GL et al, 2012]. The 
morphophysiological parameters of the seedlings (linear dimensions of protosomes, 
shoots and adventitious roots, the wet weight of seedlings) were determined at the 3rd, 
6th, 12th and 18th months of cultivation.

We revealed a stimulating effect of supernatant of P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
GRP225 and P. brassicacearum GRT221 for the germination of mature seeds of 
D. incarnata in vitro (See Fig. 2). Moreover, the effect of the first supernatant is 27% 
more effective compared to the second supernatant and is expressed in an increase in 
the number of sprouted seeds in relation to the control 5 times and in the test with IAA 
1.8 times. D. incarnata seedlings on nutrient media with a supernatant are characterized 
by accelerated rates of development (See Fig. 3). This is confirmed by the early and 
active formation of protorizomes, orthotropic shoots and accessory roots. The effect of 
the supernatant of the strain P. brassicacearum GRT221 coincides with the action of 
IAA. On a medium with supernatant P. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225, more 
seedlings with photosynthetic leaf - juvenile plants are formed by the 18th month (See 
Fig. 1f). The growth parameters of D. incarnata seedlings on nutrient media with a 
supernatant are high (See Table 1 and 2). For linear sizes of protorizomes, this was noted 
from the 3rd month and amounts to 20-30% compared with the control. Orthotropic shoot 
growth is most pronounced in seedlings on a medium with supernatant P. chlororaphis 
subsp. aurantiaca GRP225. Its length is 30% more than the corresponding values in 
other tests. On the same medium, seedlings have the maximum wet weight.

Thus, the use of supernatant of associative bacteria is effective for accelerating 
the germination of mature seeds, increasing their germination, the rate of development 
of seedlings, the size of the orthotropic shoot and adventitious roots, as well as the 
accumulation of fresh mass. The maximum stimulating effect is shown for the 
supernatant of P. chlororaphis subsp. aurantiaca GRP225. This opens up prospects for 
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its use in vitro cultivation of rare and protected orchid species of the middle zone of the 
European part of Russia for their conservation and reproduction.

The paper contains 3 Figures, 2 Tables and 32 References.
Key words: Pseudomonas; Orchidaceae; protocorm; juvenile plant; supernatant; 
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Определение аналитической специфичности методов 
ПЦР для идентификации Acidovorax citrulli

Возбудитель бактериальной пятнистости тыквенных культур Acidovorax citrulli 
(Schaad et al.) – значимый объект в области карантина растений. Исследование 
посвящено определению аналитической специфичности (АС) молекулярно-
генетических методов идентификации фитопатогена. ДНК 5 штаммов A. citrulli, а 
также 53 бактерий, не относящихся к A. citrulli, и ДНК из 106 образцов микробиоты 
тыквенных культур тестировали с помощью ПЦР-методов Acit 1 F/R, Acit 1-probe, 
«Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика», 
AC158F/AC158R, SEQ ID 3/4, PL1/PL2 и G12AcFwd/G12AcRev. Для каждого метода 
оценивали АС, исходя из определения таких ее критериев, как инклюзивность 
(отсутствие ложноотрицательных результатов) и эксклюзивность 
(отсутствие ложноположительных результатов), выраженных в процентах. 
Метод оценивали как специфичный при значениях каждого из показателей 99% 
и более. Установлено, что ПЦР-РВ Acit 1 F/R, Acit 1-probe, набор реагентов для 
выявления ДНК возбудителя бактериальной пятнистости тыквенных культур 
«Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», комплект реагентов для диагностики 
бактериальной пятнистости тыквенных культур Acidovorax citrulli в формате 
Rt «АгроДиагностика» и ПЦР с праймерами AC158F/AC158R не являются 
специфичными в связи с низким значением эксклюзивности. При этом ПЦР с 
праймерами SEQ ID 3/4, PL1/PL2 и G12AcFwd/G12AcRev – высокоспецифичные 
методы и могут применяться исследователями для идентификации A. citrulli. 
Все апробированные методы показали отсутствие ложноотрицательных 
результатов, что позволяет использовать их для выявления образцов, свободных 
от A. citrulli.

Ключевые слова: ПЦР; карантин растений; диагностика фитопатогенов.

Введение

Acidovorax citrulli (Schaad et al.) – это фитопатогенная бактерия – 
возбудителm бактериальной пятнистости тыквенных культур. Первые со-
общения о фитопатогене появились в 1965 г., когда R.E. Webb & R.W. Goth 
[1] описали возбудителя, выделенного из рассады арбузов. Идентификацию 
и классификацию бактерии как Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. сitrulli 
провел американский ученый N.W. Schaad в 1978 г. [2]. В 1992 г., основы-
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ваясь на экспериментах по гибридизации ДНК, Willems et al. предложили 
перенести несколько видов фитопатогенных Pseudomonas в род Acidovorax. 
Таким образом, Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli реклассифици-
ровали как Acidovorax avenae subsp. citrulli [3].

Бактерия патогенна в отношении следующих растений: семейство 
Cucurbitaceae: Citrullus lanatus, Citrullus lanatus var. citroides, Cucumis melo, 
Cucumis melo var. cantalupensis, Cucumis sativus, Cucumis anguria, Cucurbita 
pepo, Cucurbita pepo subsp. ovifera, Cucurbita pepo var. giromontia, Cucurbita 
moschata, Cucurbita maxima; семейство Piperaceae: Piper betle [4, 5].

Вскоре после обнаружения бактерия проникла из США на территории 
стран Азии, Европы и Океании. Причину распространения связывают с 
международной торговлей семенами [2, 6]. В последние годы все больше от-
мечается повышение агрессивности фитопатогенных бактерий в отношении 
растений-хозяев [7–10], и A. citrulli, в зависимости от условий окружающей 
среды, может уничтожать от 5 до 100% урожая тыквенных культур [11].

Ввиду того, что A. citrulli может наносить существенный вред производ-
ству тыквенных культур, проникновение и распространение данного фитопа-
тогена контролируется странами Европейской и средиземноморской органи-
зации по карантину и защите растений (ЕОКЗР). Также A. citrulli пристально 
изучается учеными по всему миру. Однако, несмотря на предпринимаемые 
меры контроля, найден свежий отчет о выявлении данной бактерии в евро-
пейских странах [12]. Таким образом, не теряет свою актуальность потреб-
ность в разработке комплекса мер по контролю распространения возбудите-
лей болезней растений [13], и, в частности, A. citrulli; центральным звеном 
такого комплекса является своевременная диагностика [14].

При выявлении возбудителя бактериальной пятнистости тыквенных куль-
тур нецелесообразно руководствоваться наличием или отсутствием симпто-
мов, так как болезнь может протекать в скрытой форме. Следует отметить, 
что зачастую инфекция не препятствует образованию семян, на которых 
симптомы заражения не проявляются [2, 14]. Поэтому основной этап обна-
ружения фитопатогена проходит в рамках лабораторной диагностики. 

Согласно существующим нормативным документам, регламентирующим 
процедуру диагностики A. citrulli в Российской Федерации – Международ-
ный стандарт PM7/127(1) [15] и МР 67-2015 ВНИИКР, идентификация пато-
гена проводится в лаборатории с использованием методов на основе ПЦР, и 
именно результаты применения данных методов являются определяющими. 
В связи с этим к используемым методам предъявляют строгие требования 
по оценке их применимости. Такой критерий, как аналитическая специфич-
ность (АС), показывающий способность теста достоверно отличать целевой 
организм от нецелевых, является неотъемлемой составляющей определения 
применимости диагностического метода, что отражено в Международном 
стандарте PM 7/76 (5) об использовании диагностических протоколов [16]. 
Оценка АС молекулярно-генетических методов идентификации бактерий, 
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согласно Международному стандарту PM 7/98 (3), базируется на двух па-
раметрах – инклюзивность (inclusivity) и эксклюзивность (exclusivity). 
Инклюзивность показывает способность метода идентифицировать штам-
мы целевой бактерии, представляющие все генетическое разнообразие, 
различное географическое происхождение и растения-хозяева. Эксклю-
зивность показывает способность метода отличать нецелевые бактерии, 
особенно те, которые могут находиться в ДНК-матрице образцов микро-
биоты растений-хозяев целевого микроорганизма [17].

Цель работы – оценка аналитической специфичности методов ПЦР для 
идентификации A. citrulli.

Материалы и методики исследования

Определение АС проводили со штаммами A. citrulli, бактериальными 
штаммами, не относящимися к виду A. citrulli, и образцами ДНК, выделен-
ной из различных сортов и видов растений семейства Cucurbitaceae.

В данном исследовании оценивали АС методов ПЦР, видоспецифич-
ных для A. citrulli. Ввиду того, что мишенями для ПЦР являлись различ-
ные участки генома A. citrulli, данную бактерию следует считать целевой. 
Способность метода ПЦР идентифицировать все штаммы целевой бактерии 
(отношение числа положительных результатов к общему числу проведен-
ных тестов, выраженное в процентах) характеризует инклюзивность метода 
ПЦР [17]. 

Генетическое разнообразие A. citrulli в рамках исследования представле-
но изолятами, выделенными из растений Citrullus lanatus в США, Испании 
и Китая и позднее заложенными в Испанской коллекции фитопатогенов Ин-
ститута сельскохозяйственных исследований (IVIA), г. Валенсия, под номе-
рами 51, 2609 и 3000 соответственно, а также штаммами DLS 1035 и DLS 
1456 из Немецкой коллекции микроорганизмов и клеточных культур (далее 
– DSMZ).

Бактерии, не относящиеся к виду A. citrulli, участки генома которых 
не представляли собой мишень для ПЦР, считали нецелевыми согласно 
Международному стандарту PM 7/98 (3). Отношение числа отрицательных 
результатов к общему числу проведенных ПЦР-тестов, выраженное в про-
центах, полученное при тестировании нецелевых бактерий, характеризует 
эксклюзивность метода ПЦР. При этом чем большее количество нецелевых 
бактерий протестировано и чем больше их видовое разнообразие, тем выше 
достоверность определения эксклюзивности [17]. Для оценки АС использо-
вали 19 штаммов, полученных из зарубежных коллекций, а также 28 бакте-
риальных изолятов, выделенных в лаборатории бактериологии Всероссий-
ского центра карантина растений (ВНИИКР) в различные периоды времени 
из различных видов растений и заложенных в коллекцию бактериологиче-
ских культур ВНИИКР.

Определение аналитической специфичности методов ПЦР
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Таблица 1 [Table  1]
Используемые бактериальные изоляты

[Used bacterial isolates]

Бактерия
[Bacterium]

№ штамма 
ВНИИКР

[№ of strain of 
VNIIKR]

Дата вы-
деления

[Isolation date]

Растение
[Plant]

Arthrobacter castelli 0073 30.04.2013 Solanum lycopersicum
Arthrobacter sp. 0341 16.01.2019 Citrullus lanatus

Arthrobacter sp. 0342 16.01.2019 Cucurbita pepo 
subsp. ovifera

Bacillus sp. 0320 08.10.2018 Citrullus lanatus
Burkholderia sp. 0287 06.05.2016 Musa
Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis 0049 28.02.2013 Brassica oleracea

Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis 0239 26.02.2015 Solanum lycopersicum

Enterobacter amnigenus 0047 08.07.2015 Crataegus oxyacantha
Erwinia billingiae 0044 30.11.2018 Malus domestica
Erwinia piriflorinigrans 0109 12.12.2013 Pyrus communis
Erwinia tasmaniensis 0078 29.11.2013 Prunus persica
Microbacterium  
phyllosphaerae 0340 16.01.2019 Cucurbita pepo 

subsp. ovifera
Microbacterium sp. 0300 17.03.2017 Zea mays
Ochrobactrum anthropic 0048 08.07.2015 Pyrus communis
Ochrobactrum sp. 0043 30.01.2013 Pyrus communis
Pantoea sp. 0409 17.10.2018 Glycine max
Pantoea stewartii 
subsp. stewartii 0120 15.07.2015 Zea mays var. rugose

Pseudomonas nitritireducens 0370 07.03.2018 Glycine max
Pseudomonas putida 0033 18.02.2013 Trifolium pratense
Pseudomonas syrin-
gae pv. syringae 0222 17.10.2014 Prunus avium

Rahnella aquantilis 0181 03.10. 2014 Rosa
Ralstonia  
pseudosolanacearum 0030 28.11.2017 Solanum tuberosum

Sphingomonas paucimobilis 0339 11.01.2019 Cucurbita pepo 
subsp. ovifera

Xanthomonas  
arboricola pv. pruni 0149 06.10.2014 Prunus domestica

Xanthomonas campestris 
pv. campestris 0226 20.10.2014 Brassica oleracea

Xanthomonas hortorum 0170 30.09.2013 Pelargonium
Xylella fastidiosa 0306 05.10.2017 Olea europaea
Xylophilus ampelinus 0050 18.02.2013 Vitis vinifera
Примечание: ВНИИКР – Всероссийский центр карантина растений.
[Note: VNIIKR - All-Russian Plant Quarantine Center].

Использовали следующие штаммы из зарубежных коллекций: Acidovorax 
cattleya NBC 430 (DSMZ), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus 
NCPPB 2137 (Национальная коллекция фитопатогенных бактерий (Велико-
британия), далее – NCPPB), Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 
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CFBP 3418 (Коллекция связанных с растениями бактерий (Франция), да-
лее – CFBP), Dickeya solani DSMZ 28711, Erwinia amylovora CFBP 1430, 
CFBP 3025, NCPPB 683T, Ralstonia solanacearum NCPPB 2315, Rathayibacter 
tritici CFBP 1385, Pantoea agglomerans DSM 1619 (DSMZ), Pectobacterium 
atrosepticum DSM 18077 (DSMZ), Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum DSM 30168 (DSMZ), Pseudomonas congelans ICMP 9032 (Меж-
дународная коллекция микроорганизмов растений Новой Зеландии и Тихого 
океана ICMP), Pseudomonas savastanoi pv. glycinea CFBP 2214, Pseudomonas 
savastanoi pv. phaseolicola CFBP 1390, Xanthomonas axonopodis pv. allii CFBP 
6369, Xanthomonas campestris pv. raphani NCPPB 1946, Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae NCPPB 3002, Xanthomonas oryzae pv. oryzicola CFBP 2286. Также 
использовали бактериальные изоляты из коллекции ВНИИКР (табл. 1).

Для оценки АС, руководствуясь Международным стандартом PM 7/98 (3), 
использовали максимально доступное количество бактерий, отличающихся 
видовой принадлежностью, географическим происхождением и периодом 
изоляции, выделенных не только из тыквенных культур, но и из других рас-
тений.

Выявление и идентификацию A. citrulli проводят, в основном, в образцах 
тыквенных культур. Чем большее количество потенциальных растений-хо-
зяев протестировано, тем выше достоверность оценки АС [17]. В связи с 
этим для исследования отбирали максимально доступное количество раз-
личных образцов тыквенных культур, свободных от A. citrull; всего исполь-
зовали 106 образцов, 30 из которых – вегетативные части растений, а 76 – 
семенной материал (табл. 2).

Процесс подготовки аналитических проб из растений заключался в сле-
дующем: от каждого образца растений отбирали 5–7 фрагментов стеблей 
и листьев и измельчали с помощью скальпеля. Навеску массой 2,5–3,0 г от 
полученной пробы помещали в пластмассовые емкости объемом 120 мл. 
Для взвешивания проб использовали весы лабораторные электронные AJH-
4200CE «Vibra» (Япония). К каждой пробе добавляли 20 мл фосфатно-со-
левого буфера (PBS) [18]. Емкости с пробами встряхивали на ротационном 
шейкере Unimax 2010 «Heidolph» (Германия) при режиме 200 оборотов в 
минуту (об/мин) в течение 45 минут. Затем жидкость из емкостей перели-
вали в центрифужные пробирки объемом 50 мл, пропуская через бумажные 
фильтры «Синяя лента» с размером пор 3–5 микрометров. Пробирки цен-
трифугировали в течение 15 минут при режиме 10000 g, 4 °С, используя 
высокоскоростную центрифугу Allegra X-30R «Beckman Coulter» (Дания). 
Супернатант удаляли, а осадок ресуспендировали в 1 мл PBS.

Аналитические пробы семян подготавливали следующим образом: от 
каждого образца семян отбирали навеску массой 10 г, помещали в пласт-
массовую емкость и добавляли к каждой навеске 20 мл PBS. Емкости с про-
бами встряхивали на ротационном шейкере при режиме 90 об/мин в течение 
24 часов. Затем жидкость из емкостей переливали в центрифужные пробир-

Определение аналитической специфичности методов ПЦР
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ки и центрифугировали в течение 10 минут при режиме 1200 g, 4 °С. Су-
пернатант аккуратно переливали в чистые пробирки и повторно центрифу-
гировали в течение 15 минут при режиме 10000 g, 4 °С. Затем супернатант 
удаляли, а осадок ресуспендировали в 1 мл PBS.

ДНК из полученных аналитических проб выделяли с помощью набора 
«Проба-ГС» («АгроДиагностика», Россия).

Постановку ПЦР для каждого исследуемого образца ДНК, выделенной из 
аналитических проб тыквенных культур, а также из коллекционных штаммов 
бактерий и бактериальных изолятов, осуществляли в 3-кратной повторности 
по каждому из следующих методов:

1. ПЦР в режиме «реального времени» (ПЦР-РВ) Acit 1 F/R, Acit 1-probe 
(Woudt et al, 2009) [15], где мишенью является участок IS1002, расположен-
ный в последовательности генома штамма AAC00-1 A. citrull. Последова-
тельности праймеров и зонда: Acit 1-F IS1002: 5’-GAG TCT CAC GAG GTT 
GTT-3’, Acit 1-R IS1002: 5’-GAC CCT ACG AAA GCT CAG-3’, Acit 1-probe 
IS1002: 5’-6FAM-TGC AGC CCT TCA TTG ACG G-BHQ1-3’. Праймеры 
и зонд произведены ООО «Евроген» (Россия). Кроме олигонуклеотидов, 
ПЦР-смесь содержала готовый ПЦР-буфер 5X MasCFETaqMIX-2025 («Диа-
лат», Россия) и готовую смесь для проведения внутреннего положительного 
контроля (ВПК) («Синтол», Россия). Для проведения ПЦР-РВ использовали 
амплификатор детектирующий ДТпрайм производства фирмы ООО «ДНК-
Технология» (Россия).

2. Набор реагентов для выявления ДНК возбудителя бактериальной пят-
нистости тыквенных культур «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол» (Россия) 
(далее – Acidovorax citrulli-РВ «Синтол»). ПЦР проводили согласно инструк-
ции производителя, используя амплификатор детектирующий ДТпрайм 
«ДНК-Технология» (Россия).

3. Комплект реагентов для диагностики бактериальной пятнистости тык-
венных культур Acidovorax citrulli в формате Rt «АгроДиагностика» (Рос-
сия) (далее – Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика»). ПЦР проводили 
согласно инструкции производителя, используя амплификатор детектирую-
щий ДТпрайм «ДНК-Технология» (Россия).

4. Классическая ПЦР с праймерами AC158F/AC158R (Cho et al., 2015) [19], 
где целевой последовательностью является YD-repeat protein. Размер ПЦР-
продукта 158 н.п. Последовательности праймеров: AC158 F: 5’-CTT GGT 
GCT CCA TGC TCGA-3’, AC158 R: 5’-GGC TTG GTT GCG AAT TCA CT-3’.

5. Классическая ПЦР с праймерами SEQ ID 3/4 (Schaad et al., 2000) [15], 
где мишенью служит участок рДНК внутреннего спейсерного региона. Раз-
мер продукта амплификации 450 н.п. Последовательности праймеров: SEQ 
ID NO3: 5’-GGA AGA ATT CGG TGC TAC CC-3’, SEQ ID NO4: 5’-TCG TCA 
TTA CTG AAT TTC AAC A-3’.

6. Классическая ПЦР с праймерами PL1/PL2 (Zhong et al., 2015) [20], ми-
шень – Aave_2768, ген pilL в последовательности генома штамма AAC00-1 
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A. citrull. Размер продукта амплификации 332 н.п. Последовательности 
праймеров: PL1 5’-GTC CGA GCG TAC GTT GAG-3’, PL2 5’-ACG GCA CCT 
GAC CCG TTG-3’.

7. Классическая ПЦР с праймерами G12AcFwd/G12AcRev (Zivanovic & 
Walcott, 2017) [21], мишень – Aave_2166, предполагаемый ген эффектора 
секреции 3-го типа. Размер продукта амплификации 291 н.п. Последова-
тельности праймеров: G12AcFwd: 5’-CCGAAGAGATAACACTGCATC-3’, 
G12AcRev: 5’-ACG TAC TGC CGA TTT TTG C-3’.

Для приготовления всех смесей классических ПЦР использовали буфер 
5X MasDDTaqMIX-2025 («Диалат», Россия). Праймеры произведены ООО 
«Евроген» (Россия). ПЦР проводили в амплификаторе T100 Thermal Cycler 
(«Bio-Rad», США). Для детекции использовали метод электрофореза в 1,5% 
агарозном геле, результаты анализировали с помощью гельдокументирую-
щей системы «BioRad» (США).

В качестве положительного контрольного образца (ПКО) для каждого 
метода ПЦР использовали ДНК A. citrulli в концентрации 106 генетических 
копий в 1 мл. Концентрацию определяли с помощью прибора для измере-
ния концентрации нуклеиновых кислот NanoDrop-2000 («Thermo Fisher 
Scientific», США). В качестве отрицательного контрольного образца (ОКО) 
использовали воду.

Результат теста ПЦР-РВ (Acit 1 F/R, Acit 1-probe, Acidovorax citrulli-РВ 
«Синтол», Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика») считали отрицатель-
ным, если накопление флуоресценции по каналу детекции специфичной 
реакции с ДНК образца и ОКО отсутствовало, а с ДНК ПКО показывало 
характерную экспоненциальную кривую; при этом накопление флуоресцен-
ции по каналу детекции ВПК показывало характерную экспоненциальную 
кривую в реакциях со всеми образцами ДНК. Результат теста ПЦР-РВ счи-
тали положительным, если накопление флуоресценции по каналу детекции 
специфичной реакции с ДНК образца и ПКО показывало характерную экс-
поненциальную кривую, а в ОКО реакция отсутствовала.

Результат классической ПЦР (AC158F/AC158R, SEQ ID 3/4, PL1/PL2, 
G12AcFwd/G12AcRev) считали отрицательным, если продукт амплифика-
ции с ДНК образца и ОКО отсутствовал, а с ДНК ПКО амплификация при-
вела к образованию характерного для метода продукта реакции (158 н.п. 
для AC158F/AC158R, 450 н.п. для SEQ ID 3/4, 332 н.п. для PL1/PL2 и 
254 н.п. для G12AcFwd/G12AcRev). Результат классической ПЦР считали 
положительным, если амплификация с ДНК образца привела к образова-
нию характерного для метода продукта реакции, а с ОКО продукт реакции 
отсутствовал.

Значение инклюзивности для каждого метода ПЦР определяли как от-
ношение достоверных положительных результатов к общему числу прове-
денных реакций, выраженное в процентах (при тестировании образцов ДНК 
A. citrulli).

Определение аналитической специфичности методов ПЦР
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Значение эксклюзивности определяли как отношение достоверных отри-
цательных результатов к общему числу проведенных реакций, выраженное 
в процентах (при тестировании образцов ДНК бактерий, не относящихся к 
виду A. citrulli, а также при тестировании образцов ДНК из аналитических 
проб, свободных от A. citrulli).

Оценку аналитической специфичности присваивали каждому из методов, 
исходя из анализа параметров инклюзивности и эксклюзивности. Заключе-
ние о специфичности метода делали при значениях показателей инклюзив-
ности и эксклюзивности 99% или выше.

Изоляцию бактерий проводили из аналитических проб тыквенных куль-
тур, показавших хотя бы один положительный результат при тестирова-
нии любым из приведенных выше методов ПЦР (см. табл. 2). Высевали по 
100 мкл 100- и 1000-кратного разведений аналитических проб методом Дри-
гальского [22] на чашки Петри с питательной средой Кинга Б [23]. Чашки 
Петри после посева плотно оборачивали герметизирующей пленкой Parafilm 
(«Nuova Aptaca», Италия) и инкубировали в течение 72 часов при температу-
ре 27 °С, используя инкубатор MIR-254 («Panasonic (Sanyo)», Япония).

Отдельные бактериальные колонии различных морфотипов всех вырос-
ших колоний пересевали на новые чашки Петри со средой Кинга Б, исполь-
зуя стерильную микробиологическую петлю. Чашки Петри, обернутые плен-
кой Parafilm, инкубировали при температуре 27 °С в течение 72 ч. Затем от 
каждого изолята с помощью бактериологической петли отбирали отдельные 
колонии и помещали в микропробирки с 200 мкл PBS. Таким образом, по-
лучали бактериальные суспензии, из которых выделяли ДНК при помощи 
автоматизированной станции Freedom Evo («Tecan», Швейцария) и наборов 
«М-СорбТуб-Автомат-48» («Синтол», Россия). Полученные образцы ДНК те-
стировали методом ПЦР-РВ Acit 1 F/R, Acit 1-probe. Образцы ДНК, выделенной 
из бактериальных изолятов, положительных в результате тестирования мето-
дом ПЦР-РВ Acit 1 F/R, Acit 1-probe, идентифицировали методом секвенирова-
ния. Для этого с ДНК бактериальных изолятов проводили ПЦР с праймерами 
8UA/519B для участка 16S рРНК, размер продукта амплификации 500 н.п. По-
следовательности праймеров: 8UA: 5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3', 
519B: 5’-GTA TTA CCG CGG CKG CTG-3' производства фирмы ООО «Евроген» 
(Россия). Для приготовления реакционной смеси использовали на один образец: 
14 мкл деионизированной воды, 5 мкл мастер-микса 5X MasDDTaqMIX-2025 
производства фирмы ЗАО «Диалат» (Россия), по 2 мкл каждого праймера в кон-
центрации 10 пкм. Затем в микропробирку вносили 2 мкл ДНК-матрицы образ-
ца. Программа амплификации: начальная денатурация 96 °С – 10 минут, затем 
35 циклов 95 °С – 15 с, 55 °С – 30 с, 72 °С – 30 с; финальная элонгация 72 °С – 
10 минут. Для амплификации использовали T100 Thermal Cycler («Bio-Rad», 
США). ПЦР-продукты анализировали методом определения нуклеотидной по-
следовательности (секвенирования) по Сэнгеру [24], используя секвенатор АВ-
3500 («Applied Biosystems», США, Япония). 
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Таблица 2 [Table  2]
Результаты тестирования образцов ДНК 

из семян тыквенных культур методами ПЦР
[PCR results with DNA from plant material of cucurbit crops]

Культура
[Crop] Сорт / гибрид [Variety/ hybrid] 1 2 3 4 5 6 7

Citrullus 
lanatus

Кримстар F1 [Krimstar F1] – – – – – – –
Кримсон Рекорд F1 [Krimson Rekord F1] – – – – – – –
АУ Продюсер F1 [AU Prodyuser F1] – – – – – – –
Огонёк [Ogonek] – – – – – – –
Сахарный Малыш [Sugar Baby] + + – – – – –
Кримсон Свит [Crimson Sweet] – – – – – – –
Сибирские огни [Sibirskiye ogni] + + + – – – –
Холодок [Kholodok] – – – – – – –

Cucumis melo Золотистая [Zolotistaya] – – – – – – –
Колхозница [Kolkhoznitsa] – – – – – – –

Cucurbita 
pepo var. 

giromontia

Искандер F1 [Iskander F1] + + + + – – –
Куанд [Kuand] – – – – – – –
Цукеша [Tsukesha] + + + – – – –
Якорь [Yakor`] – – – – – – –
Ролик [Rolik] – – – – – – –
Белоплодный [Beloplodnyy] – – – – – – –
Аэронавт [Aeronavt] + + + – – – –
Белогор F1 [Belogor F1] + + + + – – –
Изумруд [Izumrud] – – – – – – –
Анна [Anna] – – – – – – –
Кавили F1 [Kavili F1] + + – – – – –
Камили F1 [Kamili F1] + + + + – – –
Скворушка [Skvorushka] + + – – – – –
Бетси F1 [Betsy F1] – – – – – – –
Квета Мс [Kveta Ms] – – – – – – –

Cucurbita 
pepo subsp. 

ovifera

Зонтик [Zontik] + + + – – – –
НЛО оранжевый [NLO Oranzhevyy] – – – – – – –
Санни Делайт F1 [Sunny Delight F1] – – – – – – –
Белые 13 [Belye 13] – – – – – – –

Cucumis 
sativus

Форсаж F1 [Forsazh F1] – – – – – – –
Ласточка F1 [Lastochka F1] – – – – – – –
Вязниковский 37 [Vyaznikovskiy 37] – – – – – – –
Практик F1 [Praktik F1] – – – – – – –
Голубчик F1 [Golubchik F1] – – – – – – –
Феникс [Feniks] – – – – – – –
Феникс Плюс [Feniks Plyus] – – – – – – –
Дружок F1 [Druzhok F1] – – – – – – –
Засолочный [Zasolochnyy] – – – – – – –
Конкурент [Konkurent] – – – – – – –
Родничок F1 [Rodnichok F1] – – + – – – –
Журавлёнок F1 [Zhuravlenok F1] – – – – – – –
Дальневосточный 27 [Dal`nevostochnyy 27] – – – – – – –
Амур 1801 F1 [Amur 1801 F1] – – – – – – –
Артист F1 [Artist F1] – – – – – – –
Астерикс F1 [Asteriks F1] – – – – – – –
Верные друзья F1 [Vernye druz`ya F1] + + – – – – –
Весёлая семейка F1 [Veselaya semeyka F1] + + – – – – –
Дачный посол F1 [Dachnyy posol F1] + + + – – – –

Определение аналитической специфичности методов ПЦР
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Культура
[Crop] Сорт / гибрид [Variety/ hybrid] 1 2 3 4 5 6 7

Cucumis 
sativus

Зозуля F1 [Zozulya F1] – – – – – – –
Капитошка F1 [Kapitoshka F1] + + + – – – –
Конни F1 [Konni F1] – – – – – – –
Крестьянка F1 [Krest'yanka F1] + + + – – – –
Любимец хозяйки F1 [Lyubimets khozyayki F1] + + – – – – –
Малыши-карандаши F1 
[Malyshi-karandashi F1] – – – – – – –
Мальчик с пальчик F1 [Mal`chik s pal`chik F1] + + + + – – –
Маша F1 [Masha F1] – – – – – – –
Мульти-пульти F1 [Mul`ti-pul`ti F1] + + – – – – –
Пальчик [Pal`chik] – – – – – – –
Первачок F1 [Pervachok F1] + + – – – – –
Реванш F1 [Revansh F1] – – – – – – –
Нежинский [Nezhinskiy] – – – – – – –
Спринтер F1 [Sprinter F1] + + – – – – –
Тополёк F1 [Topolek F1] + + + – – – –
Шустрец-молодец F1 [Shustrets-molodets F1] – – – – – – –
Экспресс F1 [Ekspress F1] + + + – – – –

Cucurbita 
moschata

Витаминная [Vitaminnaya] – – – – – – –
Мраморная [Mramornaya] – – – – – – –

Cucurbita 
maxima

Стофунтовая [Stofuntovaya] – – – – – – –
Зимняя Сладкая [Zimnyaya Sladkaya] – – – – – – –
Амазонка [Amazonka] + + + – – – –
Большой Макс [Bol`shoy Maks] + + + – – – –
Землячка [Zemlyachka] + + – – – – –
Марсельеза [Marsel`eza] + + – – – – –
Улыбка [Ulybka] – – – – – – –
Россиянка [Rossiyanka] – – – – – – –

Cucurbita 
pepo

Грибовская кустовая 189
[Gribovskaya Kustovaya 189] – – – – – – –

Примечание [Note]: 1 – Acit 1 F/R, Acit 1-probe; 2 – «Acidovorax citrulli-РВ» “Sintol”; 3 – 
Acidovorax citrulli-Rt “AgroDiagnostika”; 4 – AC158F/AC158R; 5 – SEQ ID 3/4; 6 – PL1/
PL2; 7 – G12AcFwd/G12AcRev; «+» положительный результат ПЦР [positive PCR result]; 
«–» отрицательный результат ПЦР [negative PCR result].

Полученные нуклеотидные последовательности сравнивали с последова-
тельностями геномов бактерий, размещенных в базе данных Национального 
центра биотехнологической информации NCBI.

Результаты исследования и обсуждение

Процесс диагностики фитопатогенов представляет собой совокупность 
последовательно применяемых методов, финальным этапом каждого из ко-
торых является интерпретация полученных данных. В случае получения по-
ложительных результатов применяемых тестов важное значение имеет уста-
новление точной причины этих результатов.

Тестирование 5 штаммов A. citrulli методами Acit 1 F/R, Acit 1-probe, 
«Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагности-

Окончание табл.  2  [Table  2  (end)]
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ка», AC158F/AC158R, SEQ ID 3/4, PL1/PL2 и G12AcFwd/G12AcRev позво-
лило получить положительные результаты по каждому из данных методов 
в трех повторностях. Таким образом, изучаемые методы ПЦР позволяют 
идентифицировать штаммы A. citrulli различного происхождения в случае 
содержания их в образце в концентрации, достаточной для детекции. Полу-
ченные данные совпадают с результатами исследований разработчиков ме-
тодов [15, 19–21].

В результате тестирования образцов ДНК, выделенных из вегетативных 
частей тыквенных культур, положительный результат в трех повторностях 
получен только для образца кабачка сорта Якорь при использовании метода 
«Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол». В связи с тем, что одним из условий дан-
ного опыта являлось отсутствие A. citrulli в образцах тыквенных культур, 
аналитическую пробу кабачка Якорь использовали для изоляции бактерий с 
целью установления причины получения положительного результата тести-
рования методом «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол». Тестирование образцов 
ДНК, выделенных из семян, показало положительные результаты с различ-
ными образцами тыквенных культур (см. табл. 2).

Такие образцы, как сорт арбуза Сибирские огни, кабачок Искандер F1, 
Цукеша, Аэронавт и др., показали положительные результаты на всех трех 
тестах ПЦР-РВ – Acit 1 F/R, Acit 1-probe, «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», 
Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика». Однако образец арбуза Сахарный 
Малыш, кабачок Кавили F1 и Скворушка, патиссон Зонтик и др. показали 
положительные результаты только при тестировании методами Acit 1 F/R, 
Acit 1-probe и «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», а образец огурца Родничок 
F1 оказался положительным только при тестировании методом Acidovorax 
citrulli-Rt «АгроДиагностика». Тестирование образцов ДНК из семян по-
казало также наличие положительных результатов при детекции продуктов 
ПЦР AC158F/AC158R в агарозном геле (табл. 3, рис. 1). Продукты реакции 
с ДНК образцов семян кабачка Искандер F1, Белогор F1 и Камили F1, а так-
же огурца Мальчик с пальчик, состояли из 158 н.п., что соответствует ПКО 
(см. рис. 1). Без дополнительных исследований установить причину получе-
ния положительных результатов невозможно, поэтому аналитические про-
бы семян, положительных в результате тестирования любым из изучаемых 
методов ПЦР, использовали для изоляции бактерий. Всего для изоляции ис-
пользовали 27 аналитических проб семян.

Проведение изоляции бактерий из образца вегетативных частей кабачка 
сорта Якорь, а также из 27 образцов семян позволило выделить бактериаль-
ные культуры, колонии которых морфологически различались. Определить 
связь различий с тем, что выделенные бактерии относились к разным видам 
или являлись разными формами одного вида, не представлялось возможным 
только лишь на основании морфологических характеристик. Поэтому ко-
лонии всех полученных морфотипов отбирали для тестирования методом 
ПЦР-РВ Acit 1 F/R, Acit 1-probe для обнаружения тех изолятов, которые спо-
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собны приводить к получению положительных результатов данного ПЦР-
теста. Среди 89 отобранных и протестированных изолятов только 14 пока-
зали положительные результаты при тестировании методом ПЦР-РВ Acit 1 
F/R, Acit 1-probe, поэтому ДНК только этих 14 образцов использовали для 
проведения ПЦР 8UA/519B. Продукты ПЦР 8UA/519B использовали для 
секвенирования и последующей идентификации путем сравнения получен-
ных нуклеотидных последовательностей с последовательностями геномов 
бактерий, размещенных в NCBI. Для 10 из 14 полученных нуклеотидных 
последовательностей не обнаружено совпадений в NCBI. Для 4 из 14 нукле-
отидных последовательностей совпадения в NCBI обнаружены, и изоляты, 
ДНК которых использовали для ПЦР 8UA/519B и последующего секвениро-
вания, идентифицированы как Microbacterium phyllosphaerae, Arthrobacter 
sp. (2 изолята) и Sphingomonas paucimobilis. Данные изоляты показали по-
ложительную реакцию при тестировании методами Acit 1 F/R, Acit 1-probe, 
«Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол» и Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагности-
ка». При тестировании методом AC158F/AC158R данные изоляты также 
оказались положительны (см. рис. 1). Кроме того, изолят, идентифицирован-
ный как Microbacterium phyllosphaerae, показал положительную реакцию 
при тестировании методами SEQ ID 3/4 и PL1/PL2 (см. рис. 2).

Рис. 1. Детекция продуктов ПЦР AC158F/AC158R с ДНК из семян тыквенных культур 
и бактериальными изолятами

[Fig. 1. Detection of PCR products of AC158F/AC158R 
with DNA from cucurbit seeds and bacterial isolates]

Изолят, идентифицированный как Microbacterium phyllosphaerae, депо-
нировали в коллекции бактериологических культур ВНИИКР под номером 
0340. Два изолята, идентифицированные как Arthrobacter sp., депонировали 
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в коллекции под номерами 0341 и 0342, Sphingomonas paucimobilis – № 0339. 
Таким образом, выделены и идентифицированы бактерии, потенциально яв-
ляющиеся источниками ложноположительных результатов ПЦР-тестов Acit 
1 F/R, Acit 1-probe, «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt 
«АгроДиагностика», AC158F/AC158R, SEQ ID 3/4 и PL1/PL2. Данные, по-
лученные путем тестирования штаммов 0339–0342, учтены при оценке АС.

Рис. 2. Детекция продуктов ПЦР SEQ ID 3/4 (1) и ПЦР PL1/
PL2 (2) с ДНК Microbacterium phyllosphaerae

[Fig. 2. Detection of PCR products of SEQ ID 3/4 (1) and PL1/
PL2 (2) with Microbacterium phyllosphaerae DNA]

В рамках данного исследования тестирование других бактерий, не от-
носящихся к виду A. citrulli, методами Acit 1 F/R, Acit 1-probe, «Acidovorax 
citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика», AC158F/
AC158R, SEQ ID 3/4 и PL1/PL2, показало отрицательные результаты. Метод 
G12AcFwd/G12AcRev показал положительные реакции только при тестиро-
вании штаммов A. citrulli, ложноположительные реакции отсутствовали.

Результаты тестирования штаммов A. citrulli методами ПЦР Acit 1 
F/R, Acit 1-probe, «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt 
«АгроДиагностика», AC158F/AC158R, SEQ ID 3/4, PL1/PL2 и G12AcFwd/
G12AcRev использовали для определения значения инклюзивности (см. 
табл. 3). Все указанные методы ПЦР показали положительную реакцию с 
каждым из 5 тестируемых штаммов A. citrulli. Полученные данные позво-
ляют сделать вывод об инклюзивности указанных методов ПЦР на уровне 
100% и возможности их применения для идентификации A. citrulli ввиду 
отсутствия ложноотрицательных результатов.

Результаты тестирования бактериальных штаммов, не относящихся к 
виду A. citrulli, и образцов ДНК, выделенной из различных сортов и видов 
растений семейства Cucurbitaceae, использовали для определения значения 
эксклюзивности (табл. 4).

Установлено, что значение эксклюзивности методов Acit 1 F/R, Acit 
1-probe, «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиа-
гностика» и AC158F/AC158R ниже 99%, установленных в качестве крите-
рия для признания метода специфичным; следовательно, указанные методы 
нельзя считать специфичными, несмотря на 100% инклюзивность. В то же 
время методы SEQ ID 3/4, PL1/PL2 и G12AcFwd/G12AcRev являются спе-
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цифичными (значение эксклюзивности более 99%, значение инклюзивности 
100%).

Таблица 3 [Table  3]
Значения параметров оценки аналитической специфичности методов ПЦР

[The values of the parameters for assessing the analytical specificity of PCR methods]

Параметр оценки аналити-
ческой специфичности
[Analytical specificity as-

sessment parameter]

Метод ПЦР [PCR method]

1 2 3 4 5 6 7

Число достоверных по-
ложительных результатов 
при тестировании штаммов 
Acidovorax citrulli / Общее чис-
ло протестированных штам-
мов Acidovorax citrulli, шт.
[The number of true-positive 
results with Acidovorax citrulli 
strains / Total number of tested 
Acidovorax citrulli strains, pcs.]

5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5

Инклюзивность
[Inclusivity], % 100 100 100 100 100 100 100

Число достоверных отрица-
тельных результатов при тести-
ровании образцов, не содержа-
щих ДНК Acidovorax citrulli / 
Общее число образцов, шт.
[The number of true-negative results 
when testing samples that did not 
contain Acidovorax citrulli DNA / 
Total number of tested samples, pcs.]

124/153 122/153 133/153 145/153 152/153 152/153 153/153

Эксклюзивность
[Exclusivity], % 81,0 79,7 86,9 94,8 99,3 99,3 100
Примечание [Note]: 1 – Acit 1 F/R, Acit 1-probe; 2 – «Acidovorax citrulli-РВ» “Sintol”; 3 – 
Acidovorax citrulli-Rt “AgroDiagnostika”; 4 – AC158F/AC158R; 5 – SEQ ID 3/4; 6 – PL1/
PL2; 7 – G12AcFwd/G12AcRev.

Полученные результаты оценки АС позволяют сделать вывод о том, 
что ПЦР-РВ Acit 1 F/R, Acit 1-probe, «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», 
Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика» и ПЦР AC158F/AC158R могут ис-
пользоваться в диагностике A. citrulli только в качестве отборочных методов. 
На основании положительных результатов тестирования образцов указанны-
ми методами нельзя делать заключение о наличии возбудителя бактериаль-
ной пятнистости тыквенных культур в образце. В то же время ПЦР SEQ ID 
3/4, PL1/PL2 и G12AcFwd/G12AcRev могут быть применены в качестве под-
тверждающих методов диагностики A. citrulli.

Таким образом, в результате исследования проведена оценка аналити-
ческой специфичности существующих молекулярно-генетических методов 
идентификации возбудителя бактериальной пятнистости тыквенных куль-
тур Acidovorax citrulli (Schaad et al.).
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Заключение

В результате тестирования 5 штаммов A. citrulli, а также 47 бактериаль-
ных штаммов, не относящихся к виду A. citrulli, и 106 образцов ДНК, вы-
деленной из различных сортов и видов растений семейства Cucurbitaceae, 
оценена аналитическая специфичность следующих молекулярно-генети-
ческих методов диагностики возбудителя бактериальной пятнистости тык-
венных культур: Acit 1 F/R, Acit 1-probe, «Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», 
Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагностика», AC158F/AC158R, SEQ ID 3/4, 
PL1/PL2 и G12AcFwd/G12AcRev. Установлено, что Acit 1 F/R, Acit 1-probe, 
«Acidovorax citrulli-РВ» «Синтол», Acidovorax citrulli-Rt «АгроДиагности-
ка» и AC158F/AC158R могут использоваться в диагностике A. citrulli только 
в качестве отборочных методов ввиду низкой аналитической специфичности. 
На основании положительных результатов тестирования образцов указанны-
ми методами нельзя делать заключение о наличии возбудителя бактериаль-
ной пятнистости тыквенных культур в образце. ПЦР SEQ ID 3/4, PL1/PL2 и 
G12AcFwd/G12AcRev могут быть применены в качестве подтверждающих 
методов диагностики A. citrulli.

Подобная полномасштабная оценка аналитической специфичности диа-
гностических методов ПЦР для A. citrulli проведена впервые. Полученные 
данные позволят более достоверно проводить выявление и идентификацию 
A. citrulli в рамках работы испытательных лабораторий.
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Determination of analytical specificity of PCR methods 
for Acidovorax citrulli identification 

Acidovorax citrulli (Schaad et al.), the causative agent of bacterial fruit blotch of 
cucurbits is a significant object in plant quarantine. The main stage in the detection of 
the phytopathogen in the framework of laboratory diagnostics is using molecular-genetic 
methods, like PCR, and it is the results of the application of these methods that are 
decisive. In this regard, the used PCR-methods impose strict requirements for assessing 
their applicability. Applicability criteria such as analytical specificity, showing the 
ability of a test to reliably distinguish a target organism from a non-target organism, is 
an integral component of the assessment applicability of a diagnostic method. Analytical 
specificity is evaluated based on the values of parameters such as inclusivity and 
exclusivity. Inclusivity shows the ability of the method to identify strains of the target 
bacterium, representing all genetic diversity, different geographical origin and host 
plants. Exclusivity shows the ability of the method to distinguish non-target bacteria, 
especially those that can be in the DNA of host plants. This study was conducted to 
determine the analytical specificity of the PCR-methods for identification of A. citrulli.
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We detemined analytical specificity with 5 A. citrulli strains, 19 bacterial strains of 
other species from international collections, 28 other bacterial isolates (See Table 1) and 
106 DNA samples isolated from various varieties and species of Cucurbitaceae plants. 
30 samples were plant debris, and 76 were seed samples (See Table 2). The process of 
preparing analytical samples consisted in the extraction of microbiota from samples 
into phosphate-saline buffer and subsequent concentration using high-speed centrifuge. 
Then DNA was extracted from the samples. PCR for each sample was performed in 
triplicate for each of the following tests: qPCR Acit 1 F/R and Acit 1-probe according 
to Woudt et al [2009], commercial kits for qPCR by “Syntol” and “AgroDiagnostika” 
(Russia), PCR with primers AC158F/AC158R according to Cho et al. [2015], PCR 
SEQ ID 3/4 according to Schaad et al. [2000], PCR PL1/PL2 according to Zhong et 
al., 2015 and PCR G12AcFwd/G12AcRev according to Zivanovic & Walcott [2017]. 
The value of inclusivity for each PCR test was determined as the ratio of reliable 
positive results of the target to the total number of reactions, expressed as a percentage. 
The value of exclusivity was determined as the ratio of reliable negative results to 
the total number of reactions of non-target, expressed as a percentage. An assessment 
of analytical specificity was assigned to each of the test based on an analysis of the 
inclusivity and exclusivity parameters. The conclusion about the specificity of the tests 
was made with the values of inclusivity and exclusivity of 99% or higher. Isolation of 
bacteria was carried out from analytical samples of cucurbit crops that showed at least 
one positive result when tested by any of the above PCR methods (See Table 3). DNA 
from single colonies was used for PCR with primers 8UA/519B. For identification, we 
used the Sanger method for determining the nucleotide sequence, which were, then, 
compared with the sequences of bacterial genomes in the NCBI database.

The process of diagnosing phytopathogens is a combination of sequentially applied 
methods and tests, the final stage of each of which is the interpretation of the data. In 
the case of obtaining positive results of the applied tests, it is important to establish the 
exact cause of these results. During the study, PCR tests showed positive results with 
samples known to be free of the A. citrulli DNA. Agarose gel amplicon detection also 
revealed the presence of reaction products characteristic of A. citrulli (See Fig. 1). Also, 
isolated 89 bacterial cultures whose colonies were morphologically different. These 
isolates were selected for testing by the Acit 1 F/R, Acit 1-probe in order to detect 
those isolates that can lead to positive results. 14 isolates showed positive results. These 
isolates were used for PCR 8UA/519B. For 4 of the 14 nucleotide sequences, matches 
in the NCBI were detected, and isolates identified as Microbacterium phyllosphaerae, 
Arthrobacter sp. (2 isolates) and Sphingomonas paucimobilis. These isolates showed 
a positive reaction when tested using Acit 1 F/R, Acit 1-probe, “Acidovorax citrulli-
RV” “Synthol” and Acidovorax citrulli-Rt “AgroDiagnostika”. When tested using the 
AC158F/AC158R method, these isolates were also positive (See Fig. 1). In addition, 
the isolate identified as Microbacterium phyllosphaerae showed a positive reaction 
when tested by methods of SEQ ID 3/4 and PL1/PL2 (See Fig. 2). Thus, bacteria that 
are potentially sources of false-positive PCR tests were isolated and identified. Testing 
of other bacteria not belonging to the species A. citrulli showed negative results. The 
results of testing strains A. citrulli by Acit 1 F/R, Acit 1-probe, “Acidovorax citrulli-
RV” “Synthol”, Acidovorax citrulli-Rt “AgroDiagnostika”, AC158F/AC158R, SEQ 
ID 3/4, PL1/PL2 and G12AcFwd/G12AcRev were used to determine the value of 
inclusivity (See Table 4). PCR methods showed a positive reaction with each of the 
5 tested A. citrulli strains (100% inclusivity). Test results of bacterial strains not 
belonging to the species A. citrulli and DNA samples isolated from different varieties 
and species of Cucurbitaceae were used to determine the value of exclusivity (See 
Table 3). We found that the exclusivity values of the Acit 1 F/R, Acit 1-probe, 
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“Acidovorax citrulli-RV” “Synthol”, Acidovorax citrulli-Rt “AgroDiagnostika” and 
AC158F/AC158R methods are below 99%, established as a criterion for recognizing 
the method as specific; therefore, these methods cannot be considered specific, 
despite 100% inclusivity. At the same time, the methods SEQ ID 3/4, PL1/PL2 and 
G12AcFwd/G12AcRev are specific (the value of exclusivity is more than 99%, the 
value of inclusivity is 100%). The results of the analytical specificity assessment 
allow us to conclude that Acit 1 F/R, Acit 1-probe, “Acidovorax citrulli-RV” 
“Synthol”, Acidovorax citrulli-Rt “AgroDiagnostika”, AC158F/AC158R can be used 
in diagnosing A. citrulli only as screening methods. Based on the positive results of 
testing the samples with the indicated methods, it is impossible to draw a conclusion 
about the presence of the pathogen in the sample. At the same time, PCR SEQ ID 3/4, 
PL1/PL2 and G12AcFwd/G12AcRev can be used as confirmatory diagnostic methods 
for A. citrulli. Thus, as a result of the study, we evaluated the analytical specificity 
of existing molecular-genetic methods for identifying A. citrulli. Such a full-scale 
assessment of the analytical specificity of diagnostic PCR methods for A. citrulli was 
carried out for the first time. The obtained data will allow testing laboratories to more 
reliably identify A. citrulli.

The paper contains 2 Figures, 3 Tables and 24 References.
Key words: PCR; plant quarantine; diagnostics of phytopathogens.
The Authors declare no conflict of interest.
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Современное состояние кольчатой горлицы Streptopelia 
decaocto (Aves: Columbiformes) в Ставропольском крае

Исследования экологии кольчатой горлицы в Ставропольском крае проведены 
в 2008–2019 гг. Проанализировано современное состояние вида: размер 
популяции, плотность населения, распределение по территории края. Анализ 
динамики обилия и гнездовой плотности кольчатой горлицы свидетельствует 
о прогрессирующем расселении и росте её численности в регионе. Установлено, 
что вид предпочитает районы с развитым животноводством в степной и 
полупустынно-сухостепной зонах, тогда как в лесостепи и особенно предгорьях 
его гнездовая плотность значительно ниже. Показана высокая степень 
синантропизации кольчатой горлицы: они гнездятся в сельских населённых 
пунктах, городах, а также в лесополосах агроландшафтов преимущественно 
на деревьях. Гнездовой период длится со 2-й декады марта до начала ноября. 
Горлицы делают 3–4 кладки за сезон, средняя величина кладки составляет 
1,57 яйца, средние размеры яиц – 30,5×24,6 мм (n = 25), постэмбриональная 
смертность – 13,5%. Отмечены осенне-зимние кочёвки стаями до 500 особей. 
Установлено, что лимитирующие факторы для вида – гибель кладок и птенцов 
от хищников и непогоды, а также гибель взрослых птиц при аномально низких 
температурах зимой и на автодорогах.

Ключевые слова: динамика численности; плотность населения; 
биотопическое распределение; гнездовая биология; экологические факторы.

Введение

Кольчатая горлица Streptopelia decaocto Frivaldszky, 1838 – многочислен-
ный осёдлый вид Ставропольского края. Её палеарктический ареал охваты-
вает обширную территорию Евразии: от Британских островов, Бельгии, вос-
точной Франции, северной Италии к востоку до Корейского полуострова и 
южной части Хэйлунцзяна; к северу до южной Норвегии, в Швеции до 60-й 
параллели, до северной Эстонии, восточнее в европейской части России к 
северу до 55-й параллели, восточнее Волги к северу до средней части доли-
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ны Мургаба в Туркмении, северного Афганистана, бассейна Тарима, верх-
ней части долины Или, северного Ордоса, восточнее к северу примерно до 
40-й параллели; к югу до Балканского полуострова, Ирака, южного Ирана, 
восточнее к югу до океанического побережья Азии [1]. Природоохранный 
статус вида, согласно системе категорий МСОП, вызывает наименьшие опа-
сения (LC), но требует дальнейшего изучения и систематического монито-
ринга [2].

На Ставрополье кольчатая горлица появилась в 1973–1978 гг. [3, 4]. Массо-
вое расселение её началось в 1980–1990-х гг., и за последующие десятилетия 
она широко освоила всю территорию края. В период с 1990 по 2006 г. гнез-
довая численность вида в крае возросла в 3,5 раза – с 12,5 до 47 тыс. пар [5]. 
К настоящему времени численность увеличилась еще в 1,3 раза и составляет 
в среднем 65,5 тыс. пар. Малое число литературных источников не позволяет 
провести сравнительный анализ изменений плотности населения кольчатой 
горлицы в ретроспективе. В последние десятилетия условия обитания вида 
заметно изменились из-за перепрофилирования сельскохозяйственного про-
изводства. В 1990–2000 гг. численность овец и крупного рогатого скота на 
Ставрополье уменьшилась почти в 3 раза как в крупных сельхозпредприяти-
ях, так и на частных подворьях [6]. К 2015–2019 гг. произошло увеличение 
площадей сельскохозяйственных культур, прежде всего зерновых, за счёт рас-
пашки пастбищ в зоне прежнего доминирования животноводства [7, 8]. 

Материалы по численности и распределению кольчатой горлицы, полу-
ченные в результате проведённых нами исследований, послужат основой для 
долговременного мониторинга вида, который, с одной стороны, демонстри-
рует пример стремительного расширения ареала, а с другой – его пульсации 
по не вполне понятным причинам. Количественные характеристики плотно-
сти населения и распределения кольчатой горлицы могут использоваться как 
важная составляющая при оценке воздействия различных антропогенных и 
природных факторов, а также позволяют прогнозировать дальнейшие изме-
нения численности вида и векторов его расселения.

Цель работы – изучение современного состояния численности, распреде-
ления и экологии кольчатой горлицы на территории Ставропольского края.

Материалы и методики исследования

Ставропольский край расположен в центральной части Предкавказья 
и на северном склоне Большого Кавказа. Протяжённость края составляет 
285 км с севера на юг и 370 км с запада на восток. Он граничит на юге с 
республиками Северная Осетия, Кабардино-Балкарская, Чеченская, на за-
паде – c Краснодарским краем, на севере – с Ростовской областью и Респу-
бликой Калмыкия, на востоке – с Республикой Дагестан [9]. 

Сельскохозяйственные угодья составляют 86% земельных ресурсов края. 
Пашни занимают около 61%, пастбища – 24%, лесополосы – 1,5%, населён-
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ные пункты – 7% [7, 8]. Ставрополье относится к малооблесённым регио-
нам, общая площадь лесов по состоянию на 2018 г. – 130,1 тыс. га. Из них 
леса, расположенные на землях городских и сельских поселений, состав-
ляют всего 15,6 тыс. га. Площади естественных лесов незначительно пре-
вышают леса искусственного происхождения [8]. Степное лесоразведение 
в крае началось в конце XIX в., однако до середины ХХ столетия эти рабо-
ты не носили массового характера. Подавляющее большинство защитных 
лесонасаждений в крае создано после принятия в 1948 г. так называемого 
«Сталинского плана преобразования природы». Особенно много лесополос 
создавалось с конца 1960-х гг., когда отмечались сильные пыльные бури. 

Территория Ставропольского края подразделяется на 4 ландшафтные 
провинции: полупустынно-сухостепную, степную, лесостепную и предгор-
ную [9] (рис. 1). 

 

Рис. 1. Карта Ставропольского края с указанием муниципальных районов 
и преобладающих ландшафтных провинций.  

Жёлтый цвет – ландшафты полупустынь и сухих степей; муниципальные районы 1–9.
Коричневый цвет – степные ландшафты; муниципальные районы 10–17.
Зеленый цвет – лесостепные ландшафты; муниципальные районы 18–22.

Серый цвет – ландшафты предгорий степей и лесостепей; муниципальные районы 23–26.
Обозначения районов см. табл. 1

[Fig. 1. The map of Stavropol Region with the municipal districts and the prevailing landscapes
Yellow color - Landscapes of semi-deserts and dry steppes; municipal districts 1-9.

Brown color - Steppe landscapes; municipal districts 10-17.
Green color - Forest-steppe landscapes; municipal districts 18-22.

Gray color - Landscapes of foothills of steppes and forest-steppes; municipal districts 23-26.
For municipal district designations see Table 1]
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Полупустынно-сухостепная ландшафтная провинция простирается по-
лосой на севере и востоке края. У оз. Маныч она узкая, а с продвижением 
на восток расширяется в южную сторону. Полупустыни расположены вдоль 
Кумо-Манычской впадины на севере края и Терско-Кумской низменности на 
востоке. Провинция степных ландшафтов расположена в северо-западной и 
центральной частях края, по которым протекают реки Егорлык, Ташла, Чла, 
Калаус, Карамык, Айгурка. Лесостепная ландшафтная провинция занимает 
Ставропольскую возвышенность в окрестностях г. Ставрополя, в Шпаков-
ском и Грачёвском районах, Прикалаусские высоты в Александровском и 
Андроповском районах. Ландшафты предгорной провинции расположены 
на самом юге края – на этой территории расположены Минераловодский, 
Предгорный, Курской, Георгиевский районы.

Наши исследования охватили все природные зоны и муниципальные 
районы края. Приоритетные маршруты проложены с учётом экологических 
особенностей вида и задач мониторинга его состояния на ранее обследован-
ных территориях (на основании как собственных данных, так и опублико-
ванных в разные периоды материалов других исследователей). 

Материал по биологии кольчатой горлицы собран в 2008–2019 гг. Все-
го проведено более 140 учётов птиц на всей территории Ставропольского 
края (в пределах географических координат 43°43'–46°14'N, 40°51'–45°43'E) 
в различных биотопах: сельских поселениях, кошарах, промышленных и се-
литебных застройках, санаториях, лесополосах, байрачных лесах и т.д. Об-
щая протяжённость пеших маршрутов составила не менее 500 км; учётов с 
автотранспорта – 42 000 км. Автомобильные учёты, помимо охвата больших 
территорий, позволили оценить приуроченность птиц к линейным объектам 
антропогенных ландшафтов (автомобильные дороги, ЛЭП). В данный об-
зор включены также результаты, полученные при проведении учётов птиц в 
Ставропольском крае в 2015–2018 гг. в рамках программы создания Атласа 
гнездящихся птиц Европы. Обследовано 39 квадратов размером 50×50 км. 
Круглогодичные маршрутные учёты проведены с применением общеприня-
тых в орнитологии методик полевых исследований [10–12].

Обнаруженные жилые гнёзда кольчатых горлиц картировали и описы-
вали по следующим параметрам: дата, погодные условия, биотоп, порода 
и высота дерева, высота расположения гнезда, строительный материал, со-
держимое гнезда, наличие и близость гнёзд других видов, особенности по-
ведения птиц в гнездовой и внегнездовой периоды, факты элиминации и др. 
Оценивали также характер биоценотических связей вида (перекрытие гнез-
довых участков с другими видами птиц) и поведение в условиях урбанизи-
рованных ландшафтов. Успешность размножения гнездящихся пар изучали 
от начала откладки яиц до вылета птенцов из гнезда. Всего за период иссле-
дований выявлено 1 167 гнездящихся пар, обнаружено и описано 490 гнёзд, 
подробные наблюдения проведены за 58 гнёздами. Наблюдения за суточной 
активностью одной насиживающей самки провели в детском оздоровитель-
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ном лагере «Степнячок» в Арзгирском районе [13], их общая продолжитель-
ность составила 35 ч 12 мин.

Результаты исследования и обсуждение

Территориальное распределение и обилие. За период исследований 
кольчатая горлица отмечена во всех административно-территориальных 
единицах Ставропольского края (муниципальные районы, города краевого 
значения – городские округа Невинномысск, Кисловодск). По результатам 
исследований общая среднегодовая плотность населения вида в крае соста-
вила 38,6 особи/км2, что несколько выше, чем в 2006 г., – 32 особи/км2 [5]. 
Оценочная современная гнездовая численность на обследованной террито-
рии составила около 65 тыс. пар, что в 1,3 раза выше по сравнению с 2006 г. 
(47 тыс. пар) [5]. Имеют место межгодовые различия числа гнездящихся 
пар: с 2015 по 2018 г. размер популяции кольчатой горлицы в крае варьиро-
вал от 11 949 до 119 100 (в среднем 65 524) гнездящихся пар. 

Вид по территории края распределён неравномерно. Наибольшая гнездовая 
плотность населения (42,7 пары/км2) отмечена на севере и северо-востоке края 
– в зоне с преобладанием животноводства: Апанасенковский, Левокумский, Тур-
кменский, Степновский, Курской районы (зона 1, рис. 2), где жители содержат в 
частных подворьях много скота и птицы. В южной и западной частях края (зона 
2, рис. 2), где годовая сумма осадков выше 400 мм, в структуре хозяйства преоб-
ладает растениеводство, гнездовая плотность ниже – от 20 до 13 пар/км2.

Рис. 2. Карта Ставропольского края с делением территории 
по хозяйственному принципу: 1 – зона с преобладанием животноводства; 

2 – зона с преобладанием растениеводства. Жирной чертой обозначена 
изолиния, характеризующая уровень атмосферных осадков 400 мм в год 

[Fig. 2. Stavropol Region map showing areas with prevalence of different economic activities:
1 - Area with prevalence of animal husbandry; 2 - Area with prevalence of plant growing. 

The bold line is a precipitation isoline, 400 mm per year]

Л.В. Маловичко, Т.К. Железнова, А.М. Зубалий, А.В. Швыкова
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Что касается ландшафтного распределения вида, то в полупустынной 
степи со светло-каштановыми почвами и сухой степи с тёмно-каштановы-
ми и каштановыми почвами [14] кольчатая горлица многочисленна и повсе-
местно гнездится в населённых пунктах. Следует отметить, что в засушли-
вых частях Арзгирского и Нефтекумского районов рост численности вида 
лимитируется недостатком древесной растительности на аридных пастби-
щах. В степной провинции, примыкающей к предыдущей, вид имеет также 
высокую плотность (42 пары/км2). В лесостепи плотность населения ниже в 
1,5 раза и составляет 31 пары/км2. Самая низкая в крае плотность населения 
кольчатой горлицы (13 пар/км2) зафиксирована в предгорной ландшафтной 
провинции, где отсутствует традиция подворного животноводства, – в Пред-
горном и Минераловодском районах.

Биотопическое распределение. Кольчатая горлица – птица культурных 
ландшафтов. Обитает преимущественно в населённых пунктах – как в не-
больших посёлках, так и в крупных городах. Заселяет участки с хорошо 
развитой высокой древесной растительностью. Чаще всего населяет старые 
парки, кладбища, скверы, участки жилой застройки с дворовыми насажде-
ниями, уличные аллеи. Избегает селиться в глухих малопосещаемых пар-
ках и лесопарках [15–17]. В процессе расселения вид появляется сначала в 
крупных городах, затем постепенно заселяет небольшие населённые пун-
кты, после чего распространяется по мелким деревням, хуторам, отдельным 
кордонам, а также лесополосам и лесным местообитаниям [18, 19].

Считается, что толчком к экспансии вида явилась смена мест гнездова-
ния: из лесных местообитаний горлицы перешли в городские парки и скве-
ры [20, 21]. Способствовало этому и искусственное расселение горлиц в 
Турции и Болгарии. Вероятно, дальнейшее расселение вида на северо-вос-
ток и восток европейской части России приостановилось из-за климатиче-
ских факторов, прежде всего суровых многоснежных зим [16]. На Северном 
Кавказе кольчатая горлица появилась в 1973–1978 гг. В настоящее время она 
является обычной или многочисленной синантропной птицей урбанизиро-
ванных территорий Центрального Предкавказья [3, 5]. 

В каждом сельском населённом пункте Ставропольского края гнездятся 
от 30 до 100 пар кольчатой горлицы, в городах – от 100 до 300 пар. Если 
учесть, что в крае насчитывается 19 городов, 7 посёлков городского типа и 
736 сельских населённых пунктов, то можно предположить, что гнездовая 
численность составляет около 62 тыс. пар. Еще около 2 тыс. пар встречают-
ся по лесополосам и на территории действующих и заброшенных плодовых 
садов, около 1 тыс. – на кошарах, где есть хотя бы одно дерево. 

Как показали наши исследования, основным типом местообитаний коль-
чатой горлицы на Ставрополье являются сельские населённые пункты, ле-
сополосы (полезащитные, придорожные) и лесопосадки (насаждения нели-
нейной конфигурации различной площади) в агроландшафтах. Вследствие 
обилия корма на хоздворах сёл и хуторов птицы не испытывают трофиче-

Современное состояние кольчатой горлицы
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ской конкуренции, что позволяет им строить гнезда на расстоянии 300–400 м 
друг от друга. Очевидно, такие условия для вида являются оптимальными. 

Приуроченность кольчатой горлицы к лесополосам в различных ланд-
шафтных провинциях представлена в табл. 1. Сама возможность её оби-
тания в лесополосах и плотность населения определяются, прежде всего, 
оптимальным сочетанием кормовых и защитных свойств угодий. Для коль-
чатой горлицы как зерно-семеноядного вида лесополосы вдоль полей, за-
сеянных подсолнечником, кукурузой и просом, привлекательны тем, что 
на этих полях создаётся оптимальная кормовая база. Судя по визуальным 
наблюдениям, птицы предпочитают семена культурных растений [22, 23]. 
Мы также неоднократно наблюдали поедание горлицами семян пшеницы, 
кукурузы, гороха, подсолнечника.

Таблица 1 [Table  1]
Плотность населения кольчатой горлицы в лесополосах 

различных ландшафтных провинций (ЛП)
[Population density of the Streptopelia decaocto in the forest belts 

of various landscape provinces (LP)]
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1 Апанасенковский [Apanasenkovskiy] 17 42,5 85 23 0,27 8
2 Арзгирский [Arzgirskiy] 9 22,5 27 10 0,37 6
3 Левокумский [Levokumskiy] 11 27,5 33 12 0,36 7
4 Нефтекумский [Neftekumskiy] 3 7,5 9 7 0,78 2
5 Советский [Sovetskiy] 13 32,5 39 18 0,46 4
6 Буденновский [Budennovskiy] 19 47,5 95 12 0,13 3
7 Курский [Kurskiy] 13 32,5 65 7 0,11 3
8 Кировский [Kirovskiy] 8 20 40 5 0,13 1
9 Степновский [Stepnovskiy] 19 47,5 57 21 0,37 7

Итого в полупустынной ЛП
[Total in the semi-desert LP]: 112 280 450 115 0,256 41

10 Александровский [Aleksandrovskiy] 10 25,5 51 2 0,04 1
11 Ипатовский [Ipatovskiy] 7 17,5 21 23 1,10 0
12 Благодарненский [Blagodarnenskiy] 5 12,5 15 10 0,67 3
13 Туркменский [Turkmenskiy] 8 20 40 17 0,43 4
14 Петровский [Petrovskiy] 8 20 24 4 0,17 1
15 Красногвардейский 

[Krasnogvardeyskiy] 7 17,5 21 3 0,14 2

16 Новоалександровский
[Novoaleksandrovskiy] 9 22,5 45 4 0,09 0

17 Труновский [Trunovskiy] 9 22,5 45 7 0,16 2
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Итого в степной ЛП
[Total in the steppe LP]: 63 158 262 70 0,267 13
18 Шпаковский [Shpakovskiy] 9 22,5 45 4 0,09 1
19 Грачевский [Grachevskiy] 11 27,5 33 2 0,06 0
20 Кочубеевский [Kochubeevskiy] 7 17,5 35 1 0,03 0
21 Изобильненский [Izobil'nenskiy] 11 27,5 55 3 0,05 1
22 Новоселицкий [Novoselitskiy] 6 15 18 10 0,56 3
Итого в лесостепной ЛП
[Total in the forest-steppe LP]: 44 110 186 20 0,108 5

23 Андроповский [Andropovskiy] 5 12,5 25 2 0,08 1
24 Георгиевский [Georgievskiy] 5 12,5 25 1 0,04 0
25 Предгорный [Predgornyy] 7 17,5 21 0 0,00 0
26 Минераловодский [Mineralovodskiy] 10 25 50 3 0,06 0
Итого в предгорной ЛП
[Total in the foothill LP]: 27 67,5 121 6 0,050 1
Всего [Total]: 246 615,5 1 019 211 0,207 60

На сельскохозяйственных угодьях, площадь которых в лесостепной и пред-
горной провинциях выше, чем в степных и полупустынных, доступность кор-
мов меньше. Возможно, это связано с использованием в больших количествах 
высокоэффективных ядохимикатов при выращивании сельскохозяйственных 
культур (так называемые «нуль-технологии») [7, 24]. На слабую заселённость 
горлицей этих ландшафтных провинций также повлияли и изменения в струк-
туре севооборотов: переход на выращивание преимущественно монокульту-
ры – озимой пшеницы. Одновременно сильно сократилась площадь, занятая 
подсолнечником и кукурузой – основных кормовых объектов вида [7, 8].

Таким образом, в настоящее время гнездовая плотность кольчатой горли-
цы значительно выше в лесополосах на севере и востоке края в полупустын-
но-сухостепной и степной ландшафтных провинциях, чем в лесостепной и 
предгорной провинциях. Этот тренд, выявленный для лесополос, в целом 
совпадает с общими закономерностями ландшафтного распределения вида.

Гнездовая биология. В табл. 2 приведены данные по числу гнезд в раз-
личных административно-территориальных образованиях Ставропольского 
края. Видно, что население кольчатой горлицы имеет наибольшую гнездо-
вую плотность в селитебных местообитаниях административных районов, 
расположенных в полупустынно-сухостепной ландшафтной провинции 
(Апанасенковский, Левокумский, Курский, Туркменский районы).

Современное состояние кольчатой горлицы
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Таблица 2 [Table  2]
Число гнездящихся пар кольчатой горлицы в населённых пунктах (2006–2019 гг.) 

[The number of the detected breeding pairs of Streptopelia decaocto in settlements (2006-2019)]

№
п/п

Муниципальный район / 
город краевого значения

[Municipal district / city of regional significance]

Число пар
[Number of the 
breeding pairs]

Доля 
от общего числа
[Share of the total 

number], %
1 Город-курорт Кисловодск 

[Resort city of Kislovodsk]
82 7,03

2 Предгорный [Predgornyj district] 34 2,91
3 Апанасенковский 

[Apanasenkovskiy district] 124 10,63
4 Изобильненский [Izobil'nenskiy district] 55 4,71
5 Левокумский [Levokumskiy district] 127 10,88
6 Степновский [Stepnovskiy district] 114 9,77
7 Курский [Kurskiy district] 145 12,43
8 Туркменский [Turkmenskiy district] 123 10,54
9 Шпаковский [Shpakovskiy district] 33 2,83
10 Минераловодский [Mineralovodskiy district] 13 1,11
11 Грачевский [Grachevskiy district] 42 3,60
12 Петровский [Petrovskiy district] 51 4,37
13 Ипатовский [Ipatovskiy district] 61 5,23
14 Нефтекумский [Neftekumskiy district] 51 4,37
15 Александровский [Aleksandrovskiy district] 35 3,00
16 Город Невинномысск 

[City of Nevinnomyssk] 77 6,60

Итого [Total] 1 167 100

Анализ биотопического распределения гнездовых участков кольчатой 
горлицы, высоты и характера расположения гнёзд показал, что она гнездит-
ся преимущественно в сельских населённых пунктах, а также на участках 
древесных насаждений городов; доля гнёзд, расположенных в лесополосах 
и садово-дачных участках, существенно ниже (табл. 3). Птицы используют 
для постройки гнёзд 20 видов деревьев, при этом наиболее предпочитаемы-
ми являются хвойные породы с густой кроной – туя восточная (Platycladus 
orientalis (L.) Franco) и ель обыкновенная (Pícea ábies (L.) H.Karst.). Уста-
новлено, что птицы предпочитают располагать гнёзда на высоте от 3 до 
6 м (80,4%; n=454); доля гнёзд, расположенных выше 9 м, незначительна 
(9,1%).

Гнездятся горлицы отдельными парами в относительной близости друг 
от друга. Гнездо обычно устраивают на прочных горизонтальных ветвях де-
ревьев или в развилке. Весь материал для гнезда приносит самец, укладыва-
ет его самка. По наблюдениям за процессом строительства 5 гнёзд в хуторе 
Поперечном Туркменского района, птицы собирали материал в радиусе не 
более 100 м от гнездового дерева. Гнездо представляет собой рыхлый, почти 
всегда просвечивающий настил сухих веток с очень плоским лотком. Одна-
ко ранние гнёзда, построенные в марте, и поздние, построенные в октябре–
ноябре, имеют более плотную конструкцию из прутиков и сухой травы, что, 
видимо, улучшает теплоизоляцию. 
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Таблица 3  [Table  3]
Стациальные параметры расположения гнёзд 

кольчатой горлицы в различных биотопах
[The parameters of the habitat location of Streptopelia decaocto nests in various biotopes]

№ 
п/п

Место располо-
жения гнезда

[Placement of nest location]

Высота располо-
жения гнезда, м

[Height of nest location, m]

Число гнёзд в 
разных биотопах 
[Number of nests in 

various biotopes]

Общее 
число 
гнёзд / 
Доля от 
общего 
числа 

[Total num-
ber of nests 
/ Share of 
the total 

number], %

M ± mM CV, % I II III

1 Platycladus orien-
talis (L.) Franco 3,33±0,037 11,25 58 – 47 105/21,4

2 Pícea ábies (L.) H.Karst. 4,30±0,105 16,61 29 – 18 47/9,6
3 Robinia pseudoacacia L. 6,31±0,723 66,78 19 3 13 35/7,2
4 Júglans régia L. 6,13±0,537 46,29 16 1 12 29/5,9

5 Prunus subgen. Cerasus 
(Mill.) A.Gray 4,36±0,141 16,46 22 3 2 27/5,6

6 Prúnus doméstica L. 3,90±0,168 21,48 18 1 7 26/5,4
7 Prúnus armeníaca L. 3,89±0,190 23,42 15 4 5 24/4,9
8 Salix L. 4,28±0,181 18,39 7 3 10 20/4,1
9 Fraxinus lanceolata L. 5,73±0,466 34,52 3 2 14 19/3,8

10 Ácer platanoídes L. 5,06±0,644 50,83 5 4 8 17/3,5
11 Betula L. 6,74±0,557 33,11 9 1 7 17/3,5
12 Gleditsia triacanthos L. 9,78±0,884 33,82 6 5 4 15/3,1
13 Ulmus parvifolia Jacq. 6,37±0,633 37,21 8 3 4 15/3,1
14 Aésculus hippocástanum L. 4,78±0,841 49,78 9 – – 9/1,8
15 Malus domestica Borkh. 4,32±0,271 17,76 8 – 1 9/1,8
16 Pýrus commúnis L. 4,26±0,221 13,73 3 2 3 8/1,6
17 Populus nigra L. 9,76±1,964 53,23 3 1 4 8/1,6
18 Catalpa speciosa 

Warder ex Engelm. 4,04±0,280 18,34 – – 8 8/1,6
19 Hippophae rhamnoides L. 2,81±0,148 12,88 – 6 1 7/1,4
20 Sórbus aucupária L. 4,00±0,359 21,98 1 1 5 7/1,4
21 Опоры ЛЭП

[Pylons of power lines] – – 15 – 2 17/3,5

22 Люстры под навесом
[Ceiling lights] – – 6 – – 6/1,2

23 Виноградная беседка
[Grape arbors] – – 6 – – 6/1,2

24 Балкон [Balcony] – – 3 – – 3/0,6
25 Сарай [Shed] – – 3 – – 3/0,6
26 Таль электрическая

[Electric hoists] – – 2 – – 2/0,4

27 Вертикальная асбестовая 
труба [Vertical asbestos pipe]

– – 1 – – 1/0,2
Итого [Total] 4,81 – 275 40 175 490/100
Примечание: I – сельские населённые пункты; II – лесополосы, садово-дачные участки; 
III – озеленённые территории селитебных зон городов.
[Note: I - Rural settlements; II - Forest belts, garden plots; III - Greened residential areas of cities].
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В зарубежных и отечественных научных публикациях встречаются упо-
минания о нетипичном гнездовании кольчатой горлицы [19, 26–28] – на 
различных жилых зданиях, опорах электропередач и других технических 
сооружениях. Чаще всего такие нетипичные места птицы используют для 
повторного гнездования после разорения первых кладок хищниками, в ос-
новном кошками [26]. В целом за период 2008–2019 гг. нами зафиксирова-
но 36 (7,7%) случаев нетипичного гнездования (см. табл. 3). Интересный 
случай отмечен 5 мая 2020 г. на хуторе Поперечном Туркменского района 
(45°25'N; 43°16'E). Здесь обнаружено рыхлое, состоящее из нескольких ве-
точек гнездо кольчатой горлицы, расположенное на высоте всего 120 см на 
сетчатом заборе около собачьей конуры. Спустя неделю, 12 мая, самка в 
этом гнезде плотно насиживала 2 яйца. 

При обследовании различных типов биотопов отмечены факты частич-
ного или полного перекрытия гнездовых участков кольчатой горлицы с 
участками других видов птиц. Зафиксированы случаи гнездования кольча-
той горлицы: 

– в заселённых грачевниках Corvus frugilegus (Апанасенковский район, 
с. Малая Джалга (46°01'00"N; 42°45'00"E) 26 апреля 2012 г.; Арзгирский 
район, с. Родниковское (45°26'19"N; 44°05'38"E) 8 июня 2012 г.; Левокум-
ский район, с. Турксад (45°13'03"N; 44°52'48"E) 16 мая 2014 г.); 

– в колонии черногрудого воробья Passer hispaniolensis (Левокумский 
район, с. Величаевское (44°56'47"N; 45°08'16"E) 30 июня 2006 г.); 

– вблизи гнезда чернолобого сорокопута Lanius minor (Изобильненский 
район, пос. Рыздвянный (45°15'38"N; 41°50'46"E) 16 мая 2015 г., расстояние 
50 м и с. Птичье (45°31'23"N; 41°42'55"E) 18 мая 2015 г.). 

Отмечено гнездование кольчатой горлицы вблизи гнёзд хищных птиц: 
– могильника Aquila heliaca (Шпаковский район, пос. Новый Бешпагир 

(44°56'28"N; 42°21'52"E) 17 июня 2012 г., расстояние между гнёздами 100 м);
– обыкновенной пустельги Falco tinnunculus (Арзгирский район, детский 

оздоровительный лагерь «Степнячок» (45°32'18"N; 44°21'68"E) 20 июня 
2015 г., расстояние 7 м; Курской район (44°03'19"N; 44°30'10"E) 2 июня 
2017 г., расстояние 40 м; Изобильненский район, окрестности пос. Солнеч-
нодольск (45°18'11"N; 41°30'31"E) 24 мая 2017 г., расстояние 20 м); 

– орлана-белохвоста Haliaeetus albicilla (Степновский район, Иргаклин-
ский заказник (44°19'29"N; 44°44'00"E) 12 июня 2019 г., расстояние 50 м), 
там же были отмечены 2 гнезда чернолобого сорокопута в 5 и 12 м. 

Наиболее раннее появление кольчатой горлицы на участках гнездования, 
отчетливые проявления токования отмечали с середины февраля – начала 
марта. Начало строительства гнезд происходило во 2–3-й декадах марта и 
начале апреля (16.03–4.04). 

В Ставропольском крае кольчатая горлица за сезон в большинстве случа-
ев делает 3 кладки, предполагается также возможность 4-й кладки в случае 
гибели предыдущей [5, 28]. За период наших наблюдений зарегистрированы 
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6 случаев 4-го цикла размножения, 2 из которых окончились неудачей, что 
связано с неблагоприятными погодными условиями (сильный ветер, дождь). 
Наши наблюдения подтверждаются литературными данными: появление 
первых кладок приходится на 1–2-ю декады апреля; также описаны 2 случая 
4-го цикла размножения, один из которых оказался неудачным [28].

Наиболее ранние кладки найдены: 15 марта 2018 г., 17 марта 2019 г., 
20 марта 2012 г. Из ранних гнезд в 21 случае отмечены кладки, в кото-
рых было одно (42,85%, n = 9) либо два яйца (57,15%, n = 12), в среднем – 
1,57±0,15, что согласуется с данными предыдущих исследований в регио-
не [5, 30]. Самые поздние кладки обнаружены 2 ноября 2019 г., 24 октября 
2016 г., 13 октября 2011 г., 9 октября 2016 г. В Центральном Предкавказье 
известны неудачные попытки зимнего гнездования вида [29]. 

Горлицы откладывают по яйцу в сутки, реже через сутки [22]. Кладка 
обычно состоит из двух яиц, реже из одного [3, наши данные]. Так, из про-
веренных нами 58 кладок в апреле, мае и июне, только в 11 гнёздах найдено 
по одному яйцу. Насиживание начинается с откладки первого яйца, о чём 
свидетельствует неодновременное вылупление птенцов. Второй птенец вы-
лупляется на сутки, реже – на двое позже первого [3, 22, наши данные]. Пол-
ный гнездовой цикл с момента откладки первого яйца до вылета птенцов из 
гнезда у горлицы составляет 36–41 (в среднем 38) день [28, наши данные].

По литературным данным [30], размеры яиц кольчатой горлицы в Ставро-
польском крае составляют 33,5×25,3 – 28,6×21,9 мм; в среднем – 30,9×24,1 мм 
(n = 12). Это согласуется с нашими промерами: 31,6×25,0 – 29,1×23,8 мм, в 
среднем – 30,5×24,6 мм (n = 25).

По наблюдениям за суточной активностью насиживающей самки 
(рис. 3), процесс инкубации занял 91,5–97,4% общего времени, прерываясь 
только на 52–74 минуты при продолжительности наблюдений более 14 ча-
сов в сутки и на 26 минут за 6 часов наблюдений (в диаграмме отражено как 
показатель «кладка без насиживания»). При этом в перерывах между наси-
живанием птица находилась преимущественно рядом с гнездом. Поведение 
самки зависело от погодных условий. Она чаще покидала гнездо в ясную 
и солнечную погоду, нежели в пасмурную и дождливую. Различные виды 
птиц часто пролетали над её гнездом или сидели рядом с ней (рис. 4). При 
этом горлица плотно насиживала кладку, не реагируя как на мелких птиц, 
так и на крупных хищников. Однако при появлении людей самки покидают 
гнездо [29]. В наших исследованиях отмечено, что реакция на наблюдате-
ля у насиживающей самки проявлялась при его приближении к гнезду на 
расстояние менее 3 м. При этом она незаметно покидала гнездо и спустя 
некоторое время также незаметно возвращалась. Самец всегда находился 
рядом с насиживающей самкой и охранял ее. Толерантность, проявляемая 
кольчатой горлицей к другим видам птиц, по-видимому, является поведен-
ческой адаптацией, обеспечивающей виду высокую степень успешности 
размножения.
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Рис. 3. Хронометраж суточной активности насиживающей самки  
(21–23.05.2017 г.; общая продолжительность наблюдений – 35 ч 12 мин)

[Fig. 3. Daily activity timing of incubating Streptopelia decaocto  
(21-23.05.2017; total duration of observations is 35 hours 12 minutes)] 

Рис. 4. Регистрация различных видов птиц и человека возле гнезда горлицы 
(21–23.05.2017 г.; общая продолжительность наблюдений – 35 ч 12 мин. Общее 

количество учтенных птиц – более 600, с учетом массовых групп и стай)
[Fig. 4. Log of various bird species and humans observed near the Streptopelia decaocto’s nest 

(21-23.05.2017; total duration of observations is 35 hours 12 minutes. 
Total recorded number of birds (including mass groups and flocks) is more than 600)]
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Постэмбриональная смертность кольчатой горлицы в среднем за пери-
од 2008–2019 гг. составила 13,5% (из 490 гнёзд погибли 66). Как правило, 
гибнут ранние и поздние кладки. В частности, отмечено разорение кладок 
в марте и апреле, когда деревья ещё не облиствены, и гнёзда хорошо замет-
ны. Так, в указанный период зафиксировано разорение гнёзд в 49 случаях 
кошками (в с. Иргаклы – 12 гнезд, в с. Птичье – 23, в хут. Среднем – 14); в 
15 случаях – серыми воронами (хут. Поперечный – 11 гнезд; пос. Чограй-
ский – 4 гнезда). По одному гнезду в г. Ставрополе и в пос. Бородыновке 
Минераловодского района разорены сойкой. В 2019 г. октябрь и ноябрь на 
Ставрополье отличались прохладной и дождливой погодой, и постэмбрио-
нальная смертность поздних кладок (октябрь–ноябрь) оказалась высокой – 
87,4%. Таким образом, успех размножения кольчатой горлицы зависит от 
сроков начала репродуктивного периода, характера погодных условий и 
влияния хищников (в основном, кошек и серых ворон).

Кочёвки и миграции. Известно, что у горлиц, несмотря на их осёдлость, 
имеется тенденция к разлётам молодняка – до 700 км от места, где они вы-
велись [31]. Осенью часть птиц образуют крупные скопления и, очевидно, 
совершают дальние кочёвки в восточном направлении. Кочёвки кольчатых 
горлиц описаны в литературе [32]: в первые годы появления в городах Вос-
точной Украины они вели осёдлый образ жизни, резкие сезонные колеба-
ния численности стали отмечаться только в зимы 1975/76, 1976/77 гг. Уже 
адаптировавшаяся часть популяции совершает нерегулярные откочёвки из 
охваченных сильными похолоданиями мест в более южные районы. Другая 
же часть живёт оседло, гибнет в морозные зимы, что свидетельствует об 
отсутствии адаптации к новым условиям. Не исключено, что эти особи – но-
вовселенцы, пополнившие местную популяцию из числа птиц, продолжаю-
щих широким фронтом своё расселение на восток. 

Наши исследования подтверждают подобные тенденции. Так, мы на-
блюдали 23 сентября 2009 г. около 350 кольчатых горлиц на проводах около 
с. Зимняя Ставка (44°55'N; 45°20'E); 5 октября 2011 г. стая из 170 горлиц сиде-
ла на проводах у с. Новоселицкого (44°45'N; 43°26'E); 12 октября 2016 г. около 
200 горлиц отмечено на проводах у с. Иргаклы (44°22'N; 44°45'E); 29 сен-
тября 2019 г. на участке от с. Новоселицкого до с. Величаевского отмечены 
скопления из 50–200 особей (870 птиц на 150 км). Все встречи указывали на 
то, что горлицы перемещались в восточном направлении в сторону Каспий-
ского моря.

Зимует данный вид, концентрируясь у элеваторов, зернотоков, вдоль до-
рог. Кормится часто на приусадебных хозяйствах с домашней птицей. Почти 
во всех районах Ставрополья имеются крупные элеваторы, зимой скопления 
птиц на них наблюдали в городах Изобильном, Светлограде, Новоалексан-
дровске, Ипатово, Благодарном, Зеленокумске и сёлах Арзгир, Левокумское, 
Сотниковское. В некоторые дни здесь скапливалось от 200 до 500 особей. 
Часть горлиц выбирает высокие и густые хвойные деревья – ели и туи, на 
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которых они ночуют скоплениями до 150 особей. Интересный факт удалось 
отметить в январе 2011 г. в г. Ставрополе: 5 кольчатых горлиц использовали 
для ночёвки крупные шары омелы белой (Víscum álbum L.).

Лимитирующие факторы. По нашим наблюдениям, одними из основ-
ных естественных врагов кольчатой горлицы на исследуемой территории 
являются домашние кошки, серая ворона, сойка, тетеревятник, перепелят-
ник, филин. Мы неоднократно наблюдали, как домашние кошки разоряют 
гнёзда горлиц с птенцами, особенно в частном секторе. Вблизи с. Киевка 
Апанасенковского района 23 июня 2015 г. найдена погибшая самка возле её 
гнезда с повреждениями головы, характерными для нападения тетеревятни-
ка. Аналогичный случай отмечен в лесополосе у хут. Поперечного Туркмен-
ского района 18 мая 2016 г. В лесополосе у с. Киевка охота тетеревятника 
на кольчатых горлиц зарегистрирована дважды в июне 2014 г. и трижды в 
июне 2015 г. Перепелятник, который охотится преимущественно на голубей, 
оказывает на кольчатых горлиц ещё большее влияние. Мы наблюдали, как 
12 мая 2016 г. на краю леса у р. Кума в 3 км от с. Величаевское Левокум-
ского района хищник сбил горлицу. Фрагменты костей и перьев кольчатой 
горлицы отмечены 23 июня 2018 г. в погадках филина, собранных в пос. Яс-
ный Туркменского района. В целом, усиление пресса тетеревятника и дру-
гих хищников оказывает негативное влияние на птиц в урбанизированных 
ландшафтах [33].

Значительное воздействие на кольчатых горлиц оказывают и погодно-кли-
матические факторы. В литературе есть сведения, что горлицы в условиях 
Восточного Казахстана нормально переносят морозы –30...–40 °С, а от частых 
ветров укрываются в хозяйственных постройках [34]. Однако на юге России 
зимой даже при –15 °С нами отмечены погибшие птицы (в Арзгирском, Со-
ветском, Нефтекумском и Туркменском районах Ставропольского края).

Также выявлено, что у кольчатых горлиц ранние и поздние кладки и птенцов 
часто сдувают сильные ветра как в сёлах, так и в лесополосах, особенно в вос-
точных и северо-восточных районах. В конце июня – начале июля 2019 г. мы 
отмечали гибель птенцов в период значительного повышения скорости ветра, 
понижения среднесуточной температуры и продолжительных осадков. 

Кроме того, как показывают наши наблюдения, большое число горлиц гиб-
нет от столкновения с движущимся автотранспортом: чаще это происходит 
в середине лета и осенью, когда начинается транспортировка зерна. Птицы 
в этот период концентрируются на обочинах дорог и попадают под колёса 
автомобилей или разбиваются о лобовое стекло. Всего в период 2008–2019 гг. 
отмечено 14 случаев гибели горлиц при столкновении с машинами. 

Заключение 

Таким образом, гнездовая численность кольчатой горлицы в Ставрополь-
ском крае обнаруживает существенную межгодовую изменчивость. Уста-
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новлено, что для края зарегистрирован почти 1,5-кратный рост гнездовой 
численности вида с 2006 по в 2019 г. – с 47 до 65 тыс. пар. Вид явно тяго-
теет к районам края с развитым животноводством. С ландшафтной точки 
зрения вид предпочитает степную провинцию, а также полупустынно-сухо-
степную; ниже плотность гнездового населения в лесостепи; самые низкие 
показатели характерны для предгорных районов. Основные местообитания 
вида – сельские населённые пункты, участки древесных насаждений в го-
родах, а также лесополосы в агроландшафтах. Птицы гнездятся преиму-
щественно на деревьях, установлены и случаи нетипичного расположения 
гнёзд. Кольчатая горлица делает 3–4 кладки за сезон, при этом часть из них 
могут быть повторными в случае неблагополучного гнездования. Постэм-
бриональная смертность составляет в среднем 13,5%. Отмечены массовые 
осенне-зимние кочёвки птиц, при этом величина стай достигала 500 особей. 
Установлены лимитирующие факторы для вида: гибель кладок и птенцов от 
хищников и непогоды, а также гибель взрослых птиц при аномально низких 
температурах зимой и на автодорогах.
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Lubov V. Malovichko, Tatiana K. Zheleznova, Anastasiia M. Zubalii, Anna V. Shvykova

Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy,  
Moscow, Russian Federation

Current status of the Streptopelia decaocto (Aves: Columbiformes)  
in Stavropol region

The Eurasian collared dove Streptopelia decaocto is a Palearctic species that 
demonstrates an example of intensive and rapid dispersal across Eurasia. At the same 
time, the expansion of the area is combined with its pulsation, and the reasons for this 
phenomenon are not completely clear. The Eurasian collared dove shows synanthropic 
tendencies and prefers to occupy residential habitats and agricultural landscapes when 
settling. Conservation status of the species according to the IUCN category system is 
LC: of least concern, but requiring further study and systematic monitoring. All of the 
abovementioned makes the study of the species very relevant. The aim of our research 
is to study the current state of the number, distribution and ecology of the Eurasian 
collared dove in Stavropol region. 

The studies were carried out in Stavropol region in 2008-2019 within geographical 
coordinates 43°43ꞌ-46°14ꞌN, 40°51ꞌ-45°43ꞌE in semi-desert, steppe and forest-steppe 
zones and foothills of the southern areas (See Fig. 1). We used methods of walking 
(over 500 km) and driving (42 000 km) route counts to estimate the population density, 
numbers of nesting birds, and their landscape distribution. This review also includes 
our results obtained during bird counts in Stavropol region in 2015-2018, as part of the 
program of the Atlas of breeding birds of Europe. In the course of this work, we examined 
39 50×50 km squares. We studied the nesting biology of the species on the basis on 
discovering of 1167 breeding pairs, surveys of 490 nests and detailed observations of 
58 nests. We conducted mapping of residential nests. Describing nesting structures, we 
noted the biotope, the species and height of the tree, the height of the nest location, the 
building material, the content of the nest, the presence and proximity of nests of other bird 
species, and we performed standard egg measurements. We determined if the breeding 
was successful by observations of nesting pairs in the period from the beginning of egg 
laying to the departure of chicks from nests. We studied the daily activity of the birds 
during the incubation period by visual observations for as long as 35+ hours.

The Eurasian collared dove Streptopelia decaocto appeared in Stavropol region in 
1973-1978 of the last century and has digested the entire area of the region as a result 
of intensive settlement. In general, we noted an increase in the nesting population of the 
species by almost one and a half times over a decade (47 thousand pairs in 2006 to 65 
thousand pairs in 2019). The highest nesting population density of the Eurasian collared 
dove was recorded for the North and North-East of Stavropol region where animal 
husbandry predominates (See Fig. 1 and 2; Table 1). From the landscape point of view, 
the species clearly prefers the steppe province (0.27 pairs/ha), as well as semi-desert-
dry-steppe (0.25); the density of its breeding population is lower in the forest-steppe 
(0.1); the lowest indicators are typical of foothill areas (0.05) (See Fig. 1; Table 1 and 
2). As we showed in our research in the species’ biotopic distribution, the main types of 
its habitat are rural settlements, forest belts (protective, roadside) and forest plantations 
(plantings of nonlinear configuration of different areas) in agricultural landscapes. The 
Eurasian collared dove prefers eastern spruce (Platycladus orientalis) (21.4%) and 
common spruce (Picea abies) (9.6%) for nesting; in total, 20 species of tree species 
were used. At the same time, we observed atypical cases of nest placement (7.7% of 
all examined nests) on various residential buildings, power poles and other technical 
structures (See Table 3). We found the earliest clutches in the second decade of March, 
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and the latest ones in late October and early November. The value of clutches amounted 
to an average of 1.57 eggs. The average size of the egg was 30.5 mm×24.6 mm (n=25). 
When observing the daily activity of the incubating females, we found that they spend 
97.4% of the time on the incubation process (See Fig. 3 and 4). The Eurasian collared 
dove can make three or four clutches per season, while some of them may be repeated 
in case of poor nesting. Post-embryonic mortality in our studies was averaged 13.5%, 
often due to nest destruction by predators (mainly cats and grey crows), as well as 
due to adverse weather conditions. The Eurasian collared dove belongs to sedentary 
species, but at the same time, we observed mass autumn-winter roamings of the birds 
with the size of flocks of up to 500 individuals. We found that the limiting factors for 
the species are loss of clutches and chicks from predators and bad weather, as well as 
death of adult birds on the roads and as a result of abnormally low temperatures during 
winter. The results of our study confirmed the steady territorial expansion and growth of 
the Eurasian collared dove population in Stavropol region, mainly, due to the processes 
of synanthropization and urbanization and assimilation into agricultural landscapes.

The paper contains 4 Figures, 3 Tables and 34 References. 
Key words: population dynamics; population density; biotopic distribution; nesting 

biology; environmental factors.
The Authors declare no conflict of interest.
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Сryptic species of Anopheles messeae sensu lato (Diptera: 
Culicidae), their identification, features and nomenclature

The paper describes the change in perspective in the composition of the A. messeae 
taxonomic unit. Initially, based on the disequilibrium of natural populations, the species 
was differentiated into A and B forms using chromosomal inversions as markers. 
The positive assortative mating, as well as the ecological features and geographical 
distribution of these forms, made it possible to give them the status of species in statu 
nascendi. Later, we additionally investigated the EcoRI restriction fragments of the 
genomic DNA and the ITS2 nucleotide sequences in the A and B A. messeae species. 
Unambiguous differences between the species in the former marker and semi-quantitative 
differences in the latter one, alongside with the absence of hybrids in the populations 
studied, led us to conclude that A. messeae s.l. is comprised of two homosequential 
cryptic species with parallel chromosomal polymorphisms. Unequivocal parallels 
between A. lewisi Ludlow, 1920 and A. messeae B in regards to their features, as well 
as the identity of A. daciae Linton et al., 2004 to A. messeae A in its ITS2 sequence, 
and to A. messeae Fall. in diagnostic chromosomal inversions, allowed us to consider 
A. lewisi Ludlow, 1920 and A. messeae B as two names of the same biological species, 
and A. messeae Fall., 1926, A. messeae A, and A. daciae Linton et al., 2004 as three 
names of the other one. Both are members of the palaearctic group of the Maculipennis 
complex under the names Anopheles (Ano.) lewisi Ludlow, 1920 and Anopheles (Ano.) 
messeae Falleroni, 1926, respectively.
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Introduction

Anopheles messeae Fall. belongs to the Palaearctic group of sibling species of 
the Maculipennis complex. Its range extends from the British Isles in the west to 
the Zeya-Bureya Plains in the east, and from the Arctic Circle to the Transcaucasia 
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and northern China [1, 2]. Its widespread occurrence creates conditions for a 
significant epidemiological threat. The study was motivated by the identification 
of two genetically and ecologically different cryptic species in A. messeae 
Fall. [3, 4], the isolation of a new species A. daciae [5] and the uncertainty of 
taxonomic relationships between A. messeae Fall. and the previously described 
A. lewisi [6]. Another incentive for this publication is the fact that a number of 
authors [7-13] adhere to an alternative point of view and study A. messeae as a 
single species even after the evidence on the complex nature of A. messeae s.l. 
taxon was obtained. We are sure that the complex composition of the A. messeae 
Fall. taxonomic unit and significant physiological differences between its cryptic 
species, which likely confer different vector abilities, call for its comprehensive 
analysis. The development of effective control measures depends on the accurate 
identification of vector species i.e. on whether the taxonomy appropriately reflects 
the biological reality. Precise species identification should help determine their 
potential roles in the transmission of pathogens, elucidate larval ecology and the 
behavior of adult insects, as well as assess their resistance to insecticides.

Materials and methods

This study is based on published research works [4, 14-26] and analysis of 
samples from Tomsk (08/18/1999) and Teguldet (07/08/2000), which is presented 
here for the first time. Preparation of chromosomes for analysis, cytogenetic 
investigation and calculations were carried out as described in these publications.

Results and discussion

The history of identification. Anopheles messeae was first described by 
Domenico Falleroni in 1926 [27], based on the egg coloring, in samples from 
central Italy. This feature varies slightly between and inside populations but differs 
drastically from that of other Palaearctic species of the Maculipennis complex. 
The Pontine Marshes located 40 km south-east of Rome are considered to be the 
typical locality for the species [28].

Cytogenetic analysis of polytene chromosomes is a technique, which 
revolutionized the field of mosquito sibling species analysis. Guido Frizzi in 
1947 [29] was the first to investigate the chromosomes of the salivary glands 
of Anopheles maculipennis s.l. larvae and construct polytene chromosome maps 
for A. maculipennis var. atroparvus van Thiel that have become a standard in the 
field. Kabanova and co-workers [30] initiated the studies of the West Siberian 
populations of A. messeae in the USSR. Following the principles laid by Frizzi 
[29] and Kitzmiller et al. [31], chromosomes are numbered 1 to 3, in the ascending 
order of length; long arms are marked with the letter R and short ones are denoted 
with the letter L. The polytenic complex of A. messeae is comprised of five 
elements, namely 1L, 2R, 2L, 3R and 3L (the right arm of the chromosome 1 is 
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not polytenized), and is divided into 39 sections, with each section being further 
divided into two to four segments. Kabanova et al. [32] identified five paracentric 
inversions in chromosomes within natural mosquito populations. The inverted 
disk sequences are labeled as 1L1, 1L2, 2R1, 3R1, and 3L1 [2, 32]. Stegnii et al. 
[14, 15] created more practical photomaps of polytene chromosomes (Fig. 1) and 
investigated the geographical distribution of inversions [33]. 

Fig. 1. Photomaps of polytene chromosomes of the salivary glands of 
Anopheles messeae s.l. larvae. Parentheses indicate chromosome regions 
involved in the inversions. From Stegnii et al. [14], with modifications

Polymorphisms in the sequences of all three chromosomes appeared to be 
widespread in the species natural populations. Alongside with the standard chro-
mosomal variants, heterozygous and homozygous combinations of sequences that 
differ in the order of disks were identified. Six chromosome 1 variants (sex chro-
mosome, heterozygotes: 1L/1L1, 1L/1L2, 1L1/1L2, and homozygotes: 1L/1L, 
1L1/1L1, 1L2/1L2) were described in females, while males have only three hemi-
zygous variants (1L/¬, 1L1/¬, 1L2/¬, where the symbol ‘¬’ denotes chromosome 
Y). Variants of polymorphic arms of chromosomes 2 and 3 (autosomes, three of 
each) were also described: 2R/2R, 2R/2R1, 2R1/2R1; 3R/3R, 3R/3R1, 3R1/3R1; 
3L/3L, 3L/3L1, 3L1/3L1 (Fig. 2).

Combinations of arm variants of different chromosomes in the processes of re-
combination and fertilization allow generating a large variety of karyotypes: 162 
karyotypes for females (6×3×3×3) and 81 for males (3×3×3×3) [18]. To shorten 
karyotype descriptions, we have adopted numeric symbols, first used by Novikov 
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and Shevchenko [4]: sequence variants of arm 1L are denoted by 1, 2, 3; stan-
dard and inverted sequence variants of arms 2R, 3R and 3L are denoted by 1 and 
2, respectively. Thus, we describe a female with the standard karyotype 1L/1L-
2R/2R-3R/3R-3L/3L as 11’11’11’11, a female heterozygous for four inversions 
12’12’12’12, and a male with the karyotype lL1/¬-2R/2R-3R1/3R1-3L/3L1 as 
2¬’11’22’12. We adopted the following numeric symbols for individual inver-
sions and combinations that do not include all the elements of the complex: .12.. 
for the 2R/2R1 heterozygote; ..22. for the 3R1/3R1 homozygote; .22’11. for the 
2R1/2R1-3R/3R combination. In the digital description of the karyotype, the dot 
indicates the degree of freedom. Therefore, dot can be preceded or followed by 
any variant of a polymorphic arm.

Fig. 2. Variants of polymorphic chromosome arms 1L, 2R, 3R and 3L. Arrows indicate 
the centromere areas. Numerical designation of variants is described in the text.

Analysis of mosquito populations using inversions as markers showed that neither 
the Hardy-Weinberg equilibrium nor equilibrium at the level of double-inversion com-
binations is typical of the central and western parts of the taxon range (Table 1).

In these areas, the karyotype pool appeared to be split into two associative 
groups of ‘co-adapted’ chromosomal variants, as it was proposed at the time (Fig. 
3) [17, 18, 21]. The composition of the groups was as follows: the first is 1L/1L1, 
1L1/1L1, 2R/2R, 3R1/3R1 and 3L/3L; the second is 1L/1L2, 1L2/1L2, 2R/2R1, 
2R1/2R1, 3R/3R, 3L/3L1 and 3L1/3L1.

Variants of each group of karyotypes occurred together significantly more of-
ten than it is expected with random combinations. The degree of linkage disequi-
librium (d) between different variants fluctuated significantly. As we subsequently 
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discovered, this fact and the fact that the 1L/1L and 3R/3R1 variants combined 
almost independently were statistically determined, namely by the degree of dif-
ference of cryptic species in the frequencies of the same inversions. Populations 
inhabiting the east of Krasnoyarsk, Altai region, and Kazakhstan with significant 
frequencies contained variants 1L/1L, 2R/2R and 3R/3R belonging to different 
associative groups, and most often were in equilibrium. At the next stage, we de-
tected positive assortative mating of individuals in a natural population from the 
middle of the A. messeae range (Table 2) [18].

Table  1
Observed (no) and expected (ne) numbers of variant combinations of the 2R 

and 3R chromosomal arms in the individual karyotypes in natural populations 
of Zelenodolsk (G, 55º51´ N, 48º31´ E; 07/08/1973), Kolarovo (K, 56º20´N; 

84º56´E; 08/11/1975), Tomsk (Beloe Ozero; W, 56º50´N; 84º96´E; 08/18/1999) 
and Teguldet (T, 57º18´N; 88º10´E; 07/07/2000); G and K; by: Novikov [18])

Populations Combinations of variants ∑.11'11. .11'12. .11'22. .12'11. .12'12. .12'22. .22'11. .22'12. .22'22.

G no 13 25 13 15 29 7 5 9 2 118
ne 14.8 24.6 10.2 16.1 26.7 11.1 4.4 7.2 3.0 118.1

K no 24 35 20 49 25 4 19 22 2 200
ne 30.8 31.0 7.8 42.8 43.1 10.9 14.9 15.0 3.8 200.1

Т no 9 24 55 1 2 5 92 144 66 398
ne 4.7 10.6 6.0 31.2 70.5 39.8 51.9 117.2 66.1 398.0

W no 52 362 784 28 27 12 23 21 1 1310
ne 64.0 416.4 677.2 8.2 53.1 86.3 0.3 1.7 2.8 1310.0

Note: dG = 0.0133; dK = 0.0311; dT = 0.0533; dW = 0.0273; p < 0.001 for populations K, T, W; 
p > 0.05 for G; where d is a measure of linkage disequilibrium.

Fig. 3. Interactions of chromosome variants in the A. messeae populations from the central 
part of the range. Positive and negative interactions are indicated by straight lines and arcs, 
respectively. Variants of the first and the second associative group are presented at the top 

and at the bottom, correspondingly (from Novikov and Kabanova [21], with modifications)
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The deviations of the observed frequencies of chromosome variant combina-
tions from the expected frequencies assuming random pairing (Table 1) are in full 
agreement with the deviations from the random pair formation in the population 
(Table 2). In the Kolarovo population, 20 out of 200 individuals had the .11’22. 
combination of variants, whereas if combined independently, the number of car-
riers of such combination would be 7.8. In the same population, out of 122 pairs, 
26 ♀.11 .. × ♂ ..22. pairings were registered, while only 12.2 were expected in the 
panmictic population. Further, among the same number of pairs, 25 ♀ ..22. × ♂ 
.11.. pairings were observed, while only 15.0 were expected.

Table  2
Observed (no) and expected (ne) numbers of combinations of the 2R and 3R variants 
in the Kolarovo population of Anopheles messeae during mating (by: Novikov [18])

♀♀ ♂♂
.11.. .12.. .22.. ..11. ..12. ..22.

.11.. no 44 7 4 10 19 26
ne 28.4 17.7 9.9 21.2 21.6 12.2

.12.. no 14 17 11 23 18 1
ne 21.7 12.7 7.6 16.2 16.5 9.3

.22.. no 5 13 7 14 11 2
ne 12.9 7.6 4.5 9.6 9.8 5.5

..11. no 13 16 12 23 16 2
ne 21.2 12.4 7.4 15.8 16.1 9.1

..12. no 25 19 8 19 23 10
ne 26.8 15.8 9.4 20.0 20.5 11.5

..22. no 25 2 2 5 9 15
ne 15.0 8.8 5.2 11.2 11.4 6.4

Note: 122 pairs were analysed, df in all 4 cases is 8 (p < 0.001).

The above data indicate the lack of homogeneity within the A. messeae Fall. 
taxonomic unit, a phenomenon clearly associated with the sexual behavior.

Features of the ‘forms’ identified within the A. messeae Fall. Inversion chro-
mosomal variants, which constitute the first and second associative groups, were 
found to be confined to different regions of the taxon range. Those in the first 
group demonstrated higher frequencies in the populations of the western part of 
the range, whereas those in the second associative group were encountered with 
high frequencies in Siberia, up to the Transbaikalia region, as well as in the Altai 
and in Kazakhstan. The widely spread 1L/1L, 2R/2R and 3R/3R1 variants did not 
comply with the predicted patterns. Despite some regularity in the distribution 
of chromosomal variants over the species range, there was no reason to isolate 
the ‘northern’ and ‘southern’ karyotypes proposed in many studies. For instance, 
the ‘northern’ heterozygotes 2R/2R1 and homozygotes 2R1/2R1 had increased 
frequencies not in the northern regions, but rather in humid floodplains of major 
rivers in the central part of the species range [3].

Analysis of the seasonal dynamics of associative groups of inversion chro-
mosomal variants showed that in the Tomsk suburbs (Kolarovo village), the 
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frequency of carriers of the first group increased early in the breeding season, 
dropped after 10 days and increased again by mid-August. Carriers of the second 
group of variants were found to have several peculiar features: during August, 
they disappeared from the territory of the settlement, being absent among winter-
ing females in the cattle barns, houses and other buildings, and also in the first 
fraction of overwintered females emerging in the cattle barns in late April. How-
ever, they made their appearance among overwintered females in early May. Such 
dynamics could only be explained by an assumption that mosquitoes within the 
second group of chromosomal variants overwinter in wild habitats. We managed 
to collect a small number of mosquitoes in abandoned bath-houses (‘banyas’) 
and cellars located outside houses in the settlement. All of them had variants of 
chromosomes of the second group in their karyotypes or belonged to A. beklemi-
shevi [20]. It became obvious that A. messeae Fall. taxon is deeply differentiated, 
which is manifested in the genetic, environmental, physiological and behavioral 
features. Based on these facts, we came to a conclusion of the existence of two 
‘forms’, or species A and B, in statu nascendi within A. messeae Fall. [3]. The 
relatively rapid increase in the proportion of the first species from 12% in 1974 
to 98% in 1994 and the respective decline of the second one from 88% to 2% in 
Tomsk region due to global warming was one of the striking pieces evidence in 
favor of their ecological differentiation [34].

Coluzzi et al. [35], while assessing the significance of disequilibrium in the 
populations of Anopheles gambiae and being able to estimate the degree of as-
sortative mating only using indirect data, confidently interpreted the situation as 
the initial stage of the speciation process. However, our findings on divergence 
and specification in A. messeae s.l., confirmed by molecular genetic studies, were 
hushed up for many years [7-13].

Molecular genetic analysis of the identified species was initiated in order to 
bring additional arguments in favor of the existence of the two species. With the aid 
of the diagnostic combinations of chromosomal variants, we selected individuals 
of both cryptic species from several geographically distant populations; in paral-
lel, using the same means of selection, pure ‘strains’ of species (isofemale broods) 
were assembled. Samples from these populations and isofemale broods were ana-
lyzed by taxonomic typing of restriction fragments of genomic DNA [4, 23].

Three patterns were observed in EcoRI taxonprints of the A. messeae 
individuals examined (Fig. 4):

1) major fraction (MJ) 170 bp (lanes 1, 2, 5, 6, 7, 11, 12, 14, 15);
2) MJ 110 bp and MJ 65 bp, minor (MN) 170 bp (lanes 3, 4, 8, 9);
3) MJ 170 bp, MN 110 bp and MN 65 bp (lanes 10, 13).
The repeats detected in taxonprints are likely to represent an integral part of a 

bigger, more complex monomeric unit [23]. The first and second patterns are typi-
cal of the A. messeae B and A. messeae A, respectively. The absence of intermedi-
ate patterns in the co-habitat zones for these cryptic species can be considered as 
the proof of their reproductive isolation and of their genuine species status. In the 
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Altai and Kazakhstan populations, 85% of individuals had pattern 1, character-
istic of A. messeae B, and 15% showed pattern 3, containing the major fraction 
typical of A. messeae B and two minor fractions were resembling repeats 110 bp 
and 65 bp of A. messeae A. The monomorphism in the 170 bp fraction and the 
population equilibrium revealed using chromosomal inversions as markers justi-
fied the classification of both groups of individuals as belonging to A. messeae B.

Fig. 4. Taxonprint of EcoRI DNA digests of Anopheles messeae individuals from natural 
populations: 1, ‘Cherga’; 10, 11, ‘Voevodskoe’ (Altai); 2, 12-15, ‘Pavlodar’ (Kazakhstan); 
3,‘Kireevsk’; 4, 5, ‘Chernilshchikovo’; 7-9, ‘Teguldet’ (Tomsk region); 6, ‘Yakutsk’. Ar-
rows indicate the positions of DNA size markers. From Shevchenko and Novikov [24]

Within both species, individuals with different combinations of inversion 
chromosome variants had identical electropherograms. On the other hand, a frac-
tion of individuals featuring identical karyotypes belonged to different species [4, 
23]. For example, females with a karyotype11’11’11’11 (1L/1L-2R/2R-3R/3R-
3L/3L) or males with a karyotype 1¬’11’22’11 (1L/¬-2R/2R-3R1/3R1-3L/3L) 
can equally belong to any of the two species. This finding indicates that isolation 
of ‘northern’ and/or ‘southern’ karyotypes is unsubstantiated. Consequently, the 
discrete differences of species A and B of the A. messeae Fall. taxon in repeated 
DNA sequences confirm their divergence at the genomic level but are not directly 
related to their inversion polymorphisms. Thus, even back in 2001, the taxonprint 
DNA analysis for the first time allowed to accurately identify the species for any 
A. messeae s.l. individual, regardless of its karyotype. This method strongly sug-
gests that A. messeae A and A. messeae B represent cryptic homosequentical spe-
cies characterized by parallel inversion polymorphisms but significantly different 
in the frequencies of inversion variants of chromosomes (Table 3).
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Table  3
Frequencies of inversion chromosome variants in cryptic

species A and B of the Anopheles messeae s.l. taxon

Variants 1L 1L1* 1L1† 1L2* 2R 2R1 3R 3R1 3L 3L1
A 0.6-0.9 0.4-0.1 - - 0.9-1.0 0.1-0,0 0.1-0.5 0.9-0.5 0.9-1.0 0.1-0.0
В 0.8-1.0 - 0.2-0,0 0.2-0,0 0.2-1.0 0.8-0.0 0.4-1.0 0.6-0.0 0.4-0.9 0.6-0.1

Note: Approximate frequencies for all geographically distant populations studied are given; 
1L1* and 1L2* are diagnostic sequences for A and B species, respectively; 1L1† is the se-
quence of A. messeae B often found in the Altai and Kazakhstan populations, which is syntypic 
to 1L1 A. messeae A.

In the European part of the Russian Federation, in the Urals and in Western 
Siberia, hetero- and homozygotes 1L/1L1 and 1L1/1L1 are considered diagnostic 
for the species A, especially in combination with the homozygote 3R1/3R1. In the 
Altai and Kazakhstan populations of A. messeae B, 1L1 sequence is very similar 
or identical in its structure to 1L1 of A. messeae A; however, it randomly com-
bined with all other sequences, including 1L2. In these populations, the frequency 
of 3R1/3R1 homozygotes is typically relatively low. The syntypical sequences 
(1L1* and 1L1†) of different species are likely to belong to isolated genotypic 
environments. Notably, the more pronounced polymorphy of A. messeae B, as 
compared to its sibling [4, 23], is in line with its larger range and wider ecological 
potential with respect to abiotic factors. It has been suggested that the Altai and 
Kazakhstan populations of the species on one side and Siberian populations on the 
other side are somewhat isolated [23].

In order to expand the panel of genomic markers that allow identifying in-
dividuals of the A and B species, restriction analysis of nucleotide sequences of 
the PCR products of their ITS2 was carried out [22]. Digestion of the PCR prod-
ucts with 14 restriction enzymes revealed differences between the two species 
at 15 recognition sites of the ITS2 sequence. The A and B species were found to 
have 33 and 28 such sites, respectively. Among these, 23 sites were common for 
both species; while ten sites in A and five ones in B were specific. These finding 
has improved our understanding of the degree of genomic divergence between the 
cryptic species of A. messeae A and A. messeae B.

Sequencing of the ITS2 of the two species revealed differences in five posi-
tions (Figure 5a). DNA samples studied originated from the same populations as 
the samples selected for taxonomic typing analysis of restriction fragments of 
genomic DNA (Tomsk region, Altai, Yakutia, Kazakhstan). Each of the twenty 
DNA samples used for sequencing of ITS2 PCR products was previously ana-
lyzed using EcoRI taxonprint to establish its species identity. ITS2 samples from 
Kazakhstan, Yakutsk and some of Tomsk populations corresponded to sequences 
of individuals identified as A. messeae B; the remaining Tomsk samples belonged 
to A. messeae A. The ITS2 PCR product was absent in the samples from the Altai 
region populations, apparently due to a mutation in one of the primer sites, which 
was affixed in all copies of ITS2 as a result of a concerted evolution process. In all 
five diagnostic positions of the ITS2 PCR products of A. messeae B individuals, 
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the nucleotide electropherograms of sequencing reactions were defined unequivo-
cally (a single peak detected in each position of all electropherograms) (Figure 5a, 
samples Ya-B, P-B, C-B).

Fig. 5. Differences of ITS2 sequences within Anopheles messeae s.l. taxоn: 
a – Fragments of electropherograms of the sequencing reactions for A and B 

A. messeae ITS2 sequence. Rectangles highlight the fragments used to establish differ-
ences between the two species. Results for A. messeae B: Ya-B (Yakutsk, MN481112), 

P-B (Pavlodar, MN481113), C-B (Chernilshchikovo, MN481111), and A. messeae 
A: K-A (Kireevsk, MN481110), С-А (Chernilshchikovo, MN481109) are shown in 
lanes 6, 2, 5 and 4, 3 of Figure 4, respectively; b – Summary of ITS2 sequence sub-

stitution described in A and B A. messeae, A. messeae s.s., and A. daciae

Consequently, almost all ITS2 copies in the A. messeae B genome are uniform. 
In contrast, in A. messeae A, in all ITS2 diagnostic positions, except the last one 
(i.e. 4 of 5), two peaks, major and minor, were revealed in each case (Fig. 5, a, 
samples C-A, K-A). The major peaks correspond to the nucleotides unique to 
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A. messeae A in these positions. This means that the major fraction of copies fea-
tures the ITS2 pattern typical of this species. The minor peaks correspond to the 
nucleotides that are located in these ITS2 positions in A. messeae B. This means 
that the minor fraction of the ITS2 copies of A. messeae A corresponds to the 
ITS2 pattern of A. messeae B [23]. In other words, in four out of five diagnostic 
positions, the differences between the species A and B are semi-quantitative [24]. 
This circumstance led some authors to doubt the validity of isolating two distinct 
sibling species within the A. messeae s.l. taxon [36]. Another group of researchers 
[5] found the differences in the ITS2 sufficient to isolate the new species A. daciae 
Linton et al., 2004 despite the semi-quantitative nature of these differences (Fig. 
5b). As an additional argument, the authors referred to the differences between the 
species in the color of the egg exochorion and the sequence of the mitochondrial 
marker COI. We made several attempts to find differences between the species in 
the color of exochorion on the single species strains, which were proven futile due 
to the interfamily and intrapopulation variability of this marker. The COI marker 
also proved impractical for the species identification [25, 37]. We believe that it 
is important to take the following into consideration: is it possible to describe 
any traits in individuals of any species; however, will it be possible to identify 
individuals of this species in subsequent studies by analyzing these traits? Thus, 
given the variability of the ITS2 sequence, it can be concluded that differences 
in its positions indicated above can only be considered as an additional evidence 
of the independence of the A and B A. messeae species. In addition to the genetic 
differences between the cryptic species A. messeae A and A. messeae B, as a result 
of observations and experiments carried out over many years, we have identified a 
deep differentiation between them in physiology, ecology and behavior (Table 4).

Table  4
Biological and ecological features of the cryptic species Anopheles messeae A and B

Species Anopheles messeae А Anopheles messeae В

Species range

From the British Isles and 
Atlantic coast of France 

to Krasnoyarsk; from 
Karelia to the Caucasus

From the British Isles and Atlan-
tic coast of France to the Zeya-
Bureya Plain; from the Arctic 

to Iran and northern China
Landscapes From southern taiga 

to forest-steppe From tundra to steppe

Connection with 
settlements

Very tight. Inhabits settle-
ments and farms

Inhabits both settlements 
and wild habitats

Propensity for 
exophilia Virtually absent Clearly manifested.

Wintering places
Cattle barns, residential build-
ings and other above-ground 

buildings in settlements

Natural shelters on/in the ground, 
in villages – analogues of natural 
shelters and abandoned buildings.

Response to glob-
al warming

Extends the range to 
the north and east See next position
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Species Anopheles messeae А Anopheles messeae В
Dynamics in the 
warming process

In regions of sympatry with 
B and A. beklemishevi, 
its frequency is rising

In regions of sympatry with 
A the frequencies of B and A. 

beklemishevi are declining

Potential 
epidemiological hazard

Hard to establish because 
of the widespread sympathy 
with B and/or A. atroparvus

High. Outbreaks of malaria are 
significant in the regions inhabited 

by species B only, or where its share 
is high as compared to species A

Aggressiveness Moderate High

Blood sucking
Female usually receives the 
full portion of blood from 
several shallow punctures

Female ordinarily makes 
one deep puncture and sucks 

the full portion of blood
Painfulness of bites High Moderate
Fecundity in culture 
(eggs per egg laying) 166.8 186.8

 n♂ / n♀ in 
overpopulated 
larvae cultures

0.6 0.4

Vitality in single 
species cultures Larvae – А > В; adults (females) – B > A

Duration of 
development A > B

Size of females 
grown up under the 

same conditions
А > В

Larvae 
competitiveness in 

mixed cultures
A. messeae А > A. beklemishevi > A. messeae B

Species nomenclature. Let us consider the situation with the nomenclature 
of the cryptic species of the A. messeae s.l. taxon. Given the major peaks in the 
ITS2 diagnostic positions of A. messeae A and the differences in alignments per-
formed by Novikov et al. [22] and Nicolescu et al. [5], it is easy to verify that the 
sequences ITS2 A. messeae A (AATAC) and A. daciae are identical. The second 
marker haplotype (TTCGG) was attributed by Nicolescu et al. [5] to the second 
cryptic species, named A. messeae s.s. Let us analyze this confusing situation.

Comparison of the ITS2 sequences which we carried out for A. messeae A 
and A. messeae B with samples of A. messeae from the UK (AF452699, Italy 
(Z50105), AF452700), Greece (AF342711, AF342712), Iran (AY050639), China 
(AF305556), published in the DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/), showed that the 
ITS2 sample, defined as aligning to species A, is most similar to the sample from 
Italy [22]. All other ITS2 samples were similar to the ITS2 of A. messeae B. Di 
Luca et al. [37] found that the two ITS2 haplotypes absent in the Balkan Peninsula 
and in Kazakhstan are frequent in Italian populations of A. messeae. Furthermore, 
structural chromosomal identity of A. messeae A (and therefore A. daciae) and 
A. messeae Fall., 1926 argues for their conspecificity. Cryptic species A. messeae 
A is characterized by chromosomal sequences 1L, 1L1, 2R, 3R1 and 3L. More-
over, everywhere except Kazakhstan and the Altai, where in the A. messeae B 

Table  4  (end)
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populations an inversion formally similar to 1L1 of A. messeae A is present, the 
combination of 1L1 and 3R1, the frequencies of which are highest in the west of 
its range, is the diagnostic combination. The 3R1 sequence of A. messeae Fall. is 
inverted with respect to the disk order in the 3R chromosomal arm of A. atropar-
vus. Frizzi [29], having studied a sample of larvae from the Pavia province (north 
of Italy), described the polytene chromosomes of A. messeae, as compared to 
A. atroparvus van Thiel in the following way: ‘… messeae has a small inversion 
in the X-chromosome and a large inversion in the right arm of chromosome III’. 
Frizzi [38, 39] also described polymorphisms of these arms. Similarly, Stegnii 
[7] also described, the variants of chromosome arms 1L and 3R which are typical 
of western populations of A. messeae Fall., as compared to A. atroparvus. Thus, 
on the one hand, A. messeae A is identical to A. messeae Fall., 1926 based on the 
structure of chromosomes, while on the other hand, A. messeae A is identical to 
A. daciae Linton et al., 2004 based on the ITS2 nucleotide sequence. Therefore, 
A. messeae Fall., 1926 and A. daciae Linton et al., 2004 are identical in both 
chromosome structure and nucleotide sequence in the ITS2. In other words, we 
are dealing with three different names of a single biological species. In agreement 
with the results of Sharakhova et al. [40], chromosomal variants of A. daciae 
are identical to those of A. messeae A. Therefore, the authors of the above study, 
similar to Nicolescu et al., 2004, name the second cryptic species A. messeae 
s.s., recognizing its identity to the A. messeae B. In this case, there is no place 
for A. messeae s.s. in the A. messeae s.l. taxon, because the name A. lewisi (syn. 
selengensis) Ludlow, 1920 takes precedence over A. messeae Fall., 1926 [2, 41]. 
We note that Aitken knew the distribution of A. messeae Fall. but refrained from 
recognizing its synonymy with A. lewisi until more detailed information about the 
species became available [41].

Cryptic species of A. messeae s.l., whilst showing some variation of their fea-
tures, do not differ morphologically at all stages of development. A Diptera expert 
A.V. Danilov did not find any differences between the larvae A and B species at 
the 4th instar we passed to him in 1986 (personal communication). Similar to Ait-
ken [41], he did not find differences between the imago of A. messeae Fall. and 
A. lewisi Ludlow [2]. Analysis of over 500 individuals from a number of malaria 
mosquito populations of the Transbaikalia region [20] showed that, the geograph-
ical area of typical locality for A. lewisi (near the city of Ulan-Ude), is only in-
habited by the cryptic species A. messeae B. Its presence in the extreme northeast 
region of the taxon range (Yakutsk) was confirmed by taxonprint analysis [4]. It 
is important to note the correspondence of the cytogenetic structure of the Yakut 
and Transbaikalia populations of A. messeae B. These facts and arguments allow 
us to consider the names A. lewisi and A. messeae B as belonging to a biological 
species other than A. messeae Fall. and to return A. lewisi from the nomen oblitum 
status [42] to the status of a valid (an existing) taxon. Thus, the Anopheles mes-
seae s.l. taxon includes two homosequentical cryptic species, namely Anopheles 
(Ano.) lewisi, Ludlow, 1920 and Anopheles (Ano.) messeae Falleroni, 1926.
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Conclusions

In this study, we state that Anopheles messeae s.l. taxon includes two homo-
sequentical cryptic species with parallel chromosomal polymorphisms. In our re-
search, we termed the cryptic species A. messeae A and A. messeae B. However, 
other names, particularly A. lewisi Ludlow, 1920; A. messeae s.s. Fall., 1926 and 
A. daciae Linton et al., 2004 are also known to refer to the species. Considering 
data on chromosomal polymorphisms in paracentric inversions, ecology diver-
gence, geographic distribution and molecular markers, we concluded that A. mes-
seae s.s. Fall., 1926, A. messeae A and A. daciae Linton et al., 2004 are synonyms 
for one of the cryptic species, while A. lewisi Ludlow, 1920 and A. messeae B are 
synonyms for the other one. It means that despite the current trend it is not cor-
rect to name the cryptic species A. messeae Fall., 1926 and A. daciae Linton et 
al., 2004, because in fact they are the same biological species. Thus, we propose 
to term the two homosequentical cryptic species as Anopheles (Ano.) lewisi, Lud-
low, 1920 and Anopheles (Ano.) messeae Falleroni, 1926.
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А.А. Михайлова1, В.В. Белалов1, Ю.О. Дягилева1, В.Б. Павленко1

Крымский федеральный университет им. В.И. Вернадского, г. Симферополь, Россия

Особенности изменений тета-ритма ЭЭГ  
при восприятии речи у детей-сирот раннего возраста

Исследование выполнено в рамках поддержанного федеральным государственным 
автономным образовательным учреждением высшего образования «Крымский 

федеральный университет имени В.И. Вернадского» гранта № ВГ12/2018.

Исследованы особенности реакций электроэнцефалограммы (ЭЭГ) в 
индивидуально определенном диапазоне тета-ритма при восприятии речи у детей, 
воспитывающихся в разных социальных условиях: 54 ребенка, проживающих в 
детском доме, и 53 – в биологических семьях. ЭЭГ регистрировали в 12 отведениях 
в состоянии относительного покоя (фоновая запись) и при прослушивании 
естественного и реверсированного речевых сигналов. Обнаружено, что при 
восприятии естественной речи статистически значимые реакции у детей, 
воспитывающихся в семьях, представлены как ростом (в 4 отведениях), так 
и падением (в 4 отведениях) мощности тета-ритма. У детей-сирот данная 
экспериментальная ситуация вызывала увеличение мощности лишь в височном 
отведении правого полушария (T6). При прослушивании реверсированного 
сигнала выявлена большая выраженность увеличения мощности тета-ритма 
по сравнению с ситуацией восприятия естественного речевого сигнала у детей 
обеих групп. В ответ на такой сигнал увеличение мощности тета-ритма 
обнаружено у детей, воспитывающихся в семьях, в 8 отведениях, а у детей-
сирот – в 4. Выявлены отличия в степени выраженности и направленности 
реакций исследуемого ритма ЭЭГ при восприятии речевых сигналов у детей, 
воспитывающихся в разных социальных условиях. Выдвинуто предположение, что 
меньшая реактивность тета-ритма у детей-сирот указывает на сниженные 
способности к вовлечению когнитивных ресурсов в процесс восприятия речи, что 
обусловлено отсутствием достаточного объема социальных взаимодействий со 
«значимыми взрослыми».

Ключевые слова: восприятие речи; ЭЭГ; тета-ритм; естественная речь; 
реверсированная речь; Дом ребёнка.

Введение

В настоящее время в Российской Федерации, несмотря на ежегодное сни-
жение, остается высоким число детей-сирот, проживающих в детских домах. 
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Известно, что у детей-сирот могут наблюдаться отклонения в социально-
эмоциональном и когнитивном развитии [1–3]. Причинами таких нарушений 
чаще всего считают материнскую депривацию, отсутствие «значимого взрос-
лого», ранние стрессы, обедненную сенсорную среду и специфику воспи-
тания в группах в специализированных учреждениях [4–6]. Перечисленные 
негативные факторы при воздействии в ранние критические и сенситивные 
периоды постнатального созревания мозга повышают риск возникновения 
нервно-психических расстройств и задержек в развитии, которые могут со-
храняться и в более старшем возрасте [7]. Установлено, что пребывание де-
тей-сирот в детском доме в первые годы жизни, несмотря на последующее 
воспитание в благополучных приемных семьях, приводит к изменениям в 
структуре и функционировании мозга во взрослом возрасте [8, 9].

Первые годы жизни являются критическим периодом для развития ког-
нитивных функций, в частности, освоения речи [10]. Процесс осознания 
смысла целостного речевого сообщения является ключевым элементом ре-
чевой деятельности ребенка [11]. При этом способность к пониманию пред-
ложений проходит в онтогенезе ряд ключевых этапов. Считают [12], что для 
обучения восприятию фонем родного языка критическим является первый 
год жизни ребенка, тогда как обучение восприятию предложения (освоение 
синтаксиса) происходит в возрастном периоде от 18 до 36 месяцев. Бурное 
развитие словарного запаса начинается в 18-месячном возрасте. Благодаря 
этому в возрасте двух лет дети уже воспринимают целостный смысл про-
стых высказываний. Предложения несут как синтаксическую (роль слов в 
предложении и их порядок), так и семантическую (смысловую) составляю-
щую. Для восприятия и осознания смысла предложения необходима одно-
временная обработка речевого сигнала как на уровне фонем, так и на уровне 
отдельных слов, а также уточнение значения этих слов в их взаимодействии 
и в соответствии с занимаемым местом в предложении [13]. В данном про-
цессе участвуют обширные регионы коры, включая ассоциативные, мотор-
ные и сенсомоторные области обоих полушарий [14]. Ранее нами [15] и дру-
гими исследователями [1, 16] с применением различных тестовых методик 
выявлены задержки в развитии речи у детей-сирот. Можно предположить, 
что воздействие ранней психосоциальной депривации в условиях воспита-
ния в специализированных учреждениях нарушает типичное созревание об-
ластей мозга, связанных с речевыми функциями.

Объективными методами оценки уровня восприятия речи у детей в ран-
нем возрасте являются как тестовые методики, так и анализ ритмов осцилля-
торной активности мозга, регистрируемой в виде магнито- и электроэнцефа-
лограмм (ЭЭГ) [17–20], а также компонентов вызванных ЭЭГ-потенциалов 
[21–23]. Анализ особенностей вызванных потенциалов в ответ на предъяв-
ление сочетаний слогов у детей весьма информативен, так как обеспечива-
ет раннюю диагностику речевого развития и позволяет предсказать успеш-
ность будущего освоения речи ребенком [12, 24]. Однако для регистрации 
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таких потенциалов путем усреднения отрезков ЭЭГ требуется многократное 
предъявление одних и тех же по возможности кратких стимулов. В связи с 
этим при изучении восприятия речевых сообщений, состоящих из отдель-
ных слов или предложений, более информативным является анализ теку-
щей ЭЭГ [18–20, 25, 26]. Согласно C. Krause, предъявление естественной 
(нативной) речи и записи речи в реверсном режиме (речеподобный сигнал, 
лишенный семантики языка) позволяет оценить особенности реакций ЭЭГ 
в ответ на смысловые сообщения [27]. Ранее нами анализировались особен-
ности электрической активности мозга при восприятии естественной и ре-
версированной речи у детей раннего возраста [15]. В данной работе было 
показано, что восприятие естественной речи сопровождается десинхрониза-
цией альфа-, и синхронизацией тета-, бета- и гамма-ритмов, а прослушива-
ние обратной речи вызывает у участников исследования преимущественно 
десинхронизацию всех ритмов ЭЭГ. При этом у детей, воспитывающихся в 
детском доме, количество отведений со значимым увеличением гамма-рит-
ма при прослушивании естественной речи, относительно ситуации восприя-
тия реверсированного речевого сигнала, было существенно меньше по срав-
нению с детьми, воспитывающимися в семьях. Однако нами не учитывались 
индивидуальные частотные диапазоны ритмов ЭЭГ, которые, согласно со-
временным данным, могут отличаться у каждого ребенка в зависимости от 
возраста и индивидуальных особенностей развития ЦНС (см. обзор [28]). 
С учетом этого в недавней работе нами анализировались особенности ре-
акций ЭЭГ в индивидуально определенном частотном диапазоне мю-ритма 
при восприятии прямой и реверсированной речи у детей-сирот раннего воз-
раста [29]. Однако нейрофизиологические процессы, принимающие участие 
в восприятии речи, могут отражаться в изменениях мощности ЭЭГ в инди-
видуальном частотном диапазоне не только сенсомоторного, но и тета-рит-
ма. Синхронизацию данного ритма преимущественно над ассоциативными 
областями коры (теменными, височными и фронтальными) связывают как 
с эмоциональными состояниями, так и с когнитивной нагрузкой. Е.В. Оре-
хова и соавт. выявили, что у младенцев и дошкольников спектральная мощ-
ность тета-ритма ЭЭГ увеличивается в ситуации восприятия ребенком речи 
взрослого в затылочных, теменных и височных отведениях, а также при ис-
следовании детьми игрушек преимущественно над задней височной корой 
[26]. Другими авторами при исследовании особенностей тета-ритма у де-
тей четырех лет выявлена большая мощность ЭЭГ в частотном диапазоне 
3–6 Гц над фронтомедиальной областью неокортекса во время выполнения 
различных когнитивных задач. При этом повышение мощности тета-ритма 
наблюдалось в лобно-височных отведениях левого полушария во время вы-
полнения речевой задачи (называние цвета) по сравнению с двигательной 
задачей (имитация движения) [30]. 

Исходя из вышеизложенного, можно предположить, что условия психо-
социальной депривации, в которых находятся дети-сироты, могут оказывать 
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влияние на формирование и функционирование нейрофизиологических ме-
ханизмов восприятия речи. В свою очередь, это может отражаться в измене-
ниях мощности ЭЭГ при восприятии речевого сообщения в индивидуально 
определенном частотном диапазоне тета-ритма.

Цель данного исследования – анализ реактивности мощности ЭЭГ в 
индивидуальном частотном диапазоне тета-ритма при восприятии есте-
ственной и реверсированной речи у детей-сирот раннего возраста, воспиты-
вающихся в детском доме, по сравнению с их сверстниками, воспитываю-
щимися в своих биологических семьях.

Материалы и методики исследования

Всего в исследовании приняли участие 107 детей в возрасте от 24 до 
42 месяцев. Основная группа включала 54 ребенка (19 девочек и 35 мальчи-
ков), которые воспитывались в Доме ребенка г. Симферополя (группа ДР). 
Контрольную группу составили 53 ребенка (21 девочка и 32 мальчика), ко-
торые воспитывались в родных биологических семьях (группа БС). Средний 
возраст в обеих группах составил 33,5 ± 0,5 месяца в группе ДР и 31,9 ± 0,7 – в 
группе БС (здесь и далее приводятся средние значения и стандартная ошиб-
ка среднего (M±mM)). Статистически значимые различия по этому показате-
лю отсутствовали (p > 0,05). Использованы следующие критерии включения 
детей в группы: масса тела при рождении не менее 2,5 кг, отсутствие гене-
тических заболеваний, заболеваний ЦНС, зарегистрированного фетального 
алкогольного синдрома, а также очевидное преобладание правой руки при 
манипуляциях с предметами и при рисовании.

Проведение исследований одобрено этическим комитетом Крымского фе-
дерального университета (КФУ) им. В.И. Вернадского. Исследование детей-
сирот проводили на основании официального разрешения руководителя Дома 
ребенка и в присутствии психолога данного учреждения. Родители детей из 
группы БС дали письменное согласие на участие ребенка в экспериментах.

ЭЭГ регистрировали с использованием электроэнцефалографа «TREDEX» 
(г. Харьков) во фронтальных (F3, F4, F7, F8), центральных (С3, С4), ви-
сочных (T3, T4, T5, T6) и теменных (P3, P4) отведениях. В качестве рефе-
рентного использовался виртуальный электрод, сигнал которого был равен 
усредненному по всем отведениям потенциалу. Запись проводилась в трех 
экспериментальных ситуациях: 

1) в спокойном состоянии при открытых глазах (фоновая ЭЭГ, продол-
жительность записи 20–30 с); 

2) при прослушивании естественной речи (стихотворение, персонажа-
ми которого являлись животные, продолжительность 20 с, женский голос); 

3) при прослушивании записи той же речи, реверсированной с помо-
щью компьютерной программы «Wave Editor» (реверсированная речь).

Чередование второй и третьей ситуаций определялось случайным образом.

Особенности изменений тета-ритма ЭЭГ
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Одновременно с записью ЭЭГ велась аудио- и видеорегистрация. Участ-
ки записей ЭЭГ, содержащие артефакты с амплитудой более 250 мкВ и по-
мехи, связанные с активацией ЭМГ мышц лба, а также сопровождающиеся 
многочисленными движениями глаз (заметными на видеозаписи), исключа-
лись из обработки. Безартефактные отрезки ЭЭГ разбивались на эпохи дли-
тельностью по 5 с. 

Верхнюю границу тета-ритма выявляли индивидуально для каждого ре-
бенка в тесте «Восприятие и повторение действия» [31] (в данной статье 
результаты этого теста не анализировались). При наблюдении и выполнении 
ребенком действий частотный диапазон, в котором наблюдалось снижение 
амплитуды в отведении С3, принимался за индивидуальный диапазон мю-
ритма (подробнее см.: [29]), а значение частоты, ниже которой наблюдалось 
повышение амплитуды в данном отведении, – за верхнюю границу тета-рит-
ма. Такой способ позволил выявить индивидуальные частотные диапазоны 
мю- и тета-ритмов ЭЭГ. В качестве нижней границы частотного диапазо-
на тета-ритма на основании ЭЭГ-исследования детей младше семи лет [26] 
принималось значение 3,8 Гц. Для частотной полосы тета-ритма рассчиты-
валась средняя спектральная плотность мощности (СПМ), которая подвер-
галась логарифмированию для нормализации распределения (lg мкВ2/Гц). 

Для сравнения реактивности мощности ЭЭГ в диапазоне тета-ритма у де-
тей обеих групп рассчитывали индекс реактивности (ИР) в каждом из иссле-
дуемых отведений по формулам: ИР = 100% × [lgCПМ(речь) ‒ lgCПМ(фон)] / 
lgCПМ(фон), где lgCПМ(речь) – логарифм средней мощности тета-ритма ЭЭГ 
при восприятии естественной или реверсированной речи, lgCПМ(фон) – лога-
рифм средней мощности тета-ритма ЭЭГ, записанной в ситуации относительно-
го покоя. Положительные значения ИР свидетельствовали об увеличении СПМ 
тета-ритма ЭЭГ по сравнению с фоном, а отрицательные – о снижении.

Особенности СПМ тета-ритма ЭЭГ при прослушивании естественной 
или реверсированной речи по сравнению с фоном у детей обеих групп выяв-
ляли с использованием дисперсионного анализа с повторными измерениями 
с учетом внутригрупповых факторов СТИМУЛ (2 уровня: естественная речь 
и фон, реверсированная речь и фон) и ОТВЕДЕНИЕ (12 отведений), а также 
учитывалось влияние межгруппового фактора ПОЛ (2 уровня). Межгруппо-
вые различия в ИР анализировались с учетом влияния межгрупповых фак-
торов СЕМЬЯ / ДЕТДОМ (2 уровня: дети БС и ДР) и ПОЛ, а также внутри-
группового фактора ОТВЕДЕНИЕ. Для расчета статистической значимости 
изменений тета-ритма в каждом отведении использовался метод априорных 
контрастов. Затем проводилась коррекция на множественные сравнения с 
использованием поправки Бонферрони на количество отведений ЭЭГ. 

Работа выполнена на оборудовании ЦКП научным оборудованием «Экс-
периментальная физиология и биофизика» (Крымский федеральный уни-
верситет им. В.И. Вернадского, г. Симферополь, Россия). Остальные осо-
бенности методики описаны ранее [29]. 
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Результаты исследования 

Особенности частоты тета-ритма ЭЭГ. Установлено, что средние зна-
чения верхней границы тета-ритма ЭЭГ у детей группы БС составили 6,4 ± 
0,1 Гц, а у детей ДР – 6,3 ± 0,1 Гц. Данный показатель не отличался статисти-
чески значимо (р = 0,62) у детей исследуемых групп. Для всей совокупно-
сти испытуемых минимальные и максимальные показатели частоты верхней 
границы тета-ритма составили 5,0 и 7,6 Гц соответственно.

Изменение тета-ритма ЭЭГ при прослушивании естественной и 
реверсированной речи. Дисперсионный анализ позволил выявить характер-
ные изменения мощности тета-ритма ЭЭГ при прослушивании естествен-
ной и реверсированной речи по сравнению с фоновой записью у детей БС 
и ДР (табл. 1). Из таблицы видно, что у детей обеих групп на реакции в 
диапазоне тета-ритма при восприятии естественной речи статистически зна-
чимо влияли факторы ОТВЕДЕНИЕ (р < 0,001)  и взаимодействие факторов 
ОТВЕДЕНИЕ × СТИМУЛ (р < 0,001). Фактор СТИМУЛ оказывал статисти-
чески значимый (р = 0,02) эффект лишь для группы ДР. При восприятии ре-
версированной речи влияние указанного фактора достигало статистической 
значимости (p < 0,001) для изменений мощности тета-ритма у детей обеих 
групп. 

Таблица 1 [Table  1] 
Результаты дисперсионного анализа мощности тета-ритма ЭЭГ 

при прослушивании естественной и реверсированной речи 
у детей из биологических семей и Дома ребёнка

[ANOVA results for the EEG theta rhythm powers in children reared in biological 
families and the orphanage, when listening to normal and reversed speech]

Сравниваемые 
ситуации
[Compared 
conditions]

CТИМУЛ 
[STIMULUS]

ОТВЕДЕНИЕ
 [LOCUS]

CТИМУЛ × ОТВЕДЕНИЕ 
[STIMULUS × LOCUS]

Дети из биологических семей [Family-reared children]

F1.51 p F11.561 p F11.561 p
ЕР и фон

[NS vs baseline] 0,10 0,750 19,66 < 0,001 19,69 < 0,001
РР и фон

[RS vs baseline] 65,17 < 0,001 24,60 < 0,001 11,80 < 0,001
Дети из Дома ребёнка [Institution-reared children]

F1, 52 p F11, 572 p F11, 572 p
ЕР и фон

[NS vs baseline] 5,79 0,020 46,79 < 0,001 9,50 < 0,001
РР и фон

[RS vs baseline] 26,59 < 0,001 66,20 < 0,001 3,30 < 0,001
Примечание. Ситуации: фон – исходная запись; ЕР – естественная речь; РР – реверсиро-
ванная речь; ОТВЕДЕНИЕ – 12 отведений ЭЭГ.
[Note. Conditions: baseline - Baseline record; NS - Normal speech; RS - Reversed speech; LOCUS - 12 
EEG sites].

Для оценки статистической значимости изменений мощности тета-ритма 
при действии речевых стимулов по сравнению с ее значениями в условиях 
покоя в каждом из 12 отведений ЭЭГ рассчитывались априорные контра-

Особенности изменений тета-ритма ЭЭГ



92

сты на основе F-статистики (рис. 1). Мощность тета-ритма у детей группы БС в 
ответ на естественную речь изменялась разнонаправленно – росла в четырех и 
падала также в четырех отведениях левого и правого полушарий. Предъявление 
реверсированной речи приводило к статистически значимому росту тета-актив-
ности в восьми отведениях обоих полушарий. У детей ДР изменения тета-ритма 
менее выражены. Предъявление естественной речи приводило к статистически 
значимому изменению данного ритма в виде прироста СПМ лишь в задневисоч-
ном отведении правого полушария. Восприятие реверсированной речи сопрово-
ждалось ростом мощности тета-ритма в четырех отведениях обоих полушарий. 
Статистически значимых эффектов фактора ПОЛ не выявлено.

Рис. 1. Мощность ЭЭГ (Р, lg мкВ2/Гц; M±mM) в диапазонах тета-ритма  
у детей из биологических семей (А) и детей-сирот, воспитывающихся  

в детском доме (B), в ситуациях относительного покоя (фон) и при восприятии  
речевых стимулов. Цифрами указаны экспериментальные ситуации, 

в которых происходила регистрация ЭЭГ: 1 – фон, 2 – восприятие естественной 
речи, 3 – восприятие реверсированной речи (белые, серые и черные столбцы

соответственно). Звездочками отмечены случаи статистически значимых различий 
по сравнению с фоном, выявленные методом априорных контрастов (*р < 0,05; **р < 0,01)

[Fig. 1. Theta rhythm powers (P, lg μV2/Hz; M±mM) in family-reared (А) and institution-reared 
(B) children under conditions of a wakeful rest (baseline) and when attending to speech stimuli. 
Numbers indicate certain experimental conditions: 1 - Baseline, 2 - Attending to normal speech, 

3 - Attending to reversed speech (white, gray and black columns, respectively). Significant differences 
(assessed by a priori contrasts) relative to baseline are marked by asterisks (*р < 0.05; **р < 0.01)]

Особенности ИР тета-ритма ЭЭГ у детей-сирот по сравнению с 
детьми из семей. Для выявления различий в изменениях СПМ тета-ритма 
ЭЭГ при восприятии естественной и реверсированной речи по отношению 
к фоновой активности у детей из БС, по сравнению с детьми из ДР, прово-
дился анализ показателей ИР (табл. 2). На ИР тета-ритма статистически зна-
чимо влияли фактор ОТВЕДЕНИЕ (р < 0,001) и взаимодействие факторов 
ОТВЕДЕНИЕ × СЕМЬЯ / ДЕТДОМ (р < 0,001). 
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Таблица 2 [Table  2]
Результаты дисперсионного анализа индексов реактивности тета-ритма ЭЭГ 

при восприятии естественной и реверсированной речи у детей 
из биологических семей и Дома ребёнка в зависимости от отведения

[ANOVA results for the EEG theta rhythm reactivity indices in children reared in biological 
families and the orphanage, when listening to normal and reversed speech, depending on EEG loci]

СЕМЬЯ / ДЕТДОМ 
[FAMILY / ORPHANAGE]

ОТВЕДЕНИЕ
 [LOCUS]

СЕМЬЯ / ДЕТДОМ × 
ОТВЕДЕНИЕ

[FAMILY / ORPHANAGE × LOCUS]
При восприятии естественной речи [Attending to normal speech]

F1, 105 p F11, 1155 p F11, 1155 p
3,436 0,066 12,716 < 0,001 17,903 < 0,001

При восприятии реверсированной речи [Attending to reversed speech]
F1, 105 p F11, 1155 p F11, 1155 p

0,0001 0,990 7,804 < 0,001 7,388 < 0,001
Примечание. СЕМЬЯ/ДЕТДОМ ‒ принадлежность детей к группам БС или ДР, ОТВЕДЕ-
НИЕ ‒ 12 отведений ЭЭГ.
[Note. FAMILY/ORPHANAGE - Groups of children: family-reared vs institution-reared; LOCUS - 12 
EEG sites].

Рис. 2. Индексы реактивности (ИР; M±mM) ритмов ЭЭГ в частотном диапазоне те-
та-ритма при восприятии естественной (1, 2) и реверсированной (3, 4) речи у де-
тей из биологических семей (белые столбцы) и Дома ребенка (темные столбцы). 
Звездочками отмечены случаи статистически значимых межгрупповых различий, 

выявленные методом априорных контрастов (*р < 0,05; **р < 0,01)
[Fig. 2. EEG theta rhythm power reactivity indices (RI; M±mM) when attending to the normal 

(1, 2) and reversed (3, 4) speech stimuli in children reared in biological families (white 
columns) and in the orphanage institution (dark columns). Significant inter-group differences 

assessed by a priori contrasts are marked with asterisks (*р < 0.05; **р < 0.01)]

Особенности изменений тета-ритма ЭЭГ
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Использование метода априорных контрастов выявило отведения, в ко-
торых величина ИР у детей обследованных групп статистически значимо 
отличалась (рис. 2). 

В диапазоне тета-ритма статистически значимые различия между 
группами в ИР при восприятии естественной речи выявлены в височных 
и теменных отделах обоих полушарий, а также в центральном отведении 
правого полушария. При восприятии реверсированного сигнала также обна-
ружены статистически значимые различия, локализованные в основном во 
фронтальных и центральных отведениях. В случае статистически значимых 
межгрупповых различий ИР при восприятии естественной и реверсирован-
ной речи имели преимущественно противоположную направленность.

Обсуждение результатов исследования

При анализе показателей частоты верхней границы тета-ритма определе-
на достаточно высокая вариативность данного показателя у детей в раннем 
возрасте. Эти данные подтверждают результаты предыдущих исследований 
о необходимости выделения индивидуальных частотных диапазонов ритмов 
ЭЭГ у детей [29, 32].

При восприятии естественной речи обнаружены статистически значи-
мые, но разнонаправленные изменения тета-ритма у детей группы БС. Его 
мощность росла во фронтальном отведении справа, передневисочном отве-
дении слева и теменных отведениях обоих полушарий, падала – во фрон-
тальном отведении левого полушария, в задневисочном отведении того же 
полушария, в центральном и задневисочном отведениях правого полушария 
(см. рис. 1, А). Рост мощности тета-ритма при слуховом восприятии был 
выявлен другими авторами у младенцев в возрасте до года и дошкольников 
четырех-семи лет [26], детей 10–12 [19, 20] и 13 лет [27], а также у взрослых 
испытуемых при визуальном предъявлении вербальных стимулов [33–37]. 
Изменения мощности данного ритма M. Bastiaansen и соавт. [33] связывают 
с двумя группами когнитивных операций при восприятии речи: поиске в 
ресурсах памяти фонологических, синтаксических и семантических свойств 
воспринимаемых слов, а также интеграции слов в целостное сообщение. Как 
отмечалось, у детей группы БС выявлен рост СПМ тета-ритма в передневи-
сочной области левого полушария. Рядом авторов показано, что у взрослых 
испытуемых при восприятии речи также наблюдается рост мощности тета-
ритма в данном регионе, причем именно здесь он достигает наибольших 
значений, что связывают с активацией в указанной корковой области про-
цессов лексического поиска [33, 34, 38]. Также нами выявлен рост мощности 
тета-ритма в теменных отведениях. Усиление тета-ритма в данной области 
при восприятии речи ранее обнаружено [26] у детей четырех-семи лет. По-
скольку теменной регион неокортекса имеет тесные связи с задней поясной 
извилиной, входящей в состав лимбической системы, авторы указанного ис-
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следования связывают такие изменения ЭЭГ дошкольников с восприятием 
эмоционально значимой информации. 

Выявленное в группе БС падение мощности тета-ритма во фронтальном и 
задневисочном отведениях левого полушария, а также центральном и задне-
височном отведениях правого полушария отличается от результатов, которые 
были получены ранее при анализе тета-ритма без учета индивидуального ча-
стотного диапазона при прослушивании детьми естественной речи [15]. В об-
зоре N.A. Herweg и соавт. [39] обсуждается роль как увеличения, так и сни-
жения мощности тета-ритма в реализации процессов эпизодической памяти 
и пространственной ориентации. При этом, с одной стороны, рост мощности 
тета-ритма связывают с формированием и извлечением из памяти эпизодиче-
ских воспоминаний. С другой стороны, указывают, что снижение мощности 
тета-ритма в определенных регионах неокортекса и повышение мощности в 
высокочастотном диапазоне ЭЭГ отражают процессы внимания, так как эти 
изменения положительно связаны как с успешностью запоминания и воспро-
изведения информации, так и с аудиовизуальным восприятием, движениями 
рук и решением арифметических задач. Предполагают, что в процессе обра-
ботки новой информации синхронизируется лишь часть гиппокампально-кор-
ковых петель обратной связи, поскольку тета-активность возникает избира-
тельно только в некоторых областях коры, где происходит кодирование новой 
информации или извлечение недавней информации из памяти [40].

Таким образом, вероятно, восприятие речи у типично развивающихся 
детей связано как с процессами поиска в памяти фонологических, синтак-
сических и семантических свойств воспринимаемых слов и их интеграции в 
целостное сообщение, так и с процессами активации внимания, что сопро-
вождается увеличением и снижением мощности тета-ритма ЭЭГ в различ-
ных областях коры мозга.

Нами впервые обнаружено, что по сравнению с естественной речью предъ-
явление реверсированного сигнала вызывает более выраженное и широко 
представленное в разных регионах коры усиление тета-активности. Посколь-
ку чем сложнее воспринимаемое сообщение, тем больше у детей увеличива-
ется мощность тета-ритма [20, 27], логично предположить, что обнаруженный 
нами феномен связан с усилением нагрузки на ресурсы памяти при попытках 
опознать в реверсированном звуковом сигнале знакомые слова. 

В целом при восприятии как естественной речи, так и реверсированного 
сигнала у детей, воспитывающихся в детском доме, статистически значимые 
изменения мощности тета-ритма выявляются в меньшем числе отведений, 
чем у детей группы БС. У детей группы ДР при восприятии естественной 
речи выявлялось статистически значимое увеличение СПМ лишь в одном 
отведении, а при восприятии реверсированного сигнала – только в четырех 
(см. рис. 1, В). Сравнение ИР тета-ритма при восприятии естественной и 
реверсированной речи у детей групп БС по сравнению с ДР также выявило 
большое количество статистически значимых различий данного показателя 
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в разных отведениях (см. рис. 2). Анализируя указанные различия и учиты-
вая связь тета-осцилляций с процессами памяти [36], можно заключить, что 
представительство памятных следов речи в разных регионах неокортекса у 
детей указанных групп значительно отличается благодаря различному опы-
ту их формирования при воспитании в семье и Доме ребенка. Кроме того, 
меньшая реактивность тета-ритма у воспитанников детского дома позволяет 
выдвинуть следующее предположение: при опознании или попытках опоз-
нания отдельных слов, смысла и эмоциональной значимости предложений 
дети группы ДР вовлекают существенно меньшие когнитивные ресурсы, 
чем дети БС. Вероятно, это отражается на уровне развития речи у таких 
детей. Ранее нами было установлено, что у детей-сирот, воспитывающихся 
в детском доме снижен уровень понимания и генерации речи [15, 29]. Мы 
считаем, что пониженная способность к вовлечению когнитивных ресур-
сов в указанных ситуациях и как следствие сниженный уровень развития 
речи обусловлены отсутствием у детей-сирот достаточного объема тесных 
социальных взаимодействий со взрослыми. В биологических семьях при 
активном освоении новых слов и словосочетаний дети получают позитив-
ное эмоциональное подкрепление от родителей [21]. К сожалению, в домах 
ребенка на одного воспитателя, как правило, приходится слишком большое 
количество детей (до 10 и более). Воспитанникам редко приходится общать-
ся с взрослым один на один, труднее получить эмоциональную поддержку, 
что снижает мотивацию к обучению. В современных условиях количество 
детей-сирот в детских домах медленно, но верно снижается, что, безуслов-
но, является отражением благоприятных изменений в обществе. Однако 
необходимо отказаться от практики параллельного уменьшения числа вос-
питателей. В домах ребенка должно быть такое количество педагогических 
сотрудников, которое позволит уделить достаточно внимания и эмоциональ-
ного тепла каждому ребенку. Конечно, даже в этом случае воспитатель не за-
менит полноценную семью, но вероятность того, что воспитанник получит 
поддержку «значимого взрослого», без которой невозможно полноценное 
развитие психики, будет намного выше.

Выводы

1. У детей, воспитывающихся в семьях, прослушивание естественной 
речи вызывает разнонаправленные изменения мощности тета-ритма ЭЭГ 
во фронтальных, центральных, височных и теменных отведениях. У детей, 
воспитывающихся в Доме ребенка, восприятие естественной речи сопрово-
ждалось увеличением мощности тета-ритма лишь в задневисочном отведе-
нии правого полушария.

2. Предъявление реверсированного речевого сигнала сопровождается бо-
лее выраженными изменениями мощности тета-ритма по сравнению с вос-
приятием естественной речи у детей обеих групп.
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3. У воспитанников Дома ребенка при восприятии естественной и ревер-
сированной речи характер реакций тета-ритма существенно отличается по 
выраженности и направленности изменений по сравнению с детьми, вос-
питывающимися в биологических семьях, что может быть связано с отсут-
ствием достаточного объема социальных взаимодействий со «значимыми 
взрослыми».
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Patterns of the EEG theta rhythm modulations when 
attending to speech by orphans in early childhood 

The first years of a child’s life are a critical period for the development of cognitive 
functions, in particular, a capacity for speech. Rearing conditions when applied to 
orphans may have an effect on neurophysiological mechanisms underlying their 
speech understanding, which is reflected in the EEG theta rhythm power changes. 
Individual theta rhythm frequency ranges are to be determined first, as they may vary 
for each child depending on age and individual characteristics of the central nervous 
system. The aim of our work was to analyze the EEG theta rhythm power reactivity 
in its individually determined frequency ranges when institutionally reared early-aged 
orphans attended to normal speech and speech-like signals, compared to their peers 
reared in their biological families.

The study involved 107 children aged 24 to 42 months. The main group included 
54 children (19 girls and 35 boys) brought up in the orphanage. The control group 
comprised 53 children (21 girls and 32 boys) reared by their biological parents. The 
EEG was recorded at frontal (F3, F4, F7, F8), central (C3, C4), temporal (T3, T4, T5, 
T6) and parietal (P3, P4) sites in three experimental conditions: in a wakeful rest state 
with open eyes (baseline EEG, duration 20-30 s); when listening to a  normal speech 
(a verse with animal-characters, duration 20 s, female voice); when listening to the 
same speech reversed with the help of the Wave Editor software application (reversed 
speech). The order of presentation for the second and third conditions was randomized. 
To determine individual theta rhythm frequency bands, we calculated means of spectral 
density power, first log-transformed to help normalize distributions. To compare the 
EEG theta rhythm power reactivity when children in both groups attended to the normal 
and reversed speech stimuli relative to the baseline condition, power reactivity indices 
were calculated for each of the EEG sites. Significance of changes in the EEG theta 
rhythm power when attending to the normal or reversed speech relative to the baseline, 
as well as inter-group differences in reactivity indices, were assessed with the repeated 
measures ANOVA.

The study revealed the patterns of the EEG theta rhythm power changes depending 
on experimental situations and EEG sites characteristic for children in both groups (See 
Table 1). We found ssignificant theta rhythm power changes yet of opposite directions 
for the control group under the normal speech condition. Theta rhythm power increased 
in the right frontal locus, the left anterior temporal locus and the parietal loci in both 
hemispheres, and decreased in the left frontal and posterior temporal loci and the right 
central and posterior loci (See Fig. 1, a). It seems plausible that the process of speech 
perception in typically developing children is associated both with searching one’s 
memory for phonological, syntactic and semantic features in heard words and their 
integration into a holistic message, and with attentional processes, associated with 
increases and decreases in theta rhythm power in different areas of the cerebral cortex. 
Compared to normal speech, presentation of a reversed signal to the control group 
children caused a more pronounced and widespread theta activity growth in different 
cortex areas. This phenomenon is likely to be associated with an increase in load on 
memory when children tried to recognize familiar words in a reversed audio signal. 
In the group of institution-reared children, when they attended both to the normal and 
reversed speech stimuli, significant changes in theta rhythm power were found at fewer 
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sites compared to the control group children. When they attended to the normal speech, 
a significant power increase occurred only at the right posterior temporal site. When 
attending to the reversed signal, theta rhythm power increased in the frontal (F3, F8) and 
posterior temporal (T5, T6) loci (See Fig. 1, b). We found differences in theta rhythm 
reactivity indices under conditions of attending to the normal and reversed speech in 
children as depending on group and site factors (See Table 2). Theta rhythm reactivity 
when attending to the normal and reversed speech in the main group compared to the 
control revealed a large number of significant differences at different sites (See Fig. 2). 
It is suggested that when recognizing or trying to recognize individual words, meaning 
and emotional load in sentences, institutionally reared children tend to contribute 
considerably less cognitive resources than family-reared children. We consider the 
reduced orphans’capacity to engage cognitive resources in mentioned situations to 
be the result of insufficient experience of close social interactions with adults. Given 
the established association between theta oscillations and memory processes, we can 
assume that speech memory traces in children belonging to the studied groups are 
represented differently in various neocortex areas due to a different experience of their 
formation when raised in the family and the orphanage.

The paper contains 2 Tables, 2 Figures and 40 References.
Key words: speech perception; EEG; theta rhythm; normal speech; reversed 

speech; Orphanage.
Funding: The study was conducted within the framework of the grant supported by 

V.I. Vernadsky Crimean Federal University (Project No ВГ12/2018). 
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Кальцийзависимое изменение активности антиоксидантных 
ферментов и теплоустойчивости проростков 

пшеницы под влиянием экзогенного путресцина

Полиамины – важные стрессовые метаболиты растений, участвующие в 
регуляции редокс-гомеостаза и сигнальных процессах. Исследовали участие ионов 
Ca2+ в процессе индуцирования антиоксидантной системы и теплоустойчивости 
проростков пшеницы (Triticum aestivum L.) экзогенным диамином путресцином 
с использованием антагонистов кальция. Отмечено существенное повышение 
содержания пероксида водорода в корнях через 2 ч после начала обработки проростков 
1 мМ раствором путресцина. Этот эффект полностью устранялся хелатором 
внеклеточного кальция – этиленгликоль-бис(2-аминоэтил-эфир)тетрауксусной 
кислотой (ЭГТА), но не ингибитором поступления кальция из внутриклеточных 
компартментов неомицином. Обработка проростков путресцином вызывала 
повышение активности супероксиддисмутазы, каталазы и гваяколпероксидазы в 
корнях и способствовала сохранению активности антиоксидантных ферментов 
после повреждающего прогрева проростков (10 мин при 45 °C). ЭГТА устранял 
индуцируемое путресцином повышение активности всех трех исследуемых 
антиоксидантных ферментов. Неомицин снимал эффекты повышения активности 
каталазы и гваяколпероксидазы в корнях проростков пшеницы, вызываемые 
действием путресцина. Обработка проростков путресцином способствовала 
сохранению целостности мембран клеток корней и повышала выживание 
проростков после повреждающего прогрева. Антагонисты кальция устраняли эти 
эффекты. Обсуждается роль различных пулов кальция в индуцировании образования 
активных форм кислорода в клетках корней, регуляции редокс-гомеостаза и развитии 
устойчивости к тепловому стрессу под действием путресцина. 

Ключевые слова: Triticum aestivum; полиамины; путресцин; редокс-
гомеостаз; кальций; теплоустойчивость. 

Сокращения: АФК –  активные формы кислорода; СОД  –  супероксиддисмутаза; 
ЭГТА – этиленгликоль-бис(2-аминоэтил-эфир)тетрауксусная кислота.

Введение
Полиамины относят к стрессовым метаболитам растений [1]. В обычных 

условиях они содержатся в растительных тканях в концентрациях, близких 
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к фитогормональным, – 10–9–10–5 М [2]. Однако при действии стрессоров 
различной природы их количество может увеличиваться в несколько раз и 
даже на порядок [1, 3, 4]. Считается, что увеличение содержания полиами-
нов является не столько отображением вызываемой стресс-факторами акти-
вации катаболического потока, сколько важной стресс-протекторной реак-
цией растений [5, 6]. Достаточно давно показана обусловленная катионным 
состоянием полиаминов способность оказывать стабилизирующее действие 
на отрицательно заряженные макромолекулы белков, нуклеиновых кислот, а 
также на мембранные структуры [2]. Позднее было установлено, что поли-
амины могут вовлекаться в сложные сигнальные процессы в растительных 
клетках. Такие эффекты отчасти могут быть обусловлены образованием ак-
тивных форм кислорода (АФК) и оксида азота при метаболизме полиаминов 
[7]. С другой стороны, полиамины могут влиять на редокс-гомеостаз путем 
связывания свободных радикалов [8] и участия в регуляции экспрессии ге-
нов антиоксидантных ферментов [7, 9]. 

Отдельной составляющей физиологической активности полиаминов 
может быть их влияние на состояние ионных каналов. Феноменология та-
ких эффектов зарегистрирована достаточно давно [10]. Согласно современ-
ным моделям, полиамины оказывают сложное и неоднозначное влияние на 
ионные каналы различных типов. Так, есть сведения об их способности 
ингибировать калиевые и неспецифические потенциалнезависимые кати-
онные каналы [11]. С другой стороны, показано, что путресцин способен 
вызывать повышение концентрации цитозольного кальция в растительных 
клетках [12]. По крайней мере отчасти такой эффект может быть связан с 
усилением образования АФК при деградации путресцина диаминоксидазой 
и как следствие открыванием чувствительных к действию пероксида водо-
рода и гидроксильного радикала неселективных кальциевых каналов [11]. 

Известно, что между АФК и ионами кальция как сигнальными посред-
никами существуют сложные связи [13]. С одной стороны, состояние каль-
циевых каналов (как потенциалзависимых, так и механочувствительных) 
зависит от содержания АФК [14–16]. С другой – АФК-генерирующие фер-
менты, прежде всего НАДФH-оксидаза, могут активироваться кальцием [17, 
18]. Однако функциональное взаимодействие между АФК и ионами кальция 
при реализации эффектов полиаминов на растительные клетки изучено пока 
очень слабо. Тем более остается открытым вопрос о роли таких взаимодей-
ствий в реализации стресс-протекторных эффектов полиаминов. 

Экзогенные полиамины, в том числе диамин путресцин, обладают спо-
собностью повышать устойчивость растений к абиотическим стрессорам 
различной природы [7, 19], в частности, к гипертермии [20]. Ранее нами 
показано участие АФК в проявлении стресс-протекторного действия пу-
тресцина на проростки пшеницы при повреждающем нагреве [21]. Данные 
ингибиторного анализа указывали на участие как НАДФH-оксидазы, так 
и диаминоксидазы в формировании сигнального пула пероксида водорода 
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в корнях проростков пшеницы. Однако неисследованной оставалась роль 
кальция как в образовании АФК при действии путресцина, так и в акти-
вации защитных реакций, в частности, компонентов антиоксидантной си-
стемы. В связи с этим целью работы явилось исследование ингибиторными 
методами участия различных пулов кальция в регуляции образования перок-
сида водорода, активности антиоксидантных ферментов и индуцировании 
путресцином теплоустойчивости проростков пшеницы.

Материалы и методики исследования 

Объект исследования – этиолированные проростки мягкой озимой пше-
ницы (Triticum aestivum L.) сорта Досконала, полученные из коллекции Ин-
ститута растениеводства им. В.Я. Юрьева НААН Украины, репродукция 
2019 г. Зерновки поверхностно обеззараживали в течение 30 мин в 6% рас-
творе H2O2 и проращивали при температуре 20–22 °С на воде, очищенной с 
использованием системы водоподготовки, включающей в себя фильтр меха-
нической очистки, угольный фильтр и полупроницаемую обратноосмотиче-
скую мембрану с размером ячеек 1 нм. На третьи сутки проращивания семян 
в среду добавляли путресцин в концентрации 1 мМ и выдерживали пророст-
ки на его растворе в течение одних суток, проростки контрольного варианта 
продолжали инкубировать на очищенной водопроводной воде. Концентра-
ция путресцина, индуцирующая максимальное развитие теплоустойчивости 
проростков, установлена ранее [21]. В отдельных вариантах опыта пророст-
ки в течение 26 ч обрабатывали антагонистами кальция – 500 мкМ ЭГТА 
(хелатор внеклеточного Ca2+) и 200 мкМ неомицином – ингибитором зависи-
мого от фосфолипазы C поступления кальция в цитозоль из внутриклеточ-
ных компартментов. В вариантах по изучению комбинированного действия 
путресцина и антагонистов кальция последние вносили в среду инкубации 
проростков за 2 ч до добавления в нее путресцина. Концентрации антагони-
стов Ca2+, существенно модифицирующие эффекты экзогенного путресци-
на, но не вызывающие заметных токсических эффектов, выбирали в пред-
варительных опытах. 

Все биохимические показатели определяли в корнях проростков, по-
скольку они более чувствительны к воздействиям экзогенных соединений 
и нагрева [22]. Содержание пероксида водорода в корнях определяли через 
2 ч после начала их обработки путресцином [21] либо через 4 ч от начала 
обработки антагонистами Ca2+. Количество H2O2 анализировали с помощью 
ферротиоцианатного метода, экстрагируя пероксид водорода из раститель-
ного материала на льду 5% трихлоруксусной кислотой [23]. 

Активность антиоксидантных ферментов определяли через 4 и 24 ч по-
сле начала инкубации проростков на растворе путресцина, а также через 5 ч 
после повреждающего прогрева проростков (10 мин при 45 °C). В вариантах 
с изучением эффектов кальциевых антагонистов время инкубации корней в 
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их растворах, а также в растворах путресцина и его комбинаций с ЭГТА или 
неомицином составляло 24-26 ч. 

При определении активности антиоксидантных ферментов наве-
ски корней гомогенизировали на холоде в 0,15 М K, Na-фосфатном бу-
фере (pH 7,6), содержавшем ЭДТА (0,1 мМ) и дитиотрейтол (1 мМ) [24]. 
Для анализа использовали супернатант после центрифугирования гомо-
гената при 8000 g в течение 10 мин при 4 °С на центрифуге MPW 350R 
(«MPW MedInstruments», Польша). Активность цитозольной супероксид-
дисмутазы (СОД, КФ 1.15.1.1) определяли при pH 7,6, используя метод, в 
основе которого способность фермента конкурировать с нитросиним те-
тразолием за супероксидные анионы, образующиеся вследствие аэробно-
го взаимодействия НАДH и феназинметосульфата; оптическую плотность 
определяли при 540 нм на спектрофотометре СФ-46 («ЛОМО», Россия). 
Активность каталазы (КФ 1.11.1.6) анализировали при рН 7,0 по количе-
ству пероксида водорода, разложившегося за единицу времени. Актив-
ность гваяколпероксидазы (КФ 1.11.1.7) определяли, используя в качестве 
донора водорода гваякол, в качестве субстрата – пероксид водорода. Оп-
тическую плотность продукта окисления гваякола определяли при 470 нм. 
Активность СОД выражали в усл. ед./(г сырой массы × мин), каталазы – в 
ммоль H2O2/(г сырой массы × мин), гваяколпероксидазы – в ммоль гваяко-
ла/(г сырой массы × мин). 

Для определения теплоустойчивости проростков их подвергали поврежда-
ющему прогреву в водяном ультратермостате при температуре 45,0 ± 0,1 °С в 
течение 10 мин. После этого проростки всех вариантов переносили на очи-
щенную воду. Через 3 суток оценивали относительное количество выжив-
ших проростков [22].

Состояние мембран клеток корней оценивали через 5 ч после повреж-
дающего прогрева по выходу веществ, поглощающих в ультрафиолетовой 
области спектра (преимущественно свободных нуклеотидов) [25]. Корни 
интактных проростков погружали в стаканчики с дистиллированной водой 
на 1 ч, после чего отделяли от проростков и взвешивали. Оптическую плот-
ность инкубационного раствора определяли при A252 и A264 на спектрофото-
метре СФ 46 («ЛОМО», Россия). Выход веществ рассчитывали как отно-
шение усредненной величины, измеренной при указанных длинах волны, к 
массе корней и выражали в процентах к величинам, вычисленным для кор-
ней проростков, не подвергнутых повреждающему прогреву.

Опыты проводили в 5-кратной биологической повторности и каждый 
независимо воспроизводили два раза. На рисунках и в таблице приведены 
средние арифметические величины и их стандартные ошибки (M ± mM). Ста-
тистическую значимость различий определяли с помощью t-критерия Стью-
дента. Кроме специально оговоренных случаев, обсуждаются эффекты, зна-
чимые при р ≤ 0,05. 
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Результаты исследования

Проведенное нами ранее исследование динамики содержания пероксида 
водорода в корнях проростков пшеницы при обработке 1 мМ путресцином 
показало, что уже через 1 ч после ее начала количество H2O2 увеличивалось. 
Максимальное повышение его содержания наблюдалось через 2 ч, через 4 ч 
содержание пероксида водорода в опытном варианте несколько снижалось, 
хотя и существенно превышало значения контроля, а к 24 ч от начала обра-
ботки почти возвращалось к величинам контрольного варианта [21]. В связи 
с этим влияние антагонистов кальция на проявление эффекта накопления 
пероксида водорода, вызываемого обработкой путресцином, оценивали че-
рез 2 ч после его воздействия на корни проростков. В это время в варианте с 
путресцином оно увеличивалось более чем на 30% (рис. 1). 

Рис. 1. Содержание пероксида водорода (мкмоль/г сырой массы) в корнях  
проростков пшеницы при обработке путресцином и антагонистами кальция 

(M ± mM): 1 – контроль; 2 – путресцин (1 мМ); 3 – ЭГТА (500 мкМ); 4 – путресцин 
(1 мМ) + ЭГТА (500 мкМ); 5 – неомицин (200 мкМ); 6 – путресцин (1 мМ) + 
неомицин (200 мкМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены вели-

чины, различия между которыми статистически не значимы (p ≤ 0,05)
[Fig. 1. The content of hydrogen peroxide (μmol/g of fresh weight) in the roots of wheat seedlings 
when treated with putrescine and calcium antagonists (M±mM). 1 - Control; 2 - Putrescine (1 mM); 

3 - EGTA (500 μM); 4 - Putrescine (1 mM) + EGTA (500 μM); 5 - Neomycin (200 μM); 6 - Putrescine 
(1 mM) + neomycin (200 μM). The data are expressed as the mean with standard error using Student’s 
t-test. The same Latin letters denote quantities between which differences are not significant (p ≤ 0.05)]

Обработка корней проростков хелатором внеклеточного кальция ЭГТА 
сама по себе вызывала небольшое, но статистически не значимое (р ≤ 0,05) 
снижение содержания H2O2 в корнях. При комбинированной обработке 
ЭГТА и путресцином количество пероксида водорода в корнях не отлича-
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лось от величины контроля. Иными словами, обработка ЭГТА устраняла 
эффект повышения содержания H2O2 в тканях корней, вызываемый действи-
ем путресцина (см. рис. 1). Под влиянием другого антагониста кальция – 
неомицина – количество пероксида водорода в корнях не изменялось. Этот 
ингибитор поступления кальция в цитозоль из внутриклеточных компар-
тментов не устранял и повышение содержания H2O2 в корнях в присутствии 
путресцина. Таким образом, усиление образования пероксида водорода в 
корнях, происходящее при их обработке путресцином, зависело в основном 
от поступления кальция в цитозоль из внеклеточного пространства. 

Обработка проростков путресцином вызывала изменение активности 
антиоксидантных ферментов в корнях. Так, уже через 4 ч после начала обра-
ботки отмечалось повышение активности СОД, каталазы и гваяколерокси-
дазы (таблица). Еще более высокие значения активности СОД проявлялись 
через 24 ч инкубации проростков в среде с путресцином. Активность других 
исследуемых ферментов в этот период также была повышенной. 

Через 5 ч после повреждающего прогрева активность СОД и каталазы в 
корнях проростков контрольного варианта снижалась, а гваяколпероксида-
зы – существенно не изменялась (см. таблицу). 

Активность антиоксидантных ферментов в корнях проростков пше-
ницы при обработке путресцином и действии теплового стресса 

[The activity of antioxidant enzymes in the roots of wheat seedlings 
during treatment with putrescine and the action of heat stress] (M±mM)

Вариант [Sample]

Фаза эксперимента [Experiment phase]
Через 4 ч после 

начала обработки 
путресцином 

[4 hours after the 
start of treatment 
with putrescine]

Через 24 ч после 
начала обработки 

путресцином
[24 hours after the 
start of treatment 
with putrescine]

Через 5 ч после 
повреждающе-

го прогрева
[5 hours after dam-

aging warm-up]

СОД, усл. ед./(г сырой массы • мин) [SOD, con. u./(g of fresh weight • min)]
Контроль [Control] 22,8 ± 0,64 b* 22,6 ± 0,52 b 18,2 ± 0,62 c
Путресцин (1 мМ) 
[Putrescine (1 mM)]

27,7 ± 0,71 a 29,8 ± 0,76 a 22,6 ± 0,66 b

Каталаза (ммоль H2O2/(г сырой массы • мин) [Catalase, mmol H2O2/(g of fresh weight • min)]
Контроль [Control] 0,83 ± 0,05 b 0,80 ± 0,04 b 0,67 ± 0,03 c
Путресцин (1 мМ)
[Putrescine (1 mM)] 1,12 ± 0,04 a 1,17 ± 0,06 a 0,96 ± 0,06 ab

Пероксидаза, ммоль тетрагваякола/(г сырой массы • мин) 
[Peroxidase, mmol tetra guaiacol/(g of fresh weight • min)]

Контроль [Control] 0,110 ± 0,005 b 0,122 ± 0,004 b 0,104 ± 0,006 b
Путресцин (1 мМ)
[Putrescine (1 mM)] 0,143 ± 0,006 a 0,148 ± 0,004 a 0,139 ± 0,003 a
* Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми 
не значимы при p ≤ 0,05. 
[The same Latin letters denote quantities between which differences are not significant for p ≤ 0.05].
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Рис. 2. Активность СОД (a), каталазы (b) и гваяколпероксидазы (c) в корнях 
проростков пшеницы при обработке путресцином и антагонистами кальция 

(M±mM): 1 – контроль; 2 – путресцин (1 мМ); 3 – ЭГТА (500 мкМ); 4 – путресцин 
1 мМ) + ЭГТА (500 мкМ); 5 – неомицин (200 мкМ); 6 – путресцин (1 мМ) + неомицин 

(200 мкМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия 
между которыми статистически не значимы (p ≤ 0,05)

[Fig. 2. SOD activity (a), catalase (b), and guaiacol peroxidase (c) in the roots of wheat seedlings 
when treated with putrescine and calcium antagonists (M±mM). 1 - Control; 2 - Putrescine (1 mM); 

3 - EGTA (500 μM); 4 - Putrescine (1 mM) + EGTA (500 μM); 5 - Neomycin (200 μM); 
6 - putrescine (1 mM) + neomycin (200 μM). The same Latin letters denote 

quantities between which differences are not significant (p ≤ 0.05)]
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При этом в варианте с обработкой путресцином значения активности 
всех трех исследуемых ферментов существенно превышали соответствую-
щие величины контроля. 

Рис. 3. Выход веществ, поглощающих в УФ-области спектра, из корней проростков 
пшеницы (a) и выживание проростков (b) после повреждающего прогрева (M ± mM):

1 – контроль; 2 – путресцин (1 мМ); 3 – ЭГТА (500 мкМ); 4 – путресцин 
(1 мМ) + ЭГТА (500 мкМ); 5 – неомицин (200 мкМ); 6 – путресцин 

(1 мМ) + неомицин (200 мкМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены 
величины, различия между которыми не значимы при p ≤ 0,05

[Fig. 3. Yield substances, absorbing in the UV region of the spectrum, from the roots of 
wheat seedlings (a) and seedling survival (b) after a damaging heating (M ± mM). 1 - Control; 

2 - Putrescine (1 mM); 3 - EGTA (500 μM); 4 - Putrescine (1 mM) + EGTA (500 μM); 
5 - Neomycin (200 μM); 6 - Putrescine (1 mM) + neomycin (200 μM). The same 

Latin letters denote quantities between which differences are not significant for p ≤ 0.05]

Для оценки зависимости индуцирования антиоксидантных ферментов 
путресцином от кальциевого гомеостаза изучали влияние антагонистов Ca2+ 
на величины их активности через 24 ч после начала обработки путресцином 
или через 26 ч воздействия антагонистов кальция. Обработка корней ЭГТА 
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существенно не влияла на наблюдаемые величины активности СОД, ката-
лазы и гваяколпероксидазы (рис. 2). В то же время хелатор ионов кальция 
почти полностью устранял вызываемый путресцином эффект повышения 
активности всех трех исследуемых ферментов. 

Обработка проростков неомицином сама по себе существенно не влияла 
на активность СОД, каталазы и гваяколпероксидазы. Этот ингибитор почти 
не влиял и на проявление эффекта повышения активности СОД, вызывае-
мого путресцином (см. рис. 2). Однако неомицин практически полностью 
нивелировал вызываемое путресцином повышение активности каталазы и 
гваяколпероксидазы. 

Действие на проростки теплового стресса вызывало повышение выхо-
да из клеток корней веществ, поглощающих в области УФ, почти на 60% 
(рис. 3, а). Обработка путресцином способствовала сохранению целостно-
сти биомембран. Под влиянием антагонистов кальция ЭГТА и неомицина 
отмечалась тенденция к усилению повреждений мембран, хотя этот эффект 
был статистически не значимым (р ≤ 0,05). При этом как ЭГТА, так и не-
омицин нивелировали эффект снижения выхода веществ, поглощающих в 
УФ-В, вызываемый обработкой проростков путресцина. 

Антагонисты кальция сами по себе в условиях наших экспериментов прак-
тически не влияли на теплоустойчивость проростков пшеницы (рис. 3, b). Од-
нако они практически полностью снимали эффект повышения выживаемо-
сти проростков после стресса, вызываемый обработкой путресцином. Таким 
образом, оба антагониста кальция (ЭГТА и неомицин) устраняли положи-
тельное влияние путресцина на состояние мембран и выживание пророст-
ков после теплового стресса. 

Обсуждение результатов исследования

Полученные результаты свидетельствуют об участии кальция как сиг-
нального посредника в реализации протекторного действия путресцина на 
проростки пшеницы при тепловом стрессе. По-видимому, ионы Ca2+ задей-
ствованы в процессе усиления образования пероксида водорода, происхо-
дящего при обработке корней путресцином и формировании АФК-сигнала. 
Об этом свидетельствует устранение индуцированного путресцином повы-
шения содержания H2O2 хелатором кальция ЭГТА (см. рис. 1). Примечатель-
но, что другой антагонист кальция – неомицин, который, ингибируя фос-
фолипазу C, угнетает поступление кальция в цитозоль из внутриклеточных 
компартментов [26], не влиял на эффект повышения содержания пероксида 
водорода в корнях при обработке путресцином. 

В литературе имеются немногочисленные и весьма неоднозначные све-
дения о влиянии полиаминов, в том числе путресцина, на кальциевый го-
меостаз. Так, показано, что этот полиамин может активировать Ca2+-насосы 
плазмалеммы и тем самым усиливать выход кальция из цитозоля во внекле-
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точное пространство [27]. С другой стороны, как отмечалось, происходящая 
при увеличении содержания полиаминов активация диаминоксидазы и по-
лиаминоксидазы приводит к усилению образования АФК за счет окисления 
полиаминов [11]. При этом пероксид водорода и образующийся в результате 
неферментативных реакций гидроксильный радикал могут способствовать 
открыванию неселективных кальциевых каналов и поступлению кальция в 
цитозоль. Следует отметить, что ранее нами показано устранение вызывае-
мого путресцином усиления образования пероксида водорода в корнях при 
их обработке ингибитором диаминоксидазы гуанидином, что указывает на 
значительный вклад этого фермента в индуцируемую путресцином генера-
цию АФК клетками корней проростков пшеницы [21]. 

Влияние кальция на активность диаминоксидазы у растений исследовано 
слабо. Хотя в корнях и побегах проростков гороха зарегистрировано повы-
шение ee активности при обработке экзогенным Ca2+ (10 мМ) [28]. Похожие 
эффекты под влиянием экзогенного кальция обнаружены и у семядольных 
листьев сои [29], проростков конских бобов [30], клеток корнеплодов морко-
ви [31]. Диаминоксидаза, генерирующая пероксид водорода, локализована 
в клеточных стенках [32]. Не исключено, что в ее активации задействован 
кальций, попадающий в апопласт при активации путресцином его выхода из 
клеток [27]. Кроме того, известна способность полиаминов вытеснять каль-
ций из его комплексов с пектиновыми веществами клеточных стенок [33]. 
Тем не менее возможность прямой активации диаминоксидазы кальцием 
пока не доказана. В связи с этим для выяснения вопроса о том, требует ли 
вызываемый путресцином процесс активации диаминоксидазы ионов каль-
ция, необходимы специальные исследования. 

Другим источником АФК, генерируемых при обработке корней пророст-
ков пшеницы путресцином, очевидно, является НАДФH-оксидаза. На это 
указывает существенное угнетение вызываемого путресцином увеличения 
содержания H2O2 в тканях корней под действием имидазола – ингибитора 
НАДФH-оксидазы [21]. Вполне вероятно, что открывание части кальциевых 
каналов под влиянием АФК, образующихся вследствие окисления путрес-
цина диаминоксидазой, может приводить к активации НАДФH-оксидазы. 
Как известно, НАДФH-оксидаза может непосредственно активироваться 
ионами кальция при их присоединении к кальцийсвязывающим доменам, 
локализованным на цитозольной стороне белка [17, 34]. Показан эффект 
активации зависимой от НАДФH-оксидазы генерации супероксидного ани-
он-радикала клетками колеоптилей пшеницы при их обработке кальциевым 
ионофором А23187 [18]. Поскольку, как обнаружено ранее, повышение со-
держания пероксида водорода в корнях под влиянием путресцина развива-
ется во времени постепенно, можно предположить участие в этом процессе 
двух ферментов – диаминоксидазы и НАДФH-оксидазы [21]. Как уже упо-
миналось, о роли двух ферментов в процессе генерации АФК свидетельству-
ют и результаты ингибиторного анализа (угнетение образования пероксида 
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водорода под влиянием ингибиторов диаминоксидазы и НАДФH-оксидазы). 
В целом полученные результаты свидетельствуют, по крайней мере, о за-
висимости процесса усиления генерации АФК под влиянием путресцина от 
кальциевого гомеостаза. 

По-видимому, кальций задействован и в последующих процессах по-
вышения активности антиоксидантных ферментов в ответ на обработку 
путресцином (см. рис. 2). Примечательно, что вызываемое экзогенным пу-
тресцином повышение активности СОД полностью устранялось ЭГТА, но 
не неомицином. Вероятно, данный процесс зависит в основном от посту-
пления кальция из внеклеточного пространства. В то же время путресцин-
индуцированное повышение активности двух других антиоксидантных фер-
ментов – каталазы и гваяколпероксидазы – угнеталось не только ЭГТА, но и 
неомицином, что указывает на зависимость этого процесса от поступления 
кальция в цитозоль из внутриклеточных компартментов. 

Наконец, изменение интегральных показателей (стабильности биомем-
бран и выживания проростков после повреждающего прогрева), вызываемое 
экзогенным путресцином, также зависит от поступления кальция в цитозоль, 
притом как из внеклеточного пространства, так и из внутренних компар-
тментов. На это указывает практически полное нивелирование протектор-
ных эффектов путесцина как ЭГТА, так и неомицином (см. рис. 3). Следует 
отметить, что феномен повышения стабильности биомембран при тепловом 
стрессе под влиянием экзогенного путресцина согласуется с результатами 
работы [20], в которой показано повышение содержания низкомолекулярных 
антиоксидантов в корнях и снижение в стрессовых условиях количества про-
дукта пероксидного окисления липидов малонового диальдегида. 

Итак, индуцирование теплоустойчивости проростков пшеницы путрес-
цином зависит от функционального взаимодействия между ионами кальция 
и АФК как сигнальными посредниками. 

Заключение

Последовательность развития процессов в тканях корней проростков 
пшеницы в ответ на обработку путресцином можно представить в виде 
следующей гипотетической схемы: повышение концентрации путресцина 
во внеклеточном пространстве → активация диаминоксидазы и изменение 
содержания кальция в апопласте → повышение содержания АФК в апопла-
сте → открывание кальциевых каналов → повышение [Ca2+]цит. → увеличе-
ние активности НАДФH-оксидазы → усиление генерации АФК и поступле-
ние их в цитозоль (в первую очередь H2O2) → дополнительная модификация 
кальциевого гомеостаза → формирование Ca2+- и АФК-сигналов, усиливаю-
щих экспрессию генов антиоксидантных ферментов → активация фермен-
тативной антиоксидантной и других протекторных систем → повышение 
теплоустойчивости. Безусловно, для подтверждения такой последователь-

Кальцийзависимое изменение активности антиоксидантных ферментов



116

ности развития событий необходимы специальные исследования, в частно-
сти, непосредственное изучение динамики активности диаминоксидазы и 
НАДФH-оксидазы, исследование механизма влияния кальция на активность 
диаминоксидазы, определение экспрессии генов антиоксидантных фермен-
тов и ее зависимости от кальциевого гомеостаза при действии путресцина. 
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Calcium-dependent changes in the activity of antioxidant enzymes and heat 
resistance of wheat seedlings under the influence of exogenous putrescine

Polyamines are important stress plant metabolites involved in the regulation of redox 
homeostasis and other signaling processes. Polyamines can affect redox homeostasis 
by binding free radicals and participating in the regulation of gene expression of 
antioxidant enzymes. However, their metabolism produces hydrogen peroxide and 
other reactive oxygen species (ROS). A separate component of the physiological 
activity of polyamines may be their effect on the state of ion channels. It is known that 
there are complex bonds between ROS and calcium ions as signal mediators. However, 
the functional interaction between ROS and calcium ions in the implementation of 
the effects of polyamines on plant cells has been studied very poorly. Moreover, the 
question of the role of such interactions in the realization of stress-protective effects of 
polyamines remains open. The aim of this research was to study the inhibitory methods 
of the involvement of different pools of calcium in the regulation of the formation 
of hydrogen peroxide, the activity of antioxidant enzymes and inducing putrescine 
thermostability of wheat seedlings.

The object of the study was etiolated seedlings of soft winter wheat (Triticum 
aestivum L.) of Doskonala variety. Three-day-old seedlings were treated with putrescine 
at a concentration of 1 mM. In certain experimental variants, the seedlings were treated 
with calcium antagonists - EGTA (Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-
tetraacetic acid - extracellular Ca2+ chelator) and neomycin - an inhibitor of phospholipase 
C-dependent calcium intake into the cytosol from intracellular compartments, as well 
as with the indicated inhibitors in combination with putrescine. In the roots of seedlings 
some time after treatment with test compounds, we determined hydrogen peroxide 
content and the activity of antioxidant enzymes. One day after seedling treatment with 
putrescine, calcium antagonists and a combination of effectors, the seedlings were 
subjected to damaging heating in a water thermostat (10 min at 45 °C). 5 hours after 
heating, we assessed damage to the root cell membranes by the yield of compounds 
absorbing in the UV-B, as well as the activity of antioxidant enzymes.

2 hours after the start of root treatment with putrescine, we noted a significant 
increase in the content of hydrogen peroxide in them (See Fig. 1). This effect was 
eliminated by treatment with EGTA, but not with neomycin. The treatment of seedlings 
with putrescine caused a change in the activity of all three studied antioxidant enzymes in 
roots (superoxide dismutase - SOD, catalase, and guaiacol peroxidase) (See Table). The 
increased activity of these enzymes in the roots of seedlings treated with putrescine was 
also observed after damaging heating. The calcium ion chelator completely eliminated 
the putrescine-induced effect of increasing the activity of all three studied enzymes (See 
Fig. 2). Neomycin almost did not affect the manifestation of the effect of increasing the 
activity of SOD, however, it neutralized the increase in the activity of catalase and guaiacol 
peroxidase caused by putrescine. The effect of heat stress on the seedlings caused an 
increase in the yield of substances absorbing in the UV from the root cells. Treatment with 
putrescine helped preserve the integrity of biomembranes. Calcium antagonists EGTA 
and neomycin leveled off the effect of reducing the yield of substances absorbing in the 
UV-B caused by putrescine (See Fig. 3). They also almost completely eliminated the 
putrescine-induced increase in survival of seedlings after stress.
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We can conclude that the induction of heat resistance of wheat seedlings by 
putrescine depends on the functional interaction between calcium ions and ROS as 
signaling agents. The activation process of the enzymatic antioxidant system, necessary 
for the formation of heat resistance of plants, depends on the formation of ROS, which 
occurs with the participation of diamine oxidase and NADPH oxidase. At the same 
time, the accumulation of the signal pool of hydrogen peroxide is dependent on the 
influx of calcium into cytosol from extracellular space. The further activation process 
of the antioxidant enzyme complex under the influence of putrescine treatment also 
depends on the influx of calcium into cytosol, not only from extracellular space, but 
also from intracellular compartments. 

The paper contains 3 Figures, 1 Table and 34 References.
Key words: Triticum aestivum; polyamines; putrescine; redox homeostasis; 

calcium; heat resistance. 
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Сравнение методов экстракции РНК из растения 
картофеля для проведения ПЦР в реальном времени 

Работа поддержана грантом РФФИ № 20-34-90094.

Экстракция нуклеиновых кислот – основной этап молекулярной биологии. 
В настоящее время существует большое количество протоколов и методических 
рекомендаций для экстракции РНК и ДНК из разных групп организмов. От 
выбора соответствующего метода и в конечном итоге качества пробы РНК 
напрямую зависит результат проведения высокочувствительных методов, 
например полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР РВ). 
Сложности, возникающие при экстракции РНК из растительной ткани, связаны 
с присутствием в растениях большого количества вторичных метаболитов 
и полисахаридов. Проведено сравнение трех методов экстракции РНК из 
листьев растений картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Луговской с целью 
дальнейшего исследования экспрессии генов. Качество экстрагируемой РНК и 
ее количество оценивали спектрофотометрически, с помощью электрофореза 
в агарозном геле и применения метода кратных разведений для ПЦР в реальном 
времени. Показано, что для растений картофеля наиболее подходящим является 
коммерческий набор фирмы Qiagen из-за наименьшего ингибирующего влияния на 
протекание ПЦР, другие применяемые методы нуждаются в модификациях по 
очищению образца РНК от ингибиторов реакции. 

Ключевые слова: Solanum tuberosum L.; РНК; фенол; электрофорез; 
наноспектрофотометр; ПЦР в реальном времени.

Введение

Применение молекулярных методов позволяет решать как фундамен-
тальные, так и прикладные вопросы биологии. Данное направление в мето-
дологии появилось сравнительно недавно – в 1950-х гг. [1]. К настоящему 
времени доля молекулярных исследований продолжает стремительно увели-
чиваться, в том числе в области ботаники и физиологии растений. Исполь-
зование данных подходов позволяет определить не только систематическое 
положение организма, но и выявить дифференциальную экспрессию тех 
или иных групп генов в ответ на действие регуляторных факторов [2]. Про-
цесс экстракции РНК подразумевает следующие основные этапы – лизис 
(разрушение) клетки, экстракцию макромолекул и очистку РНК. Основные 
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способы их проведения описаны ещё в 1987 г. [3]. Однако из-за низкой по-
вторяемости экспериментов потребность в формировании оценки качества 
полученного препарата нуклеиновой кислоты для исследуемых образцов 
появилась только в начале 2000-х гг. [4–8]. В 2009 г. разработаны минималь-
ные требования для опубликования результатов ПЦР в реальном времени 
(ПЦР РВ) – MIQE (Minimum Information for publication of Quantitative real-
time Experiments), в которых также прописаны требования к образцам РНК 
и ДНК: допустимое присутствие примесей белков и полисахаридов, концен-
трация и целостность препарата [9]. Экстракция РНК необходима не только 
для проведения ПЦР РВ, но и для ряда других манипуляций (секвениро-
вание, определение вирусной нагрузки и т.д.), в ходе выполнения которых 
рекомендации могут быть дополнены. К примеру, для реализации задач, 
связанных с изучением полного транскриптома, необходимо получение об-
разца, характеризующегося не только высоким содержанием мРНК и корот-
ких интерферирующих последовательностей, но и отсутствием рибонуклеаз 
(РНКаз) и ингибиторов ПЦР [10]. Известно, что способ осуществления эта-
пов экстракции нуклеиновых кислот (НК) напрямую определяет параметры 
получаемого образца РНК [3, 9]. Среди методических статей, посвящённых 
молекулярным исследованиям в области физиологии растений, основной 
интерес уделяется способам экстракции тотальной РНК с использованием 
экстракционного буфера с сильным окислителем – гуанидинтиоционатом и 
фенолом (например, реагентов TRIzol™ и Tri Reagent® (Invitrogen, США)) 
[11, 12], LiCl и/или NaCl [13, 14], а также диоксида кремния, включая колон-
ки для центрифугирования (далее спин-колонки) фирм Qiagen (Германия), 
Norgen Biotek (Канада) и Invitrogen (США)) [15–17]. В основном при экс-
тракции коротких последовательностей из тканей различного происхожде-
ния оценивают эффективность методов, в которых применяются или фенол 
в составе буфера с кислым pH, или спин-колонки, или их совместное ис-
пользование [18–23]. 

Сложность экстракции НК определяется химическим составом растений, 
в связи с чем универсальных методологических рекомендаций для каждого 
вида растений не существует. Необходимо проводить сравнение методов 
экстракции для объектов-интересантов и при необходимости осуществлять 
модификации этапов, направленные на улучшение качества экстрагируемых 
препаратов НК; степень чистоты последних определяет корректность и до-
стоверность результатов молекулярных исследований и их практических 
приложений [6, 17, 24–28]. 

Относительно растений картофеля на данный момент не существует 
стандартного метода экстракции нуклеиновых кислот. В то же время кар-
тофель, являясь одним из важных объектов исследования, отличается вы-
соким содержанием полисахаридов, в связи с чем усложняется экстракция 
РНК высокого качества из его тканей. Нами впервые выполнено сравнение 
эффективности трёх методов экстракции РНК из листьев растений карто-
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феля в соответствии с рекомендациями MIQE [9] и с целью дальнейшего 
проведения ПЦР РВ. 

Материалы и методики исследования

В основе исследования лежали наиболее распространённые методы экс-
тракции РНК из листьев растений: с использованием (1) додецилсульфата 
натрия (SDS) и хлорида лития [13, 29], (2) коммерческого набора RNeasy® 
Plant Mini Kit [30] и (3) фенола с гуанидинтиоционатом в составе реагента 
TRIzol™ [11, 12].

Методы экстракции РНК оценены с точки зрения количественного вы-
хода препарата, качества получаемых нуклеиновых кислот и присутствия в 
образцах ингибиторов ПЦР. Выявление качества РНК и ее количественного 
выхода проведено с помощью спектрофотометрических критериев, электро-
форетического анализа и ПЦР в реальном времени.

Исследования проведены на двухнедельных растениях Solanum tuberosum L. 
среднеспелого сорта Луговской (идентификатор 8301891). Ткань листа из-
мельчали в жидком азоте, после чего тотальную РНК экстрагировали тремя 
методами. 

Первый метод описан Manickavelu et al. [13] и представлен в модифи-
кации Zlobin et al. [29] (далее метод Manickavelu et al.). Ткань листа (0,2 г) 
переносили в пробирку и добавляли 800 мкл экстракционного буфера (0,1 М 
Tris-HCl (pH 9,0), 0,1 M LiCl, 1 мM ЭДТА (pH 8,0), 1% SDS), перемешивали 
на центрифуге-вортексе Микроспин («BioSan», Латвия) в течение 1 мин, а 
затем инкубировали 10 мин при комнатной температуре, периодически пе-
ремешивая. Затем добавляли 600 мкл смеси фенол-хлороформ-изоамиловый 
спирт (ФХИ) в соотношении 25:24:1, перемешивали и инкубировали непро-
должительное время при комнатной температуре. Пробы центрифугировали 
10 мин при 15 000 g (4 °С) («Eppendorf», Германия). Надосадочную жид-
кость (450 мкл) переносили в новую пробирку и добавляли равный объем 
ФХИ, после чего смесь перемешивали и центрифугировали 15 000 g (4 °С). 
Супернатант (450 мкл) переносили в чистую пробирку и добавляли 45 мкл 
3М NaOAc и 1 350 мкл 100% этанола, после чего полученный раствор вы-
держивали 3 ч при –20 °C.

Образцы центрифугировали 20 мин при 15 000 g (4 °С), к осадку до-
бавляли 1 мл 75% этанола и инкубировали в течение 20 мин при –20 °С. 
После этого центрифугировали 5 мин 7 000 g (4 °С). Осадок, содержащий 
РНК, подсушивали на льду. Затем осадок растворяли в 45 мкл воды, цен-
трифугировали 15 мин 15 000 g (4 °С), отбирали 40 мкл супернатанта и пе-
реносили его в новую пробирку, в которую добавляли 11 мкл 3 М NaOAc 
и 100 мкл 80% этанола, инкубировали 45 мин и центрифугировали 15 мин 
15 000 g (4 °С). Промывали осадок 1 мл 80% этанола, центрифугировали 
5 мин 7 000 g (4 °С). Подсушивали осадок при 4 °C и растворяли его в воде. 

Сравнение методов экстракции РНК из растения картофеля
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Модификации метода [29] заключались в (1) последовательности добавления 
фенол-хлороформа и экстракционного буфера к растительному образцу (в ме-
тоде Manickavelu et al., растения напрямую подвергались лизирующему дей-
ствию фенол-хлороформа); (2) изменении температурного режима на этапе 
осаждения РНК, с –80 °С на –20 °С и увеличении продолжительности этапа 
с одного часа до трёх; (3) исключении стадии добавления LiCl к осаждённой 
РНК; (4) добавлен этап дополнительной очистки РНК после её экстракции, 
позволяющий снизить содержание нерастворимых примесей. Продолжитель-
ность экстракции данным методом составляет около 6 ч для 1–6 проб.

Второй анализируемый метод основан на применении коммерческого 
набора RNeasy® Plant Mini Kit [30] фирмы Qiagen (Германия). К растер-
той растительной ткани (0,1 г) добавляли 450 мкл экстракционного буфера 
(RLT или RLC) и тщательно перемешивали. Пробу переносили на колонку 
QIAshredder spin, центрифугировали 2 мин 15 000 g (4 °С). Надосадочную 
жидкость переносили в новую пробирку и добавляли 96% этанола объемом 
в два раза меньшим, чем объем супернатанта, и затем пипетировали. Про-
бу аккуратно помещали в колонку RNeasy Mini spin, центрифугировали 15 
с 8 000 g. Колонку сначала промывали 700 мкл буфера RW1, потом дважды 
500 мкл буфера RPE; в ходе каждого промывания колонку центрифугировали 
15 с, 15 с и 2 мин соответственно при 8 000 g. Колонку переносили в чистую 
пробирку на 2 мл и центрифугировали 1 мин 15 000 g (4 °С). Связанную с 
мембранной РНК элюировали 1 мин 8 000 g. Данный метод позволяет полу-
чать готовый продукт РНК за 30 мин, возможна одновременная экстракция 
большого количества проб, ограниченного вместимостью центрифуги.

Третий метод (далее – TRIzol™) основан на реакции фенола с гуанидин-
тиоционатом, состав буфера предложен Chomczynski и Sacchi [17], мето-
дические рекомендации приведены в следующей ссылке [18]. Для экстрак-
ции РНК с использованием реагента TRIzol™ навеску растительной ткани 
(0,2 г), переносили в пробирку и добавляли 0,5 мл буфера (38% фенол, во-
дный 0,8 М гуанидинтиоционат, водный 0,4 М аммонийтиоционат, водный 
0,1 М ацетат натрия (pH 5), 5% глицерин). Перемешивали на центрифуге-во-
ртексе Микроспин («BioSan», Латвия) и добавляли повторно 0,5 мл реагента. 
Инкубировали при комнатной температуре 10 мин. Добавляли 0,2 мл смеси 
хлороформа и изоамилового спирта в соотношении 24:1, перемешивали и 
инкубировали 2–3 мин. Центрифугировали 15 мин 12 000 g (4 °С). После 
разделения фракций верхнюю прозрачную фазу (~500 мкл) переносили в 
чистую пробирку, добавляли 50 мкл 3 М NaOAc и 500 мкл охлажденного 
изопропанола. Инкубировали 20 мин при –20 °С. После этого содержимое 
пробирки аккуратно перемешивали и центрифугировали 10 мин 12 000 g 
(4 °С). Осадок (РНК) промывали 75% этанолом. Центрифугировали 5 мин 
7 500 g (4 °С). Данную процедуру повторяли дважды. Подсушивали РНК 
при 4 °C. Осадок растворяли водой. Для одновременной экстракции РНК (до 
12 проб) данным методом требуется не менее 1,5 ч.
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Концентрацию РНК и примесей (белков, полисахаридов) оценивали при 
помощи спектрофотометра («Implen», Германия) при длинах волн 230, 260 
и 280 нм. 

Электрофоретическое разделение экстрагируемых нуклеиновых кислот 
проводили в 1,5% агарозном геле на основе TBE буфера (Tris base, борная 
кислота, ЭДТА, pH 8,0) с добавлением 2,5 мкл бромистого этидия (10 мг/мл). 
В лунки вносили разбавленный в 5 раз раствор РНК (суммарно 10 мкл) и 
2 мкл окрашивающего буфера (6X DNA Loading dye «Fermentas», Латвия).

Для предотвращения контаминации образцов РНК геномной ДНК пробы 
обработаны DNase I, RNase-free («Thermo Fisher Scientific», США). Реакция 
проведена согласно протоколу производителя: 2 мкл пробы РНК (2 мкг), 
2 мкл ДНКазы, 2 мкл буфера, смесь доводили до объема 20 мкл водой и 
инкубировали 30 мин при 37 °C, после чего добавляли 2 мкл 25 мМ ЭДТА и 
инкубировали 10 мин при 65 °C. Синтез кДНК проведен с использованием 
наборов реактивов MMLV RT kit («Евроген», Россия) при помощи праймера 
Oligo(dT)18. В пробирку вносили 5,5 мкл РНК, ранее очищенной ДНКазой, 
1 мкл праймера Oligo(dT)18 в концентрации 20 мкМ, перемешивали и осаж-
дали на центрифуге-вортексе Микроспин («BioSan», Латвия). Инкубирова-
ли 2 мин при 70 °C, охлаждали в термостате («Biosan», Латвия) и осаждали 
конденсат. Добавляли 11 мкл смеси, состоящей из 4 мкл 5х буфера для об-
ратной транскриптазы, 2 мкл dNTP (10 мМ каждого), 2 мкл DTT (20 мМ), и 
2 мкл обратной транскриптазы MMLV (100 ед./мкл). Смесь перемешивали и 
инкубировали 60 мин при 42 °C; реакции синтеза останавливали нагревани-
ем при 70 °C в течение 10 мин.

Для проведения ПЦР в реальном времени использовали праймеры для гена 
пролиндегидрогеназы, характеризующегося относительно высоким уровнем 
экспрессии в стандартных условиях. Транскрипт данного гена имеет сравни-
тельно небольшой размер – 2 000 п.н. Нуклеотидную последовательность гена 
деградации пролина PDH получали из базы данных NCBI (The National Center 
for Biotechnology Information, USA). Специфические праймеры (F (5`–3`) – 
ATAACTGCAATTTGTACACCA; R (5`–3`) – GGCGAAAAGTGGAAGCG) 
конструировали в программе Vector NTI 11 (Invitrogen, США), специфичность 
оценивали на веб-платформе Primer-BLAST [31].

Оценка уровней транскриптов генов проведена методом полимеразной 
цепной реакции в реальном времени после обратной транскрипции на ПЦР-
амплификаторе LightCycler`96 («Roche», Швейцария). Реакционная смесь 
объёмом 20 мкл содержала 4 мкл qPCRmix HS SYBR («Евроген», Россия), 
матрицу кДНК (4 мкл) предположительной концентрации 1, 10 и 100 нг в 
расчёте на одну реакцию; 0,3 мкМ прямого и обратного праймера. В каче-
стве отрицательного контроля вместо матрицы кДНК использовали воду, 
положительного – ДНК. 

Экстрагирование РНК каждым из 3 анализируемых методов проведено в 
2–4 повторностях на двух группах растений картофеля, состоящих не менее, 
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чем из 3 листьев среднего яруса. ПЦР-РВ проведено в трехкратной анали-
тической повторности для каждого из разведений: исходная концентрация 
кДНК (100 нг), разведенная в десять и сто раз соответственно.

Сравнение методов основывали на показателях качества препарата и ко-
личества экстрагируемой РНК; ПЦР в реальном времени (метод десятикрат-
ных разведений) использовали для выявления в препаратах РНК ингибито-
ров реакции, в качестве которых могут выступать различные полисахариды, 
металлы и РНКазы.

Результаты исследования и обсуждение

Нами оценены три метода экстракции РНК, первый основан на способ-
ности SDS и хлорида лития ингибировать активность РНКазы, второй – на 
взаимодействии НК с диоксидом кремния в коммерческих колонках (Qiagen, 
Германия), третий – с применением реагента TRIzol™ (Invitrogen, США), 
в котором сильный окислитель гуанидитиоционат совместно с фенолом в 
составе буфера выступают как лизирующий агент и ингибитор РНКаз. Из-
вестно, что фенол дополнительно ингибирует нуклеазы и упрощает депро-
теинизацию нуклеиновых кислот, но вместе с тем создает с НК устойчивые 
фенол-хиноновые комплексы, которые выпадают в осадок на этапе осажде-
ния РНК [32, 33] и тем самым снижают ее общий выход.

Анализируемые нами методы, прежде всего, отличаются продолжитель-
ностью экстракции РНК и применяемыми реагентами. Например, в первом 
методе из-за повторения этапов отмывания образца от солей хлорида лития 
этанолом и изопропанолом значительно увеличивается продолжительность 
экстракции; для удаления белков используется фенол-хлороформная смесь. 
Во втором методе для экстракции РНК использовали колонки (QIAshredder 
spin, RNeasy Mini spin, Qiagen, Германия). Данный метод является самым 
малозатратным по времени и исключает самостоятельное приготовление ре-
активов, что снижает риск загрязнения материала рибонуклеазами. 

Третий метод экстракции РНК с реагентом TRIzol™ основывается на 
применении фенола, среди компонентов буфера присутствуют также гуа-
нидинтиоционат и аммонийтиоционат, которые являются сильными окис-
лителями и ингибируют внутриклеточные и внеклеточные РНКазы. Данная 
методика характеризуется средней продолжительностью экстракции. 

Распространённые критерии качества РНК заключаются в оценке нукле-
иновых кислот методом электрофореза в агарозном геле. О высоком каче-
стве препарата свидетельствует присутствие трех выраженных полос. Для 
эукариотической РНК верхняя полоса представляет собой большую рибо-
сомальную РНК 28S/25S (рРНК) длиной около 4,8 т.п.н.; средняя полоса 
является 18S рРНК (около 2,0 т.п.н.) и третья полоса – 5,8S (154 н.) и 5S 
(117 н.) РНК. Транспортные РНК (73–93 н.) могут визуально и не обнаружи-
ваться. Наличие в геле нечётких полос или отношение интенсивности полос 
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28S:18S меньше 2:1 указывают на низкое качество выделенного препарата 
РНК [34].

Отсутствие визуального преобладания полосы рибосомальной 25S/28S 
РНК над 18S для препаратов РНК, экстрагированных первым методом 
(Manickavelu et al.), а также для одной из проб, полученной с помощью ко-
лонок RNeasy, свидетельствуют о низком качестве РНК (рис. 1). В то же 
время первый метод после проведения электрофореза позволил обнаружить 
на геле отдельные полосы, которые по своему размеру предположительно 
соответствуют тРНК, что, возможно, свидетельствует о щадящем воздей-
ствии реактивов на препарат РНК или о проведении более полной экстрак-
ции. К недостаткам первого метода относится высокое загрязнение РНК ге-
номной ДНК, которая впоследствии разрушалась на этапе ДНКазирования. 
Опираясь на соотношение 28S:18S, можно предположить, что третий метод 
способствовал экстрагированию наиболее качественной РНК. Об этом сви-
детельствует и чёткое разграничение на агарозном геле трех типов рРНК 
(28S,18S и 5S), что характерно также и для препарата, полученного набором 
RNeasy® Plant Mini Kit.

Рис. 1. Электрофорез нуклеиновых кислот в 1,5% агарозном геле:  
1 – РНК, экстрагированная согласно методу Manickavelu et al.; 2 – РНК,  

экстрагированная с использованием RNeasy® Plant Mini Kit  
(экстракционный буфер RLT или RLC); 3 – РНК, экстрагированная реагентом TRIzol™

[Fig. 1. Nucleic acid electrophoresis in 1.5 % agarose gel: 1 - RNA extracted  
by Manickavelu et al. method; 2 - RNA extracted by RNeasy® Plant Mini Kit  

(extraction buffer RLT or RLC); 3 - RNA extracted by TRIzol™ reagent]
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Дополнительный фактор, влияющий на целостность РНК, – наличие кон-
таминации образца рибонуклеазами. РНКазы активируются при разруше-
нии клеток, их ингибирование возможно низкими отрицательными темпера-
турами [22]. Для обнаружения примесей белков и полисахаридов в образце 
РНК используют спектрофотометрические характеристики – поглощение 
раствора РНК при 230, 260 и 280 нм [35, 36].

Количество РНК и степень её загрязнения (табл. 1) оценивали с помо-
щью спектрофотометра Implen 300 (Германия). В качестве контроля исполь-
зовали очищенную от РНКаз воду.

Таблица 1 [Table  1]
Концентрации препаратов РНК и оценка качества 

[Concentration and quality of RNA]

Методы
[Methods]

Концентрация 
РНК, нг/мкл

[Concentration of 
RNA, ng / μl]

Спектрофотометри-
ческие показатели 

качества РНК
[Spectrophotometric qual-

ity indicators of RNA]

Общий выход 
РНК, мкг

[The total yield 
of RNA, mcg]

А260/280
* А260/230

*

Manickavelu et al. 2 076 1,970 2,307 41,52
2 332 1,950 2,327 46,66

RNeasy® Plant 
Mini Kit

RLT 1 980 2,089 1,725 49,50
RLC 750 2,083 2,404 18,75

TRIzol™
1 344 1,931 1,626 80,64
1 720 1,955 1,614 103,20
1 482 1,966 1,843 88,92
1 436 1,935 1,693 86,16

* – Очищенная РНК имеет величины: А260/280 ≈ 1,7–2,0; А260/230 ≈ 2,0–2,2.
[* - Expected values for pure RNA is А260/280 ≈ 1.7-2; А260/230 ≈ 2.0-2.2].

Значения соотношений А260//280 и А260/230 отражают состав полученного об-
разца РНК. Соотношение А260/280 свидетельствует о степени загрязнения про-
бы белками, соотношение А260/230 – полисахаридами. Белки и полисахариды, 
связываясь с РНК, осаждают её, уменьшая общий выход РНК и ингибируя 
прохождение полимеразной цепной реакции (ПЦР) [32, 33]. Анализ соот-
ношений А260/280 и А260/230 показывает, что меньше всего белков и полисаха-
ридов содержат препараты РНК, экстрагируемые первым методом; высокая 
степень загрязнения белками и полисахаридами характерна для образцов 
РНК, экстрагированных третьим методом. В связи с этим можно отметить 
преимущество первого метода – отсутствие непосредственного контакта 
фенола с растительным материалом, что позволяет повысить качественный 
выход продукта. Количественная оценка показала, что наибольший выход 
РНК получен при использовании реагента TRIzol™. 

Следующий способ оценки качества РНК – проведение количественной 
ПЦР с кДНК в различных кратностях разбавления [38]. Степень ингибиро-
вания ПЦР показана на графиках (рис. 2), значения пороговых циклов пред-
ставлены в табл. 2. 
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Рис. 2. Кривая флуоресценции: A – метод Manickavelu et al.; B – RNeasy® Plant 
Mini Kit (RLT); C – реагент TRIzol™; чёрной линией обозначена цельная 

концентрация; пунктирной – разведение в 10 раз; серой – разведение в 100 раз
[Fig. 2. Fluorescence curve: A - method of Manickavelu et al.; B - RNeasy®  

Plant Mini Kit (RLT); C - TRIzol™ reagent; the black line indicates the native  
concentration; dashed line is 10-fold dilution; gray line is 100-fold dilution]
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Точка подъёма кривой флуоресценции от оси X является началом стадии экс-
поненциального роста, данное значение на оси абсцисс называют пороговым 
циклом (Cq); ось ординат отображает уровень флуоресценции, превышающий 
фоновую для данного прибора и отображающий накопление двухцепочечных 
структур (N). Начальное количество матрицы (N0) соответствовало цельной кон-
центрации, для которой определены Cq1, значения порогового цикла для кДНК и 
при разбавлении в 10 (Cq2) и 100 (Cq3) раз представлены ниже (см. табл. 2).

 (1)
                                                                        .
Деление N0 на 10 соответствует разведению концентрации, следователь-

но, N0 необходимо умножить на 10 или на 2 в степени 3,3:

 (2)

Основываясь на теоретических расчётах, разведение начальной концен-
трации матрицы кДНК в 10 раз приводит к смещению порогового цикла в 
норме на 3,3. Наши эмпирические данные (разница (∆) между пороговыми 
циклами) продемонстрированы в табл. 2.

Таблица 2 [Table  2]
Влияние кратности разведения на величину порогового цикла амплификации 

[The effect of multiple dilutions on quantitative cycle value]

Методы
[Methods] Cq1 Cq2 Cq3

Разница (∆) между 
пороговыми циклами

[The difference (∆) between 
quantification cycles]

∆Cq1-Cq2 ∆Cq2-Cq3

Manickavelu 
et al. 18,29±0,05 22,61±0,1 26,43±0,08 4,32 3,82

RNeasy® Plant 
Mini Kit 19,43±0,09 23,21±0,03 27,06±0,07 3,78 3,85
Trizol™ 18,18±0,02 22,58±0,05 26,34±0,11 4,4 3,76

Примечание. Пороговый или количественный цикл обозначается Cq или Ct. Индексы 
указывают на степень разведения кДНК: (1) – без разведения, (2) – 10-кратное, (3) – 
100-кратное.
[Note. Threshold or quantification cycle is denoted by Cq or Ct. Indexes indicate the degree of cDNA dilu-
tion: (1) - without dilution, (2) - 10-fold, (3) - 100-fold].

Отклонение в различии между пороговыми циклами от значения 3,3 сви-
детельствует о нарушении прохождения ПЦР и, следовательно, присутствии 
дополнительных соединений, влияющих на протекание реакции. Чем выше 
концентрация кДНК, используемая в ПЦР, тем больше ингибитора присут-
ствует в реакционной смеси, поэтому при последующих разведениях пода-
вление полимеразной цепной реакции снижалось.

Различия между пороговыми циклами для препарата РНК, полученного 
коммерческим набором RNeasy® Plant Mini Kit, в меньшей степени отклоня-

CqNN 20   

3,30 2 .
10

Cq+NN =   
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лись от значения 3,3 при разведении кДНК, следовательно, экстрагируемая 
РНК имела меньше примесей в растворе. Образцы, полученные двумя дру-
гими методами, характеризовались значительным отклонением от ∆Cq1-Cq2, 
что свидетельствует о присутствии в образцах остатков реагентов – фенола 
или солей.

Таким образом, метод Manickavelu et al. позволяет получить препарат 
РНК из растений картофеля с самой высокой степенью чистоты (по соот-
ношениям А260/280 и А260/230), но относительно низким количественным вы-
ходом (в среднем 220 мкг из 1 г растительной ткани). Применение реагента 
TRIzol™ способствовало экстракции большого количества РНК (в среднем, 
450 мкг из 1 г растительной ткани), однако значительно уступало по степени 
очистки другими методами. Качество и количество нуклеиновой кислоты, 
экстрагируемой коммерческим набором RNeasy® Plant Mini Kit, определя-
лось используемым буфером (RLT или RLC), средний выход РНК из 1 г рас-
тительной ткани составлял 340 мкг. 

Заключение

Проведено сравнение эффективности экстракции РНК из листьев кар-
тофеля тремя методами, основываясь на качественных и количественных 
характеристиках полученного препарата НК. Методы, требующие самосто-
ятельного приготовления реактивов, отличались времязатратностью и зна-
чительным риском контаминации, но являлись экономически эффективны-
ми. Показано, что применение метода с использованием реагента TRIzol™ 
нуждается в дополнительных способах очистки РНК от примесей, которые 
изменяют соотношения А260/280 и А260/230 для препарата РНК и негативно вли-
яют на протекание ПЦР РВ. Использование колонок коммерческого набо-
ра RNeasy® Plant Mini Kit значительно сокращает время экстракции РНК и 
способствует наиболее оптимальному протеканию реакции амплификации, 
однако не подходит для экстракции короткоразмерных мРНК. Производи-
тель Qiagen предусмотрел отдельные наборы для экстракции РНК длиной 
менее 200 нуклеотидов, например MiRNeasy Mini Kit. Метод, описанный 
Manickavelu et al., с модификациями, несмотря на его продолжительность, 
позволяет снизить степень загрязнения препарата РНК белками и полисаха-
ридами, а также визуализировать малые РНК в агарозном геле, что свиде-
тельствует о щадящем воздействии реактивов на препарат РНК, позволяю-
щем сохранить целостность молекул, или об осуществлении более полной 
экстракции. Однако для данного метода требуется дополнительная очистка 
от составляющих буфера и / или других реагентов, участвующих в экстрак-
ции, чтобы исключить ингибирование ПЦР РВ. 

Литература
1. Morange M. A new revolution? The place of systems biology and synthetic biology in the 

history of biology // The European Molecular Biology Organization reports. 2010. № 10. 
PP. S50–S53. doi: 10.1038 / embor.2009.156

Сравнение методов экстракции РНК из растения картофеля

https://dx.doi.org/10.1038%2Fembor.2009.156


134

2. ПЦР в реальном времени / Д.В. Ребриков, Г.А. Саматов, Д.Ю. Трофимов, П.А. Семенов, 
А.М. Савилова, И.А. Кофиади, Д.Д. Абрамов ; под ред. Д.В. Ребрикова. 3-е изд. М. : 
Бином. Лаборатория знаний, 2011. 223 с.

3. Wallace D.M. Precipitation of nucleic acids // Methods in enzymology. 1987. № 152. 
PP. 41–48. doi: 10.1016/0076-6879(87)52008-0

4. Swift G.H., Peyton M.J., MacDonald R.J. Assessment of RNA quality by semi-quantitative 
RT-PCR of multiple regions of a long ubiquitous mRNA // Biotechniques. 2000. № 28(3). 
PP. 524–531. doi: 10.2144/00283rr01

5. Imbeaud S., Graudens E., Boulanger V., Barlet X., Zaborski P., Eveno E., Mueller O., 
Schroeder A., Auffray C. Towards standardization of RNA quality assessment using user–
independent classifiers of microcapillary electrophoresis traces // Nucleic acids research. 
2005. № 33(6). PP. e56–e56. doi: 10.1093/nar/gni054

6. Simone F., Michael W.P. RNA integrity and the effect on the real-time qRT-PCR 
performance // Molecular Aspects of Medicine. 2006. № 27(2–3). PP. 126–139. doi: 
10.1016/j.mam.2005.12.003

7. Pérez-Novo C.A., Claeys C., Speleman F., Van Cauwenberge P., Bachert C., Vandesompele J. 
Impact of RNA quality on reference gene expression stability // Biotechniques. 2005. 
№ 39 (1). PP. 52–56. doi: 10.2144/05391BM05

8. Bustin S., Nolan T. Talking the talk, but not walking the walk: RT-qPCR as a paradigm for 
the lack of reproducibility in molecular // European Journal of Clinical Investigation. 2017. 
№ 10 (47). PP. 756–774. doi: 10.1111/eci.12801

9. Bustin S., Benes V., Garson J., Hellemans J., Huggett J., Kubista M., Mueller R., Nolan T., 
Pfaffl M., Shipley G., Vandesompele J., Wittwer C. The MIQE guidelines: minimum 
information for publication of quantitative real-time PCR Experiments // Clinical Chemistry. 
2009. № 55 (4). PP. 611–622. doi: 10.1373/clinchem.2008.112797

10. Schrader C., Schielke A., Ellerbroek L., Johne R. PCR inhibitors – occurrence, properties 
and removal // J. Appl Microbiol. 2012. №113. PP. 1014–1026. doi: 10.1111/j.1365-
2672.2012.05384.x

11. Chomczynski P., Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium 
thiocyanate-phenol-chloroform extraction // Anal Biochem. 1987. № 162(1). PP. 156–159. 
doi: 10.1016/0003-2697(87)90021-2

12. TRIzol™ reagent user guide. In: Thermo Fisher Scientific. URL: https://assets.thermofisher.
com/TFS-Assets/LSG/manuals/trizol_reagent.pdf (accessed: 16.03.2020).

13. Manickavelu A., Kambara K., Mishina K., Koba T. An efficient method for purifying high 
quality RNA from wheat pistils // Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2007. № 54. 
PP. 254–258. doi: 10.1016/j.colsurfb.2006.10.024

14. Mazzara M., James D.J. The influence of photoperiodic growth condition on isolation of 
RNA from strawberry (Fragaria × ananassa duch.) tissue // Mol Biotechnol. 2000. № 15. 
PP. 237–241. doi: 10.1385/MB:15:3:237

15. Liu L., Han R., Yu N., Zhang W., Xing L., Xie D., Peng D. A method for extracting high-
quality total RNA from plant rich in polysaccharides and polyphenols using Dendrobium 
huoshanense // PLoS ONE. 2018. № 13(5). P. e0196592. doi: 10.1371/journal.pone.0196592

16. Yaffe H., Buxdorf K., Shapira I., Ein-Gedi S., Zvi M.M.-B., Fridman E., Moshelion M., 
Levy M. LogSpin: a simple, economical and fast method for RNA isolation from infected 
or healthy plants and other eukaryotic tissues // BMC research notes. 2012. № 5. P. 45. doi: 
10.1186/1756-0500-5-45

17. Yang Y., Moore M.J., Brockington S.F., Timoneda A., Feng T., Marx H.E., Walker J.F., 
Smith S.A. An efficient field and laboratory workflow for plant phylotranscriptomic projects 
// Applications in plant sciences. 2017. № 5 (3). P. 1600128. doi: 10.3732/apps.1600128

18. Pearson J.D., Trcka D., Hyduk S.J., Aynaud M.-M., Hernández J.J., Peidis F., Lu S., 
Chan K., Woodgett J., Mazzulli T., Attisano L., Pelletier L., Cybulsky M.I., Wrana J.L., 

О.К. Мурган, А.Д. Казакова, М.В. Ефимова

https://doi.org/10.1016/0076-6879(87)52008-0
https://doi.org/10.2144/00283rr01
https://doi.org/10.1093/nar/gni054
https://doi.org/10.1016/j.mam.2005.12.003
https://doi.org/10.2144/05391BM05
https://doi.org/10.1111/eci.12801
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112797
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x
https://doi.org/10.1016/0003-2697(87)90021-2
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/trizol_reagent.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/trizol_reagent.pdf
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2006.10.024
https://doi.org/10.1385/MB:15:3:237
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196592
https://doi.org/10.1186/1756-0500-5-45
https://doi.org/10.1186/1756-0500-5-45
https://doi.org/10.3732/apps.1600128


135

Bremner R. Comparison of SARS-CoV-2 indirect and direct detection methods // BioRxiv. 
2020. Preprint. doi:10.1101/2020.05.12.092387

19. Pritchard C., Cheng H., Tewari M. MicroRNA profiling: approaches and considerations // 
Nature Reviews Genetics. 2012. № 13. PP. 358–369. doi: 10.1038/nrg3198

20. Castoldi M., Benes V., Hentze M.W., Muckenthaler M.U. MiChip: a microarray platform 
for expression profiling of microRNAs based on locked nucleic acid (LNA) oligonucleotide 
capture probes // Methods. 2007. № 43 (2). PP. 146–152. doi: 10.1016/j.ymeth.2007.04.009

21. Podolska A., Kaczkowski B., Litman T., Fredholm M., Cirera S. How the RNA isolation 
method can affect microRNA microarray results // Acta Biochimica Polonica. 2011. 
№ 58 (4). PP. 535–540. doi: 10.18388/abp.2011_2221

22. Accerbi M., Schmidt S.A., De Paoli E., Park S., Jeong D.H., Green P.J. Methods for isolation 
of total RNA to recover miRNAs and other small RNAs from diverse species // Methods in 
Molecular Biology. 2010. № 592. PP. 31–50. doi: 10.1007/978-1-60327-005-2_3

23. Häntzsch M., Tolios A., Beutner F., Nagel D., Thiery J., Teupser D., Holdt L.M. Comparison 
of whole blood RNA preservation tubes and novel generation RNA extraction kits for 
analysis of mRNA and MiRNA profiles // PLOS ONE. 2014. № 9 (12). P. e113298. doi: 
10.1371/journal.pone.0113298

24. Luypaert G., Witters J., Van Huylenbroeck J., De Clercq P., De Riek J., De Keyser E. 
Induced expression of selected plant defence related genes in pot azalea, Rhododendron 
simsii hybrid // Euphytica. 2017. № 213(10). P. 227. doi: 10.1007/s10681-017-2010-5

25. Abdel-Latif A., Osman G. Comparison of three genomic DNA extraction methods to obtain 
high DNA quality from maize // Plant Methods. 2017. № 13(1). P. 1. doi: 10.1186/s13007-
016-0152-4

26. Fasiludeen N., Narayanannair A., Appukuttannair G., Kalluvettankuzhy K.S. High-quality 
RNA extraction from small cardamom tissues rich in polysaccharides and polyphenols // 
Analytical Biochemistry. 2015. № 485. PP. 25–27. doi: 10.1016/j.ab.2015.05.017

27. Ranatunge I., Adikary S., Dasanayake P., Fernando C.D., Soysa P. Development of a rapid 
and simple method to remove polyphenols from plant extracts // International Journal of 
Analytical Chemistry. 2017. № 2017. PP. 1–7. doi: 10.1155/2017/7230145

28. Gupta P., Salava H., Sreelakshmi Y., Sharma R. A low-cost high-throughput method for 
plant genomic DNA isolation // Cereal Genomics. Methods in Molecular Biology. Humana, 
New York, 2020. Vol. 2072. PP. 1–7. doi: 10.1007/978-1-4939-9865-4_1

29. Zlobin I.E., Pashkovskiy P.P., Kartashov A.V., Nosov A.V., Fomenkov A.A., Kuznetsov V.V. 
The relationship between cellular Zn status and regulation of Zn homeostasis genes in plant 
cells // Environmental and Experimental Botany. 2020. Vol. 176. P. 104104. doi: 10.1016/j.
envexpbot.2020.104104

30. Quick-Start Protocol RNeasy® Plant Mini Kit. In: QIAGEN. URL: https://www.qiagen.
com/jp/ (accessed: 16.03.2020).

31. Primer-BLAST // NCBI. URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (accessed:  
16.03.2020).

32. Shu C., Sun S., Chen J., Zhou E. Comparison of different methods for total RNA extraction 
from sclerotia of Rhizoctonia solani // Electronic Journal of Biotechnology. 2014. № 17. 
PP. 50–54. doi: 10.1016/j.ejbt.2013.12.009

33. Prasanta K.D. High quality RNA isolation from polyphenol-, polysaccharide- and protein-
rich tissues of lentil (Lens culinaris) // 3 Biotech. 2013. № 3 (2). PP. 109–114. doi: 10.1007/
s13205-013-0171-z

34. Aranda P.S., LaJoie D.M., Jorcyk C.L. Bleach gel: a simple agarose gel for analyzing RNA 
quality // Electrophoresis. 2012. № 33 (2). PP. 366–369. doi: 10.1002/elps.201100335

35. De Keyser E., Desmet L., Losschaert M., De Riek J. A General protocol for accurate 
gene expression analysis in plants // Quantitative Real-Time PCR. Methods in Molecular 
Biology.  Humana, New York, 2020. Vol. 2065. doi: 10.1007/978-1-4939-9833-3_9

Сравнение методов экстракции РНК из растения картофеля

https://doi.org/10.1101/2020.05.12.092387
https://doi.org/10.1038/nrg3198
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2007.04.009
https://doi.org/10.18388/abp.2011_2221
https://doi.org/10.1007/978-1-60327-005-2_3
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0113298
https://doi.org/10.1007/s10681-017-2010-5
https://doi.org/10.1186/s13007-016-0152-4
https://doi.org/10.1186/s13007-016-0152-4
https://doi.org/10.1016/j.ab.2015.05.017
https://doi.org/10.1155/2017/7230145
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9865-4_1
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2020.104104
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2020.104104
https://www.qiagen.com/jp/
https://www.qiagen.com/jp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2013.12.009
http://dx.doi.org/10.1007/s13205-013-0171-z
http://dx.doi.org/10.1007/s13205-013-0171-z
https://doi.org/10.1002/elps.201100335
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9833-3_9


136

36. Japelaghi R.H., Haddad R., Garoosi G. Rapid and efficient isolation of high quality nucleic 
acids from plant tissues rich in polyphenols and polysaccharides // Mol Biotechnol. 2011. 
№ 49. PP. 129–137. doi: 10.1007/s12033-011-9384-8

37. Die J.V., Román B. RNA quality assessment: a view from plant qPCR studies // Journal of 
Experimental Botany. 2012. № 63(17). PP. 6069–6077. doi: 10.1093/jxb/ers276

38. Wieczorek D., Delauriere L., Schagat T. Methods of RNA quality assessment. In: Promega 
corporation web site. URL: https://worldwide.promega.com/resources/pubhub/methods-
of-rna-quality-assessment (accessed: 16.03.2020)

Поступила в редакцию 04.04.2020 г.; повторно 12.07.2020 г.; 14.08.2020 г.
принята 19.08.2020 г.; опубликована 25.09.2020 г.

Авторский коллектив:
Мурган Ольга Константиновна – аспирант кафедры физиологии растений, биотехнологии и био-
информатики, Биологический институт, Национальный исследовательский Томский государствен-
ный университет (Россия, 634050, г. Томск, пр. Ленина, 36).
ORCID iD: https://orcid.org/0000-0001-7535-0441
E-mail: reborn_rinni@mail.ru
Казакова Анна Дмитриевна – студентка кафедры физиологии растений, биотехнологии и биоин-
форматики, Биологический институт, Национальный исследовательский Томский государственный 
университет (Россия, 634050, г. Томск, пр. Ленина, 36).
E-mail: a.kazakova99@mail.ru
Ефимова Марина Васильевна – канд. биол. наук, доцент кафедры физиологии растений, биотех-
нологии и биоинформатики, Биологический институт, Национальный исследовательский Томский 
государственный университет (Россия, 634050, г. Томск, пр. Ленина, 36).
E-mail: stevmv555@gmail.com
ORCID iD: https://orcid.org/0000-0001-9703-9304

Для цитирования: Мурган О.К., Казакова А.Д., Ефимова М.В. Сравнение методов экстракции РНК 
из растения картофеля для проведения ПЦР в реальном времени // Вестн. Том. гос. ун-та. Биология. 
2020. № 51. С. 123–140. doi: 10.17223/19988591/51/7

For citation: Murgan OK, Kazakovа AD, Efimova MV. Comparison of methods for RNA extraction from 
potato plants for real-time PCR. Vestnik Tomskogo gosudarstvennogo universiteta. Biologiya = Tomsk State 
University Journal of Biology. 2020;51:123-140. doi: 10.17223/19988591/51/7 In Russian, English Summary

Olga K. Murgan, Anna D. Kazakovа, Marina V. Efimova
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Comparison of methods for RNA extraction  
from potato plants for real-time PCR

Molecular methods allow solving both fundamental and applied problems of biology. 
The use of these methods makes it possible to determine not only the systematic position 
of the organism, but also to reveal the differential expression of certain groups of genes 
in response to the action of regulatory factors. RNA extraction involves the following 
main stages: cell lysis (destruction), deproteinization and RNA purification. The main 
methods for their implementation were described in 1987, and in 2009 the minimum 
requirements for publishing the results of real-time PCR (RT-PCR) - MIQE (Minimum 
Information for publication of Quantitative real-time Experiments) were developed. 
There are requirements for RNA samples and DNA– allowable presence of protein and 
polysaccharide contaminants, concentration and integrity of the nucleic acid sample.

Nucleic acid extraction is a major step in molecular biology. Currently, a large number 
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of protocols and guidelines for the extraction of RNA and DNA from different groups 
of organisms are described. Among the methodological articles devoted to molecular 
research in the field of plant physiology, interest is mainly focused on methods for the 
extraction of total RNA using phenol in a buffer with a low pH value (for example, TRIzol 
™ and Tri Reagent® reagents (Invitrogen, USA)), chloride lithium and / or sodium 
chloride, as well as silicon dioxide (including columns for centrifugation from companies 
such as Qiagen (Germany), Norgen Biotek (Canada) and Invitrogen (USA)).

The complexity due to extraction is directly determined by the general chemical 
composition of the plant. There are no universal methodological recommendations 
for each type of plant; therefore, researchers are forced to carry out comparative 
analysis of extraction methods based on their own research objects and, if necessary, 
carry out stage modifications aimed at improving the quality of the nucleic acid 
preparations released, since their purity depends on the correctness and reliability 
of the results of molecular studies and their practical applications. The high content 
of polysaccharides in plants complicates the isolation and purification of total RNA. 
Their excessive content in RNA disrupts the optimal real-time PCR and can lead to 
an erroneous assessment of the level of expression of target genes. There is a need 
to assess the quality of the obtained nucleic acid preparation for the test samples 
due to the low repeatability of the experiments. Regarding potato plants, there is 
currently no standard method for extracting nucleic acids. At the same time, potato, 
being one of the important objects of study, is characterized by a high content of 
polysaccharides, which complicates the extraction of high-quality RNA from potato 
tissues. In this connection, for the first time, we compared the effectiveness of the 
three methods of RNA extraction from the leaves of potato plants with the aim of 
subsequent real-time PCR in accordance with the recommendations of MIQE. The 
first method is based on the use of a surfactant - SDS and a monovalent metal salt 
- lithium chloride to inhibit the activity of Rnase. This method was described by 
Manickavelu et al. in 2007 and modified by a team of scientists from the Institute of 
Plant Physiology of the Russian Academy of Sciences in 2020. The second is based 
on the mechanism of binding nucleic acids with silica gel membrane in commercial 
columns RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) in the presence of chaotropic. 
The third is based on using the TRIzol ™ reagent in which phenol with a strong 
oxidizing agent - guanidine thiocyanate is included in the extraction buffer and act as 
a lysing agent and an RNase inhibitor.

To assess the quality of total RNA, the following was used: (1) agarose gel 
electrophoresis, which demonstrates the integrity of RNA; (2) measuring the concentration 
of RNA and evaluating the ratios (A260/280 and A260/230) with a spectrophotometer, which 
indicates the RNA yield and the degree of purification of the sample from proteins and 
polysaccharides; and (3) real-time PCR using the ten-fold dilution method to detect the 
presence of additional compounds in RNA samples that affect the functioning of the 
enzymes and as a consequence, the efficiency of the reaction.

In the process of choosing the method of RNA extraction, it is important to take into 
account not only the chemical composition of the reagents, but also the requirements for 
the method, such as the quantitative yield of the obtained RNA, duration of extraction, 
throughput, or quality of the final reaction product.

Methods requiring self-preparation of reagents, the first (Manickavelu et al.) and the 
third methods (using the TRIzol ™ reagent), were time consuming and had a significant 
risk of contamination, but were more cost effective. In addition, they were distinguished 
by the need to use phenol, which forms stable complexes with nucleic acids as a result of 
the oxidation reaction. These compounds can lead to darkening of the sample, reduce the 
total quantitative yield of RNA and inhibit key enzymes for real-time PCR.
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During our research, we demonstrated that the use of the TRIzol™ reagent needs 
additional steps for RNA purifying from impurities, which negatively affects the ratios 
A260/280 and A260/230 for the RNA (See Table 1) and optimal real-time PCR (See Table 2 and 
Fig. 2). The use of the commercial RNeasy® Plant Mini Kit spin-columns significantly 
reduces the time of RNA extraction and contributes to the most optimal amplification 
reaction (See Table 2 and Fig. 2), but is not suitable for the extraction of short-sized 
mRNAs. The Manickavelu`s method, despite its duration, allows to reduce the degree 
of contamination of the RNA with proteins and polysaccharides (See Table 1), as well 
as visualizes small RNAs in an agarose gel (See Fig. 1), which indicates the sparing 
effect of the reagents on the RNA and allows to preserve the integrity of the molecules 
or a more complete extraction. However, this method requires additional purification 
from the components of the buffer and/or other reagents involved in the extraction in 
order to exclude inhibition of real-time PCR.

The paper contains 2 Figures, 2 Tables and 38 References.
Key words: Solanum tuberosum L.; RNA; phenol; electrophoresis; 

nanospectrophotometer; Real-time PCR.
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Особенности накопления Cd и Ni лиственницей Сукачева 
(Larix sukaczewii Dyl.) в условиях техногенеза

Работа выполнена в рамках государственного задания Минобрнауки 
России № 075-00326-19-00 по теме АААА-А18-118022190102-3. 

Часть результатов получена с использованием оборудования 
Регионального центра коллективного пользования «Агидель».

Изучены особенности накопления и распределения тяжелых металлов 
(кадмия и никеля) в надземных и подземных органах лиственницы Сукачева (Larix 
sukaczewii Dyl.) в условиях Стерлитамакского промышленного центра. Проведена 
сравнительная оценка относительного жизненного состояния санитарно-
защитных лиственничных лесонасаждений, расположенных в непосредственной 
близости от промышленной зоны города и в зоне условного контроля. Выявлено, 
что повышение концентрации металлов в почве приводит к увеличению 
их содержания в хвое, ветвях и корневой системе деревьев. В подземной 
части никель в основном аккумулируется поглощающими корнями, кадмий – 
поглощающими и полускелетными. В надземной части концентрация металлов в 
ветвях выше, чем в хвое. В то же время у здоровых деревьев сохранена барьерная 
функция корневой системы, препятствующая избыточному поступлению 
поллютантов в надземные органы, у ослабленных деревьев барьерная функция 
снижена. Изучение корненасыщенности почвенного покрова показало, что в зоне 
условного контроля на глубине 0–20 см масса поглощающих корней достигает 
78,51±4,10 г/м2. В зоне влияния Стерлитамакского промышленного центра с 
повышением уровня тяжелых металлов в грунте происходит снижение доли 
поглощающих корней: у здоровых деревьев в 2 раза, у ослабленных – в 2–3 раза. 
На загрязненном участке наблюдаются внешние признаки угнетения деревьев: 
уменьшение густоты кроны на 20–25%, увеличение количества мертвых ветвей 
до 25–30%, поражение ассимиляционного аппарата хлорозами и некрозами 
до 15%. Деревья, относящиеся к категории «ослабленные», составляют 55% 
древостоя, а сухостой достигает 10%.

Ключевые слова: тяжелые металлы; санитарно-защитные 
лесонасаждения; относительное жизненное состояние древостоя; 
корненасыщенность почвы; Стерлитамакский промышленный центр; 
Предуралье.
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Введение

Среди загрязнителей промышленно развитых территорий особую опас-
ность представляют тяжелые металлы (ТМ), так как в отличие от органиче-
ских веществ они не подвергаются процессам разложения и легко переходят 
из одной среды в другую [1]. В составе выбросов ТМ способны рассеивать-
ся на десятки километров и затем оседать, загрязняя почвенный покров. 
Дальнейшая миграция и перераспределение поллютантов в компонентах 
экосистем зависят от многих природных факторов, а также от интенсивно-
сти техногенеза. С повышением концентрации тяжелые металлы становятся 
токсичными для живых организмов [2, 3].

Одним из эффективных способов оздоровления окружающей среды за-
грязненных территорий является создание санитарно-защитных лесонасаж-
дений, которые способствуют осаждению аэрополлютантов, а также погло-
щению токсикантов из почвы. Однако выполнение в течение длительного 
времени функции фитофильтра негативно сказывается на жизненном состо-
янии самих деревьев, вследствие чего могут наблюдаться такие явления, как 
замедление их роста и развития, преждевременное частичное усыхание, а 
также общее ослабление всего древостоя [4–7]. Результаты исследований по 
изучению поглотительной способности разных видов древесных растений и 
их реакции на действие ТМ позволяют выявлять перспективные виды-фито-
ремедиаторы [8–12], а также прогнозировать устойчивость лесных насажде-
ний и проектировать лесохозяйственные мероприятия [13–16]. 

На территории Республики Башкортостан во второй половине XX сто-
летия при формировании санитарно-защитных зон вокруг городов широко 
применялась лиственница Сукачева (Larix sukaczewii Dyl.) [17, 18]. Попу-
лярность данного представителя семейства Pinaceae Lindl. связана с такими 
характеристиками, как быстрый рост и морозоустойчивость. В то же время 
адаптационные возможности вида к повышенному содержанию ТМ в окру-
жающей среде остаются малоизученными. Недостаточно сведений и по ак-
кумуляции металлов в различных органах лиственницы Сукачева.

Цель данного исследования – выявить особенности накопления и распре-
деления тяжелых металлов (Cd и Ni) лиственницей Сукачева и оценить от-
носительное жизненное состояние древостоя в условиях Стерлитамакского 
промышленного центра.

Материалы и методики исследования

Район исследования расположен на стыке Предбельского лесостепного и 
Предуральского степного района. Средняя годовая температура воздуха со-
ставляет 3,2 °С, среднее годовое количество осадков – 498,9 мм. Преимуще-
ственное направление ветра – южное (35%). Почвообразующими породами 
служат делювиальные и аллювиально-делювиальные отложения. В почвен-
ном покрове преобладают черноземы типичные и выщелоченные [19, 20].
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Город Стерлитамак (53°38'00''N, 55°57'00''E) характеризуется относительно 
высокой техногенной нагрузкой, свойственной территориям с развитой хими-
ческой и нефтеперерабатывающей промышленностью. Крупные производ-
ственные объекты сосредоточены в северной части города. На сегодняшний 
день загрязнение атмосферного воздуха и почвенного покрова в Стерлитамаке, 
в первую очередь, связано с работой таких предприятий, как «Башкирская со-
довая компания», «Синтез-Каучук», «Стерлитамакский нефтехимический за-
вод», «ХайдельбергЦементРус». Кроме того, вклад в загрязнение компонентов 
окружающей среды вносят предприятия машиностроения, электроэнергетики 
и автотранспорта. За последние 20 лет общий объем валовых выбросов по го-
роду варьировал в пределах 54–119 тыс. тон в год. При этом наиболее высокие 
показатели (более 100 тыс. т в год) приходились на 2000 г. и период с 2006 по 
2011 г. Начиная с 2012 г. наблюдается постепенное снижение объема валовых 
выбросов. Несмотря на это, плотность выбросов загрязняющих веществ от ста-
ционарных и передвижных источников на территории Стерлитамака остается 
самой высокой среди городов республики и в 2018 г. составила 5,63 т в расчете 
на 1 га. Количество твердых загрязняющих веществ, выброшенных в атмосфе-
ру, составило 1,88 тыс. т/год [21]. Специфика производственных процессов 
обусловливает высокое содержание в выбросах оксида кальция (до 0,56 тыс. 
т/год) и неорганической пыли (до 0,50 тыс. т/год). Периодически регистри-
руются превышения предельно допустимых концентраций в 3–4 раза по 
бенз(а)пирену, формальдегиду, этилбензолу, аммиаку, сероводороду, ксило-
лам, взвешенным веществам; в 2–3 раза – по хлориду водорода, оксиду угле-
рода, оксиду азота, диоксиду азота, диоксиду серы, фенолу. Как известно, 
в результате функционирования предприятий нефтехимической отрасли в 
воздушный бассейн поступает более 200 специфических поллютантов, сре-
ди которых особо опасными считаются канцерогены. К их числу относят-
ся в том числе кадмий и никель [22]. Согласно санитарно-гигиеническому 
мониторингу, многолетние показатели концентрации никеля в атмосферном 
воздухе г. Стерлитамак находятся в пределах нормы. Кадмий не входит в 
перечень определяемых загрязнителей. В почвенном покрове на территории 
города валовые формы никеля, кадмия, свинца, меди и цинка превышают 
фоновые концентрации в 1,2–2,5 раза [23]. 

Санитарно-защитные полосы с участием лиственницы Сукачева распо-
ложены в северной и южной части города. При создании лиственничных 
культур использован однородный в генетическом отношении посадочный 
материал из питомника. Исследования проведены в 2007–2018 гг. на двух 
постоянных пробных площадях (ППП). Закладка и описание пробных пло-
щадей выполнены по общепринятым методикам [24, 25]. ППП заложены на 
однородных по почвенно-эдафическим условиям участках в одновозрастных 
(около 55 лет) и чистых по составу древостоях. ППП № 1 размером 20×50 м – 
в 1–2 км от источников нефтехимического и химического загрязнения Стер-
литамакского промышленного центра (рис. 1). Общая длина санитарно-за-

Особенности накопления Cd и Ni лиственницей Сукачева
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щитного лиственничного лесонасаждения – 500 м, ширина – 30 м. ППП № 2 
размером 18×50 м – в зоне условного контроля (25 км от промышленной 
зоны). Общая длина данного санитарно-защитного лесонасаждения – 800 м, 
ширина – 30 м. Уровень залегания грунтовых вод на исследуемых участках 
– высокий (1,2 м) [19].

Рис. 1. Местоположение постоянных пробных площадей на территории г. Стерлитамак.
Условные обозначения: 1 – постоянная пробная площадь в условиях  

промышленного центра; 2 – постоянная пробная площадь в зоне  
условного контроля;   – промышленная зона

[Fig. 1. Location of permanent trial plots in the city of Sterlitamak.
Legend: 1 - Permanent trial plot in the industrial center; 2 - Permanent trial plot  

in the area of conditional control;    - Industrial zone]

Для определения лесотаксационных параметров лиственничных насаж-
дений применен метод сплошных перечетов на ППП. В течение 12 лет в 
эксперименте задействовали по 110 модельных экземпляров на участок. 
У каждой лиственницы измеряли высоту с помощью высотомера «Haglof 
Electronic Clinometer» (Швеция), а также диаметр ствола на высоте 1,3 м. 
Средний диаметр элемента леса определяли через среднюю площадь се-
чения: сумма площадей сечений модельных экземпляров поделена на их 
общее количество. Средняя высота древостоя установлена по графику вы-
сот для среднего диаметра. График высот построен на основании замеров у 
20 деревьев. Краткая таксационная характеристика изученных насаждений 
представлена в табл. 1. 

Относительное жизненное состояние деревьев определяли по методике 
В.А. Алексеева [26], согласно которой проведена визуальная оценка таких 
диагностических признаков как густота кроны (в % от нормальной густо-
ты), наличие на стволе мертвых сучьев (в % от общего количества сучьев на 
стволе), степень повреждения хвои токсикантами, патогенами и насекомы-



145

ми (средняя площадь в % от площади хвои). Категория жизненного состо-
яния отдельного дерева определена по вспомогательной таблице (табл. 2). 

Таблица 1 [Table  1]
Краткая таксационная характеристика насаждений лиственницы Сукачева (Larix 

sukaczewii Dyl.) в условиях промышленного центра и в зоне условного контроля 
[Brief taxation characteristics of Larix sukaczewii Dyl. plantations  

in the industrial center and in the area of conditional control] (M±SD) 

Состав 
[Stand composition]

Класс возраста
[Age class]

Диаметр, см 
[Diameter, cm]

Высота, м
[Height, m]

Класс 
бонитета

[Quality class]
В условиях промышленного центра [In the industrial center]

10Ls III 17,60±0,4 20,90±0,6 I
В зоне условного контроля [In the area of conditional control]

10Ls III 20,80±0,8 23,10±1,0 I
Примечание [Note]: Ls – Larix sukaczewii

Таблица 2 [Table  2]
Вспомогательная таблица для определения категорий деревьев (Алексеев, 1990)

[Auxiliary table for determining categories of trees (Alekseev, 1990)]

Категория дерева
[Category]

Диагностические признаки [Diagnostic features]

Густота кроны
[Crown density], %

Наличие мертвых
сучьев

[Dry branches], %

Степень повреж-
дения листьев

[Leaf damage 
degree], %

Здоровое [Healthy] 86–100 0–15 0–10
Ослабленное [Weakened] 56–85 16–45 11–45
Сильно ослабленное
[Strongly weakened] 21–55 46–70 46–65
Отмирающее [Dying] 1–20 71–99 71–100
Сухое [Dead] 0 100 Нет листьев 

[No leaves]

После суммирования количества деревьев по категориям проведена 
оценка относительного жизненного состояния всего насаждения по следу-
ющей формуле:

где LN – относительное жизненное состояние древостоя, рассчитанное по 
числу деревьев; n1 – число здоровых деревьев на пробной площади; n2, n3, 
n4 – то же для ослабленных, сильно ослабленных и отмирающих деревьев 
соответственно; 100, 70, 40, 5 – коэффициенты, выражающие (в процентах) 
жизненное состояние здоровых, ослабленных, сильно ослабленных и отми-
рающих деревьев; N – общее число деревьев на пробной площади (включая 
сухостой).

При показателе от 100 до 80% древостой оценивался как «здоровый», 
79–50% – «ослабленный», 49–20% – «сильно ослабленный», 19% и ниже – 
«полностью разрушенный». 

1 2 3 4100 70 40 5 ,N
n + n + n + nL =

N
     

Р.Х. Гиниятуллин, З.Б. Бактыбаева
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Исследование насыщенности почвы поглощающими корнями прове-
дено методом монолита [27]. Траншеи (почвенные разрезы) на пробных 
площадях заложены перпендикулярно направлению роста горизонтальных 
корней. В связи с тем, что расстояние между рядами деревьев составляло 
1,7 м, а между деревьями в ряду 2,0 м, почвенные разрезы расположены на 
удалении 0,7 м от ствола. Все почвенные разрезы имели одинаковые разме-
ры – 1×1 м. Глубина траншеи – 1 м. В каждой траншее заложено по 10 по-
чвенных монолитов размером 10×10×10 см. Выборка корней при помощи 
пинцета с последующей отмывкой водой. Дробность фракций: менее 1 мм в 
диаметре (поглощающие корни), 1–3 мм (полускелетные корни), более 3 мм 
(скелетные корни). Масса поглощающих корней определена в воздушно-су-
хом состоянии на электронных лабораторных весах «ВЛТЭ-150» (Россия). 
Корненасыщенность почвы определена на единицу площади горизонталь-
ной поверхности (г/м2).

Для изучения содержания металлов ежегодно в течение вегетационного 
сезона (июнь–август) проводили многократный повторный отбор проб хвои, 
ветвей и корней. Пробы отбирали после пятидневного сухого бездождевого 
периода. Образцы хвои и ветвей собирали из верхней, средней и нижней 
части кроны деревьев со стороны источника загрязнения. Далее из точечных 
проб одного дерева составлялась усредненная проба. Отмывку хвои и веток 
не проводили [28]. В лабораторных условиях растительные образцы высу-
шивали до воздушно-сухого состояния. В дальнейшем пробы хвои, веток и 
корней тщательно измельчали в агатовых ступках и с помощью мельницы. 

На тех же пробных площадях одновременно с растительными отбирали 
почвенные пробы с глубины 0–20 см. Вокруг одного дерева пробы отбирали 
в 5 повторностях – в точках, равноудаленных друг от друга, независимо от 
сторон света. Далее образцы объединяли путем квартования в одну усред-
ненную пробу. В лабораторных условиях почвенные образцы высушивали 
до воздушно-сухого состояния, перетирали в фарфоровой ступке и просеи-
вали через капроновое сито с размером ячеек 1 мм. 

Пробоподготовка проведена с использованием мокрого озоления в кон-
центрированной HNO3. Пробы анализировали на содержание Cd и Ni на 
атомно-абсорбционном спектрометре «ZEEnit-650» (Германия) [29]. В по-
чвенных образцах определяли массовые концентрации валовых и подвиж-
ных форм металлов, извлекаемые ацетатно-аммонийным буфером с рН=4,8. 
Всего проанализировано 648 проб хвои, 648 проб ветвей, 600 проб корней и 
360 проб почвы. Кроме того, в почвенных образцах определяли величину рН 
солевой вытяжки (KCl) потенциометрическим методом.

Статистическая обработка данных выполнена с помощью пакета про-
граммы Microsoft Office Excel. Данные представлены в виде средней ариф-
метической ± стандартное отклонение (M ± SD). Оценка статистической 
значимости различий проведена согласно t-критерию Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05. 
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Результаты исследования и обсуждение

Нарушение химического равновесия в окружающей среде, вызванное 
избыточным поступлением токсических веществ, со временем отражается 
на жизненном состоянии древостоев, приводя к их ослаблению и отмира-
нию. Однако на первых этапах могут проявляться признаки ускоренного 
старения лишь отдельных систем организма или отдельных экземпляров 
деревьев. 

Таблица 3 [Table  3]
Относительное жизненное состояние насаждений лиственницы Сукачева (Larix 
sukaczewii Dyl.) в условиях промышленного центра и в зоне условного контроля

[Relative vital state of Larix Sukaczewii Dyl. in the industrial center 
and in the area of conditional control]

ППП
[PTP]

Количество деревьев по категориям на ППП, шт.
[Number of trees by category at the PTP, pcs.]

ОЖС насаждения
[RVS of plantations]

Всего
[Total]

Здоро-
вые

[Healthy]

Осла-
бленные

[Weakened]

Сильно
осла-

бленные
[Strongly 

weakened]

Отмира-
ющие
[Dying]

Сухие
[Dead] LN, % Категория

[Category]

№ 1 20 6 11 1 0 2 71,50
Осла-

бленное
[Weakened]

№ 2 20 15 4 0 0 1 86,20 Здоровое
[Healthy]

Примечание. ППП – постоянная пробная площадь; ОЖС – относительное жизненное 
состояние; LN – относительное жизненное состояние древостоя, рассчитанное по числу 
деревьев; № 1 – в условиях промышленного центра; № 2 – в зоне условного контроля.
[Note. PTP - Permanent Trial Plot; RVS - Relative Vital State; LN - Relative vital state of the stand, calcu-
lated by the number of trees; 1 - In the industrial center; 2 - In the area of conditional control].

Изучение относительного жизненного состояния насаждений листвен-
ницы Сукачева показало, что на ППП № 1 растения более ослаблены по 
сравнению с контрольным участком. Внешние признаки угнетения деревьев 
выражались в уменьшении густоты кроны на 20–25%, увеличении количе-
ства мертвых ветвей до 25–30%, поражении ассимиляционного аппарата 
хлорозами и некрозами (в среднем на 15%). При этом распространение хло-
розов и некрозов хвои у лиственницы Сукачева в условиях влияния про-
мышленного центра происходило однотипно – от кончика к ее основанию. 
Вышеперечисленные факторы способствовали снижению устойчивости за-
щитных лесных насаждений в промышленной зоне. Деревья, относящиеся 
к категории «ослабленные», составляли 55% древостоя, сухостой достигал 
10%, к категории «здоровые» отнесены 30%. Соответственно, относитель-
ное жизненное состояние всего насаждения на ППП № 1 характеризовалось 
как «ослабленное» (LN = 71,50%) (табл. 3). В то же время снижения класса 
бонитета не наблюдалось (см. табл. 1).
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На удаленном от промышленных предприятий контрольном участке де-
ревья имели лучше сформированную крону (средняя густота – 82%) и мень-
шее количество мертвых сучьев на стволе (в среднем 21%). Повреждение 
хвои хлорозами не превышало 11%. Общее число здоровых лиственниц на 
ППП № 2 составляло 75%, ослабленных – 20%, сухих – 5%. Показатель LN, 
равный 86,20%, характеризовал древостой как «здоровый».

Результаты химического анализа почвенных образцов выявили различия 
между содержанием рассматриваемых металлов в зоне влияния Стерли-
тамакского промышленного центра и в зоне условного контроля (табл. 4). 
Так, на ППП № 1 концентрация валовой формы Cd статистически значимо 
(p < 0,01) выше, чем на ППП № 2, в 4 раза, а содержание валовой формы Ni 
статистически значимо выше в 5 раз (p < 0,05). Обобщение многолетних дан-
ных по содержанию подвижных (биологически доступных) форм анализируе-
мых металлов показало, что на ППП № 1 средняя концентрация Cd составляет 
0,58 мг/кг, что статистически значимо (p < 0,01) выше показателя контроль-
ного участка в 6 раз. Среднее содержание Ni на ППП № 1, равное 9,40 мг/кг, 
статистически значимо (p < 0,05) выше показателя ППП № 2 в 3 раза.

Таблица 4 [Table  4]
Усредненные концентрации валовых и подвижных форм металлов  

в почвенном покрове под насаждениями лиственницы Сукачева  
(Larix sukaczewii Dyl.)

[Averaged concentrations of gross and mobile forms of metals in the soil 
cover under the stands of Larix sukaczewii Dyl.] (M ± SD)

ППП
[PTP]

Валовая форма, мг/кг
[Gross form, mg / kg]

Подвижная форма, мг/кг
[Mobile form, mg / kg]

Cd Ni Cd Ni
№ 1 5,04±0,32 108,07±7,40 0,58±0,04 9,40±0,59
№ 2 1,22±0,07* 23,50±2,14** 0,10±0,01* 3,61±0,31**

Примечание. ППП – постоянная пробная площадь; № 1 – в условиях промышленного 
центра; № 2 – в зоне условного контроля; * р ˂ 0,01; ** р ˂ 0,05.
[Note. PTP - Permanent Trial Plot; № 1 - In the industrial center; № 2 - In the area of conditional control; 
*p ˂ 0.01; ** p ˂ 0.05].

Как известно, ТМ проникают в ткани древесных растений в основном 
через корневую систему при процессе поглощения, в меньшей степени 
выражено фолиарное поступление. Интенсивность процесса поглощения 
тяжелых металлов из почвенного покрова определяется целым рядом фак-
торов – катионообменной способностью и гранулометрическим составом 
почвы, температурой, уровнем концентрации макро- и микроэлементов 
в среде, присутствием различных органических соединений и т.д. Однако 
главным фактором, контролирующим поглощение металлов, выступает pH 
почвы. Отмечается, что щелочная среда снижает подвижность ТМ, в то вре-
мя как кислая, наоборот, повышает. Например, кадмий наиболее подвижен в 
кислых почвах в диапазоне 4,5–5,5 ед. рН [30]. Установлено, что значитель-
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ное количество элементов, в том числе и Ni, иммобилизуется в почвенном 
покрове из-за ее защелачивания [16]. На территории г. Стерлитамак, где так-
же наблюдается высокое содержание в выбросах оксида кальция, значение 
рН почвы под насаждениями лиственницы Сукачева варьировало в пределах 
6,55–6,90 ед. В то же время показатели загрязненного и контрольного участ-
ков между собой статистически значимо не различались.

При изучении корненасыщенности почвенного покрова выявлено, что для 
зоны условного контроля характерно поверхностное распространение погло-
щающих корней (рис. 2). Согласно результатам количественного учета, основ-
ная их масса (55–60%) располагалась в верхнем 30-сантиметровом слое почвы. 
При этом максимальная масса поглощающих корней лиственницы Сукачева 
обнаруживалась на глубине от 10 до 20 см – 78,51±4,10 г/м2. На глубине от 
0 до 10 см показатель корненасыщенности составлял 61,33±3,09 г/м2. В зоне 
влияния Стерлитамакского промышленного центра наблюдалась несколько 
иная картина – поглощающих корней в слоях почвы 0–10 и 10–20 см содержа-
лось в 2–3 раза меньше. Так, у здоровых деревьев в верхнем слое почвенного 
покрова корненасыщенность составляла 26,42±1,52 г/м2, на глубине 10–20 см – 
49,34±2,50 г/м2, а на глубине 20–30 см – 58,30±3,21 г/м2. У ослабленных дере-
вьев на ППП № 1 наблюдалась такая же закономерность, однако показатели 
корненасыщенности оказались ниже, чем у здоровых лиственниц. Мини-
мальными значениями насыщенности почвы поглощающими корнями ха-
рактеризовались более глубокие слои (от 50 до 100 см) как в зоне условного 
контроля, так на загрязненном участке.

Характер распространения корней в почве в определенной степени за-
висит от почвенного профиля, в том числе уровня залегания грунтовых вод. 
Так как условия произрастания на изученных ППП идентичные и различие 
заключалось лишь в уровне техногенного загрязнения, можно предполо-
жить, что снижение насыщенности почвы поглощающими корнями в зоне 
влияния Стерлитамакского промышленного центра связано с повышением 
концентрации ТМ в грунте. Длительное воздействие поллютантов в высо-
ких концентрациях привело к существенной перестройке всасывающего ап-
парата корневой системы лиственницы Сукачева. Как отмечают I.V. Seregin 
and A.D. Kozhevnikova [31], в связи с тем, что ТМ поступают в растения 
в основном через подземные органы, токсическое действие этих загрязни-
телей четко прослеживается по ингибированию роста и развития корневой 
системы. При проведении исследований с непродолжительным воздействи-
ем высоких концентраций кадмия на клональные проростки лиственницы 
подавления роста корня не наблюдалось [10]. 

Однако аналогичные опыты, но с более длительным временем воздей-
ствия кадмия привели к снижению массы как подземных, так и надземных 
органов лиственницы [11].

Распределение кадмия по фракциям корневой системы лиственницы Су-
качева показано на рис. 3. Как видно, наиболее высокие концентрации ме-
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талла обнаруживались в полускелетных и поглощающих корнях у здоровых 
деревьев ППП № 1 (4,73±0,24 и 4,52±0,18 мг/кг соответственно). В корневой 
системе ослабленных деревьев с ППП № 1 данный элемент содержался в 
меньших количествах – от 2,33±0,12 до 3,21±0,17 мг/кг. При этом имели ме-
сто статистически значимые различия (p<0,05). На ППП № 2 кадмий также 
больше аккумулировался в полускелетных корнях (p<0,05), однако его со-
держание не превышало 1,80±0,08 мг/кг. 

Рис. 2. Насыщенность почвы поглощающими корнями лиственницы Сукачева 
(Larix sukaczewii Dyl.) в условиях промышленного центра 

и в зоне условного контроля (M±SD)
[Fig. 2. Soil saturation with absorbing roots of Larix sukaczewii Dyl. in the in-

dustrial center and in the area of conditional control. On the X-axis - 
The mass of absorbing roots, g / m2; on the Y-axis - Depth, cm (M±SD)] 

Распределение никеля по фракциям корневой системы лиственницы несколь-
ко отличалось (рис. 4). Максимальная концентрация металла определялась в по-
глощающих корнях как у здоровых, так и у ослабленных деревьев – 98,45±14,60 
и 65,30,52±7,81 мг/кг соответственно. При этом и в зоне условного контроля, 
и на загрязненной территории процесс перемещения никеля из поглощающих 
корней в проводящие корни выражен в меньшей степени, чем у кадмия. 

На рис. 5 и 6 представлены усредненные данные по содержанию метал-
лов в хвое, ветвях и корневой системе лиственницы. 
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Рис. 3. Содержание Cd (мг/кг) в поглощающих, полускелетных 
и скелетных корнях лиственницы Сукачева (Larix sukaczewii Dyl.) 

в условиях промышленного центра и в зоне условного контроля (M±SD) 
[Fig. 3. The content of Cd (mg / kg) in the absorbing, semi-skeletal and skeletal roots 
of Larix sukaczewii Dyl. in the industrial center and in the area of conditional control. 

On the X-axis - Types of Larix sukaczewii roots; on the Y-axis - The Cd content, mg / kg (M±SD)]

Рис. 4. Содержание Ni (мг/кг) в поглощающих, полускелетных 
и скелетных корнях лиственницы Сукачева (Larix sukaczewii Dyl.) 

в условиях промышленного центра и в зоне условного контроля (M±SD)
[Fig. 4. The content of Ni (mg / kg) in the absorbing, semi-skeletal and skeletal roots of 

Larix sukaczewii Dyl. in the industrial center and in the area of conditional control. 
On the X-axis - Types of Larix sukaczewii roots; on the Y-axis - The Ni content, mg / kg (M±SD)]
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Рис. 5. Содержание Cd (мг/кг) в надземных и подземных органах 

лиственницы Сукачева (Larix sukaczewii Dyl.) в условиях 
промышленного центра и в зоне условного контроля (M±SD)

[Fig. 5. The content of Cd (mg / kg) in the aboveground and underground organs 
of Larix sukaczewii Dyl. in the industrial center and in the area of conditional control. 

On the X-axis - Aboveground and underground organs 
of Larix sukaczewii; on the Y-axis - The Cd content, mg / kg (M±SD)]

 
Рис. 6. Содержание Ni (мг/кг) в надземных и подземных органах 

лиственницы Сукачева (Larix sukaczewii Dyl.) в условиях 
промышленного центра и в зоне условного контроля (M±SD)

 [Fig. 6. The content of Ni (mg / kg) in the aboveground and underground organs 
of Larix sukaczewii Dyl. in the industrial center and in the area of conditional control. On the X-axis - 

Aboveground and underground organs of Larix sukaczewii; 
on the Y-axis - The Ni content, mg / kg (M±SD)]
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Хвоя характеризовалась наименьшими концентрациями кадмия и нике-
ля. Вместе с тем в тканях лиственницы Сукачева никель аккумулировался в 
больших количествах, чем кадмий. При сравнении данных по двум пробным 
площадям можно видеть, что в условиях Стерлитамакского промышленно-
го центра концентрация ТМ в надземных и подземных органах достоверно 
выше, чем на контрольном участке (p<0,05). 

Согласно А. Kabata-Pendias [32], фоновое содержание кадмия в надзем-
ной части растений составляет 0,05–0,60 мг/кг сухого вещества, токсич-
ное – 1,0–70,0 мг/кг. Нормальное содержание никеля в надземных органах 
большинства видов растений определяется на уровне 0,1–5,0 мг/кг сухого 
вещества, а концентрация выше 10,0 мг/кг считается токсичной. На изучен-
ной нами территории в надземных органах лиственницы Сукачева сред-
няя концентрация кадмия в зоне условного контроля варьировала от 0,30 
до 0,55 мг/кг, в условиях Стерлитамакского промышленного центра – в 
диапазоне, токсичном для растений (1,5–3,0 мг/кг). Концентрация никеля в 
надземных органах лиственницы чаще определялась как токсичная: в зоне 
условного контроля варьировала от 9,0 до 15,0 мг/кг, в условиях Стерлита-
макского промышленного центра – от 21 до 52,0 мг/кг.

Кадмий принадлежит к наиболее токсичным для растений элементам. 
Установлено, что его высокие концентрации приводят к изменениям в про-
ницаемости клеточных мембран и активности ряда ферментов, снижают ин-
тенсивность фотосинтеза, вызывая тем самым окислительный стресс [31, 
33, 34]. В отличие от кадмия, никель считается необходимым для растений 
элементом, однако при повышенных концентрациях также оказывает инги-
бирующее действие на физиологические процессы. Интоксикация может 
проявляться в замедлении процессов роста и фотосинтеза, нарушении во-
дного и минерального обмена, внешне проявляющимися как межжилковый 
хлороз и некроз листьев [31, 35–37]. Как отмечено выше, внешние признаки 
токсического действия ТМ у лиственничных насаждений на ППП № 1 вы-
являлись чаще, чем на ППП № 2.

В зависимости от интенсивности накопления и распределения металлов 
по органам растений выделяют две контрастные группы – исключатели и 
аккумуляторы. К исключателям относят растения, накапливающие метал-
лы преимущественно в подземных органах. Аккумуляторы накапливают 
металлы главным образом в надземной части, а при определенных услови-
ях проявляют себя как гипераккумуляторы. К гипераккумуляторам никеля 
относят растения, способные концентрировать металл в листьях на уровне 
более 1 000 мг/кг сухой массы, к гипераккумуляторам кадмия – при концен-
трировании металла в листьях свыше 100 мг/кг сухой массы [38]. Как видно 
из результатов количественного химического анализа по распределению из-
ученных металлов в надземных и подземных частях, лиственница Сукачева 
является исключателем. При этом переход из корней в надземные побеги у 
кадмия выражен в меньшей степени по сравнению в никелем. I.V. Seregin 
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and A.D. Kozhevnikova [31] отмечают, что низкое содержание металлов в 
надземных органах растений-исключателей определяется барьерной функ-
цией корневой системы. В то же время ткани, выполняющие барьерную 
функцию (эндодерма и экзодерма), преимущественно ограничивают транс-
порт только «апопластических» ионов (Cd), в то время как транспорт «сим-
пластических» ионов (Ni) – незначительно.

Следует отметить, что в распределении элементов по органам у здоро-
вых и ослабленных деревьев также обнаруживаются различия. У здоровых 
лиственниц в надземной части сосредоточивается от 35 до 40% кадмия, а 
в корнях – 60–65%. У ослабленных деревьев по сравнению со здоровыми, 
отмечаются более высокие концентрации элемента в надземных органах. То 
есть в их корневой системе кадмий иммобилизуется в меньшей степени. Та-
кая же закономерность наблюдается и при аккумуляции никеля. В данном 
случае можно говорить о снижении барьерной функции корневой системы у 
ослабленных деревьев. 

Заключение

Проведенные исследования позволили выявить, что в непосредственной 
близости от промышленной зоны г. Стерлитамак деревья лиственницы Су-
качева более ослаблены по сравнению с условным контролем. Внешние при-
знаки угнетения проявляются в уменьшении густоты кроны, увеличении ко-
личества мертвых ветвей, поражении ассимиляционного аппарата хлорозами 
и некрозами. Повышение концентрации тяжелых металлов в корнеобитаемом 
слое почвы приводит к снижению доли поглощающих корней. На загрязнен-
ном участке содержание кадмия в хвое и ветвях выше в 5–6 раз, никеля – в 
3–4 раза. В подземных органах содержание элементов по сравнению с услов-
ным контролем повышено в 2,5–4 раза. У ослабленных деревьев концентра-
ция металлов в надземной части выше, чем у здоровых лиственниц, что может 
свидетельствовать о снижении барьерной функции корневой системы. Несмо-
тря на то, что относительное жизненное состояние древостоя на загрязненном 
участке характеризуется как «ослабленное», снижения класса бонитета не на-
блюдается. Проведение оперативных лесохозяйственных мероприятий в са-
нитарно-защитных насаждениях лиственницы не требуется. Рекомендуются 
своевременные санитарные рубки и дальнейший мониторинг. 
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Features of Cd and Ni accumulation by Larix sukaczewii Dyl. 
under technogenesis

In industrially developed cities, sanitary-protective afforestation promotes the 
deposition of aeropollutants, as well as the absorption of toxicants from the soil. 
However, performing a function of a phytofilter for a long time negatively affects the 
vitality of the trees themselves. Among numerous pollutants of technogenic origin, 
the most toxic for living organisms, including plants, are heavy metals. Studying 
the absorption capacity of different species of woody plants and their reaction to 
increased concentrations of toxicants allows us to predict the stability of protective 
forest stands and design forestry measures. One of the species, widely used in creating 
sanitary protection zones in the Republic of Bashkortostan, is Larix sukaczewii Dyl., 
characterized by its resistance to extreme environmental factors. The adaptive abilities 
of this species to an increased content of heavy metals remain poorly studied. The aim 
of this study is to identify the features of the accumulation and distribution of heavy 
metals (Cd and Ni) by Larix sukaczewii and assess the relative living condition of the 
stand in Sterlitamak industrial center.

We conducted studies in 2007-2018 in the city of Sterlitamak (53°38ꞌ00ꞌꞌN, 55°57ꞌ00ꞌꞌE), 
a major center of the chemical and oil refining industry of the Russian Federation. 
The establishment and description of trial plots was carried out according to generally 
accepted methods [Andreeva EN et al., 2002; Forest ecology…, 2007]. Permanent trial 
plot No. 1 measuring 20×50 m was located 1-2 km from sources of petrochemical and 
chemical pollution (See Fig. 1). Permanent trial plot No. 2 measuring 18×50 m was 
located in the area of conditional control (25-30 km from pollution sources). Trial areas 
were laid in coeval (about 55 years) and clean tree stands (See Table 1). The category of 
the vital state of an individual tree was determined by the auxiliary table (See Table 2). 
After summing up the number of trees by categories, we assessed the relative living 
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conditions of the entire stand [Alekseev VA, 1990]. At a rate of 100% to 80%, the stand 
was assessed as “healthy”, at 79-50% as “weakened”, at 49-20% as “strongly weakened”, 
and at 19% and below as “completely destroyed”. The study of the soil saturation with 
absorbing roots was carried out by the method of soil sections 1×1×1 m in size [Root 
Methods, 2000]. The roots were sorted by fractions: less than 1 mm in diameter (absorbing 
roots), 1-3 mm (half-skeletal roots), and more than 3 mm (skeletal roots). We determined 
the weight of the roots in the air-dry state. To study the metal content, annually during 
the growing season, we performed repeated re-selection of needles, branches and roots. 
At the same time, we took soil samples from the depth of 0-20 cm. The samples were 
dried to an air-dry state and analyzed on a “ZEEnit-650” atomic absorption spectrometer 
(Germany) [Hill SJ, Fisher AS, 2017]. In soil samples, we determined gross and mobile 
forms of metals. Data are presented as arithmetic mean ± standard deviation (M ± SD). 
Differences were considered statistically significant at p < 0.05.

We found that at the permanent trial plot No. 1, the trees are more weakened in 
comparison to the conditional control. External signs of oppression were expressed 
in a crown density decrease to 75-80%, an increase in the number of dead branches 
to 25-30%, and damage to the assimilation apparatus by chlorosis and necrosis (on 
average by 15%). Trees classified as “weakened” accounted for 55% of the stand, 
and deadwood reached 10%. The relative vital condition of the entire stand was 
characterized as “weakened” (See Table 3). In the area of conditional control, the 
forest stand corresponded to the “healthy” category. Moreover, the trees had a better 
formed crown (average density is 82%) and fewer dead branches on the trunk (21% on 
average). Needles damage by chlorosis was not more than 11%. The results of chemical 
analysis of soil samples revealed statistically significant differences (p < 0.05) between 
the content of the metals in the zone of influence of the industrial center of Sterlitamak 
and in the area of conditional control (See Table 4). Higher concentrations of cadmium 
and nickel were found at the permanent trial plot No. 1. The leached chernozem 
prevailed in the soil cover. The pH of the soil according to many years of research 
ranged from 6.55-6.90 units. The bulk of the absorbing larch roots was located at a 
depth of 0-30 cm (See Fig. 2). Moreover, in the control area, the root saturation of the 
soil reached 78.51 ± 4.10 g / m2. In the influence zone of Sterlitamak industrial center, 
we observed a decrease in the proportion of absorbing roots: in healthy trees 2 times 
and in weakened trees 2-3 times. Perhaps, this is due to higher concentrations of metals 
in the surface of soil layer at a permanent trial plot No. 1, which led to a significant 
restructuring of the larch suction root apparatus. Chemical analysis of plant samples 
showed that in the contaminated area the content of cadmium in needles and branches is 
statistically significantly (p < 0.05) higher by 5-6 times and that of nickel by 3-4 times. 
In underground organs, the content of elements in comparison to the conditional control 
increased 2.5-4 times (p < 0.05). Besides, in the underground part, nickel is mainly 
accumulated in absorbing roots, and cadmium  in absorbing and semi-skeletal ones (See 
Fig. 3 and 4). The movement of nickel from absorbing roots to conductive roots is less 
expressed than cadmium. In the aerial part of trees, the metal content in the branches is 
higher than in the needles (See Fig. 5 and 6). At the same time, in healthy trees, the barrier 
function of the root system is preserved, which prevents the excess intake of pollutants in 
the aboveground organs. Despite the fact that the relative vital condition of the stand at the 
contaminated site is characterized as “weakened”, there is no decrease in the quality class. 
It is not required to carry out operational forestry activities in the sanitary-protective larch 
plantations. Timely sanitary felling and further monitoring are recommended.

The paper contains 6 Figures, 4 Tables and 38 References.
Key words: heavy metals; sanitary-protective afforestation; relative living state of 

the stand; root saturation of the soil; Sterlitamak industrial center; Cis-Urals.
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Влияние растворов противогололёдной смеси на  
Moina macrocopa и Allium cepa в биотестовом эксперименте

Исследование выполнено при финансовой поддержке совместного гранта 
РФФИ, Правительства Красноярского края и Красноярского краевого фонда 
поддержки научной и научно-технической деятельности № 19–44–240014.

В острых и хронических тестах исследовано действие растворов 
противогололёдного материала «Бионорд», содержащего в своём составе 
хлориды натрия и кальция (до 85% от общего состава), на параметры роста 
и размножения ветвистоусого рачка Moina macrocopa и лука репчатого Allium 
cepa. Установлена  гибель 50% рачков при концентрации антигололёдной 
смеси в растворе 5,1 г/л в острых 48-часовых тестах. В хронических тестах 
смесь в диапазоне концентраций 0,3–5,0 г/л не оказывала значимого влияния 
на среднюю продолжительность жизни, удельную скорость ювенильного 
роста и плодовитость самок рачков. Средняя длина корней, суммарная длина 
корней на каждой луковице и пролиферативная активность в кончиках корней 
(митотический индекс) лука снижались на 50% по сравнению с контролем 
при концентрациях смеси в растворе 6,3; 5,2 и 10,4 г/л соответственно. 
Электропроводность растворов смеси, оказавших негативное влияние на 
выбранные тест-объекты, совпадала с ранее полученными значениями 
электропроводности растворов хлорида натрия, токсичных для ракообразных. 
На основании этого можно предположить, что основное действие 
противогололёдной смеси «Бионорд» на исследуемые объекты связано с 
входящими в её состав солями хлора и натрия. Основываясь на критических 
для роста и развития использованных тест-объектов концентрациях смеси 
«Бионорд» в растворе и нормативах ее применения установлено, что сток с 
1 м2 обработанной поверхности может привести к загрязнению 8–13 л пресной 
воды. Таким образом, регламентированная правилами использования препарата 
очистка обработанных поверхностей от «Бионорда» – базовое требование 
к применению солесодержащих средств. Иначе постепенное накопление в 
водоёмах хлоридов натрия и кальция может привести к серьёзным нарушениям 
в функционировании водных экосистем. 

Ключевые слова: солёность; биотестирование; ветвистоусые ракообразные; 
Allium-тест; водные экосистемы.
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Введение

Антропогенное химическое загрязнение окружающей среды антиголо-
лёдными реагентами вызывает повышение солености в водных экосисте-
мах во многих регионах мира [1]. Наиболее популярными средствами для 
борьбы со льдом на дорогах являются хлористые соли [2–4]. Использование 
таких средств приводит к поступлению катионов (Na+, Ca2+ и т.д.) и хлорид-
аниона (Cl-) в поверхностные и подземные водоёмы и водотоки прилегаю-
щих территорий [2, 5]. Известно, что функционирование водных экосистем 
в значительной степени зависит от солёности воды, поскольку это один из 
ключевых факторов, определяющих видовой состав, структуру трофических 
сетей и продуктивность сообществ в водоёмах [5, 6]. В последние годы опу-
бликовано значительное количество работ, рассматривающих регулярное и 
долговременное применение солесодержащих смесей как причину посте-
пенного химического загрязнения водных экосистем [1–4, 7, 8]. В Северной 
Америке и Европе применение соли для удаления наледи на автомобильных 
дорогах, практикуемое уже более 50 лет [3], признано одним из основных 
источников хлоридов в подземных водах, ручьях, реках и озёрах [9].

Во многих городах Российской Федерации в последние годы резко воз-
росла интенсивность применения солесодержащих смесей для борьбы с 
обледенением дорожных покрытий и пешеходных зон [10]. Использование 
таких смесей вызывает обеспокоенность общественности и привлекает вни-
мание контролирующих органов. Для прогноза последствий возможного 
химического загрязнения водных и наземных экосистем в результате долго-
временного применения солесодержащих смесей необходимо иметь пред-
ставление о пределах устойчивости организмов, населяющих пресноводные 
объекты и почвенные системы, к компонентам, входящим в их состав [11]. 
На территории России исследования, устанавливающие такие пределы, не-
многочисленны и представлены преимущественно работами по изучению 
влияния противогололёдных средств на микробиоту почвенного покрова 
вдоль дорожных полотен и высшие растения [12, 13].

Цель данной работы – определить пороговые концентрации растворов 
противогололёдной солевой смеси «Бионорд», содержащей в своем составе 
хлориды натрия и кальция, при которых наблюдаются негативные эффекты 
на параметры развития животных и растительных тест-объектов. 

Материалы и методики исследования

Для оценки пороговых концентраций растворов противогололёдной со-
левой смеси использованы стандартный для экологического мониторинга 
луковый тест (Allium-тест) на основе лука репчатого Allium cepa L. (Liliop-
sida: Amaryllidáceae) [14–17], а также острый и хронический тесты с пре-
сноводным рачком Moina macrocopa (Straus, 1820) (Cladocera: Moinidae) 
[18, 19].

Влияние растворов противогололёдной смеси 
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Во всех экспериментах в качестве модельного антигололёдного средства 
протестирована солесодержащая смесь «Бионорд» [20, 21]. Тестируемые 
растворы готовили путем разведения исходного стокового раствора с кон-
центрацией смеси 200 г/л. Элементный состав всех тестируемых растворов 
и контрольной среды определяли с помощью ИСП-спектрометра iCAP 6300 
Duo («Thermo Scientific», Великобритания) [18], удельную электропровод-
ность – с помощью кондуктометра STARTER ST300C («Ohaus Corporation», 
США), водородный показатель – с помощью pH-метра PB-11 («Sartorius», 
Германия). Калибровка приборов проводилась перед каждой серией изме-
рений. Измерения выполнены в аналитической лаборатории Института био-
физики СО РАН (г. Красноярск).

Физико-химическая характеристика растворов антигололёдной 
смеси. На основании химического анализа выделены элементы, концентра-
ция которых в воде линейно зависела от концентрации растворенной сме-
си (коэффициент детерминации R2 от 0,99 до 0,60). Сумма этих элементов 
составляла 85,0% от количества растворенной смеси (Cl: 48,0±5,8%; Na: 
28,7±2,1%; Ca: 7,9±0,5%; S: 0,2±0,1%; K: 0,20±0,01%; Mg: 0,01±0,01%; Sr: 
0,006±0,001%; B, Ba, Cr, Cu, Ga, Li, Mn, Mo, V в сумме: 0,003%). Концен-
трации Al, As, Bi, Cd, Co, Fe, Ni, P, Pb, Sb, Se, Sn, Ti, Zn слабо зависели от 
концентрации смеси в растворе (R2 от 0,5 до 0,003). Доля неучтенных при 
анализе растворов элементов в массе смеси не превышала 15%.

Доля нерастворимой минеральной фракции в массе смеси составила 
1,18±0,15% (n = 4). Для её определения раствор смеси центрифугировали 
в течение 30 мин при 8 000 g, 20 °C. После первичного центрифугирования 
осадок трижды промывали дистиллированной водой и центрифугировали, 
затем высушивали при температуре 105 °C и взвешивали на аналитических 
весах.

Зависимость удельной электропроводности раствора (у) от концентрации 
растворенной смеси (х) описывается линейным уравнением y = 1,22x+1,57 
(R2 = 0,99). Величина pH растворов не зависела от концентрации смеси, в 
острых и хронических тестах на ветвистоусых ракообразных составляла 
7,7±0,2, в тестах на луке репчатом – 7,0±0,7. 

Allium-тест. Для экспериментов использовали головки лука репчатого 
сорта Штуттгартер Ризен диаметром 1,8±0,1 см, массой 2,27±0,17 г. Перед 
экспериментом луковицы вынимали из холодильника, где они хранились 
при температуре 5 °С в течение двух недель, далее вымачивали несколько 
часов в дистиллированной воде и после удаляли отмершие поверхностные 
ткани. Подготовленные луковицы помещали на 48 ч корневой частью в про-
бирки, содержащие по 20 мл растворов смеси в различной концентрации или 
водопроводной воды. Для каждой концентрации смеси и в контроле проте-
стировано по три луковицы. Проведено два последовательных эксперимента, 
в каждом из которых протестировали растворы со следующими концентраци-
ями смеси в дистиллированной воде: 1,0; 2,5; 5,0; 7,0; 10,0; 15,0; 20,0; 50,0 г/л.
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Для оценки общей токсичности измеряли длину корней и рассчитывали 
среднюю и суммарную длину корней на каждой луковице (см). Для оцен-
ки цитотоксичности рассчитывали митотический индекс (МИ) – отношение 
числа делящихся клеток в апикальной меристеме корней к общему числу 
клеток. Для подсчета МИ для каждой концентрации реагента отбирали по 
пять корешков лука длиной 0,8–1,4 см случайным образом из корней, вы-
росших на трех луковицах. Корешки фиксировали, красили 2% раствором 
ацетоорсеина и готовили из них препараты по ранее описанной методике 
[14]. Препараты просматривали под микроскопом (×400). В каждом препа-
рате просматривали такое количество полей, чтобы набрать в сумме около 
тысячи интерфазных и делящихся клеток. МИ рассчитывали как долю деля-
щихся клеток, находящихся в стадиях профазы, метафазы, анафазы и тело-
фазы, к сумме делящихся и интерфазных клеток и выражали в процентах.

Острые и хронические тесты с рачками. В работе тестировали лабо-
раторную культуру M. macrocopa, полученную из покоящихся яиц. Культу-
ра рачков вместе с грунтом предоставлена В.К. Чугуновым из временного 
пересыхающего пруда в окрестностях Института биологии внутренних вод 
РАН (пос. Борок, Ярославская область).

Для всех экспериментов тестируемых ювенильных самок получали от 
материнских особей, которых культивировали индивидуально в благоприят-
ных для партеногенетического размножения условиях (температура 26 °C; 
фотопериод 16 ч свет : 8 ч темнота; концентрация пищи 200×103 кл./мл; объ-
ем среды 20 мл) [18, 19]. В острых и хроническом экспериментах самок в 
первые сутки их жизни (размер тела 0,5–0,6 мм) рассаживали по одной в 
стаканчики с отстоянной (не менее 72 ч) водопроводной водой (20 мл) с до-
бавкой смеси в определенной концентрации. Контроль – группа животных в 
водопроводной воде. Стаканчики с животными во время острых и хрониче-
ского экспериментов находились в контролируемых условиях (температура 
26 °C; фотопериод 16 ч свет : 8 ч темнота). Для каждой концентрации смеси 
в растворе и контроля протестировано по 20 животных в острых и по 15 жи-
вотных в хроническом экспериментах. 

На основе литературных данных о влиянии солености на пресноводных 
ветвистоусых ракообразных [22, 23] и оценки элементного состава смеси, 
для острых тестов выбраны следующие концентрации «Бионорда»: 1,3; 2,5; 
4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0 г/л. Животных в острых тестах не кормили. Смертность 
рачков определяли через 24 и 48 ч после начала эксперимента. Для всей ли-
нейки концентраций проведено три последовательных эксперимента. 

В хроническом эксперименте протестирован следующий ряд концен-
траций «Бионорда» в среде: 0,3; 0,6; 1,3; 2,5; 5,0; 6,0 и 8,0 г/л. Исходные 
тестируемые растворы смеси «Бионорд» готовили в объеме, достаточном 
для проведения всего хронического эксперимента. В качестве корма в хро-
ническом тесте использовали неаксеничную культуру зелёной водоросли 
Chlorella vulgaris (Chlorellales: Chlorellaceae) [18, 19]. Среду культивирова-
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ния в опытных и контрольных стаканах меняли ежесуточно. В начале экспе-
римента и каждые следующие сутки при обновлении среды вносили корм в 
концентрации 200×103 клеток/мл. Хронический эксперимент вели до гибели 
всех тестируемых животных. В первые сутки жизни и за сутки до отрожде-
ния первого потомства у каждой самки определяли линейные размеры тела 
как длину от вершины головы до конца створок панциря под бинокулярной 
лупой (×16). На основе линейных размеров тела рассчитывали удельную 
скорость ювенильного роста животных [19]. Каждые сутки фиксировали ко-
личество мертвых животных, для каждой самки подсчитывали количество 
отрожденных потомков, которых после этого удаляли. На основании этих 
данных для каждой концентрации смеси рассчитывали среднюю продолжи-
тельность жизни и среднюю плодовитость рачков. 

Статистический анализ. Для анализа регрессионных зависимостей 
результаты двух независимых Allium-тестов объединили в один массив дан-
ных на основе попарного сравнения индикаторных параметров, полученных 
для одинаковых концентраций, с помощью двухвыборочного t-теста, кото-
рый не выявил статистически значимого различия сравниваемых выборок 
(T≤t, р > 0,05, предварительно оценивалась статистическая значимость раз-
личия дисперсий с помощью F-теста); три последовательных острых экспе-
римента с рачками объединили в один массив данных на основе отсутствия 
статистически значимых отличий выживаемости рачков в контроле (тест 
различия между двумя пропорциями, p > 0,32). 

Параметры регрессионных зависимостей представлены в виде значений угла 
наклона (b), верхнего предела показателя теста (d), концентраций смеси, при ко-
торых происходит снижение значений показателей теста на 50% по сравнению с 
верхним предельным значением (EC50, LC50), и стандартной ошибки этих значе-
ний (±SE). Значения параметров и их статистическую значимость определяли с 
помощью пакета программного обеспечения «drc» в программе R [24]. 

Данные по влиянию растворов противогололёдной смеси на параметры 
жизненного цикла Moina macrocopa в хроническом эксперименте представ-
лены в виде средних значений продолжительности жизни самок (L, сутки), 
удельной скорости роста ювенильных самок (μjuv, 1/сутки), плодовитости 
(F, потомков/самку) со стандартным отклонением (±SD). Статистическую 
значимость влияния концентрации противогололёдной смеси на параметры 
жизненного цикла оценивали с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (one-way ANOVA).

Результаты исследования и обсуждение

Для экологического прогнозирования качества среды обитания и осу-
ществления мер по защите экосистем от химического загрязнения соле-
содержащими смесями чрезвычайно важно иметь представление о том, 
насколько солёность может превысить фоновые концентрации в среде, не 
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оказав негативного воздействия на биоту. В настоящей работе исследова-
лось влияние противогололёдного реагента на живые организмы с помо-
щью нескольких контактных биотестов на основе растительных и животных 
тест-объектов (лук репчатый A. cepa, ветвистоусый рачок M. macrocopa). 
Угнетающее действие реагента оценивалось на уровне организма (выжива-
емость и параметры жизненного цикла рачков, ростовые параметры лука) и 
клеточном уровне (митотический индекс).

Концентрации смеси, при которых наблюдалось 50% угнетение роста 
корней лука (EC50) и 50% смертность рачков (LC50), оказались достаточно 
близкими (табл. 1).

Таблица 1 [Table  1] 
Влияние растворов противогололёдной смеси на индикаторные  

параметры Allium-тест и острых тестов с Moina macrocopa
[The effect of deicing salt solutes on the endpoints  

of Allium-test and acute tests with Moina macrocopa]

Показатель теста 
[Test indicator] df Параметр

[Parameter]
Значение параметра ± SЕ

[Parameter value ±SE] p-value

Allium-тест [Allium-test]

Средняя длина корня, см
[Average root length, cm] 33

b 1,23±0,50 0,019
d 1,18±0,12 <0,001

EC50 6,30±1,94 0,003

Сумма длин корней, см 
[Sum of the root lengths, cm] 30

b 1,48±0,81 0,080
d 44,80±6,02 <0,001

EC50 5,17±1,91 0,011

Митотический индекс
[Mitotic index], % 32

b 23,28±93,79 0,805
d 6,93±0,37 <0,001

EC50 10,40±1,65 <0,001
24/48-часовой тест на ветвистоусых рачках [24/48-hour Cladocera test]

Выживаемость рачков, шт.
[Survival of animals, numbers] 22

b 8,1±1,7/9,5±1,8 <0,001
d 19,7±0,7/19,8±0,6 <0,001

LC50 5,8±0,2/5,1±0,1 <0,001
Примечание. df – число степеней свободы. Параметры логистической функции: b – угол 
наклона, d – верхнее предельное значение показателя теста, EC50, LC50 – концентрация 
смеси, при которой происходит снижение значения показателя теста на 50% по сравне-
нию с верхним предельным значением.
[Note. df - degrees of freedom. Parameters of logistic function: b - The relative slope, d - Upper limit of 
the test indicator, EC50, LC50 - The concentration producing a response of the test indicator 50% below the 
upper limit]. 

Дозовые зависимости средней длины лука и выживаемости рачков отли-
чались скоростью реакции на увеличение концентрации растворенной смеси 
(рис. 1). Для индикаторных показателей лука наблюдалось относительно рав-
номерное снижение показателя по мере увеличения концентрации (рис. 1, a). 
Выживаемость рачков резко снижалась при достижении пороговой концен-
трации смеси 4 г/л (рис. 1, b). Полное ингибирование роста корней лука на-
блюдалось при концентрации смеси 20 г/л, тогда как гибель всех тестируемых 
животных в острых опытах происходила при концентрации 8 г/л. 
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Рис. 1. Регрессионные зависимости средней длины корня лука Allium cepa  
в Allium-тест (a) и выживаемости рачков Moina macrocopa в остром 48-часовом тесте 

(b) от концентрации противогололёдной смеси в растворе. Область, выделенная серым 
цветом вокруг регрессионной кривой, – границы 95% доверительного интервала 
[Fig. 1. Regression curves for average root lengths of Allium cepa in Allium-test (a) and survival  

of Moina macrocopa females in an acute 48-hour test (b) under the effect of the concentration of deicing 
salt. The gray band around the regression curve is the 95% confidence interval for predicted values]

Хронический тест не показал значимого влияния растворов смеси в ди-
апазоне концентраций от 0,3 до 5,0 г/л на выживаемость и плодовитость 
самок M. macrocopa. Удельная скорость ювенильного роста рачков стати-
стически значимо (р ≤ 0,05) отличалась от контроля только при концен-
трации смеси в растворе 5,0 г/л. Полная гибель животных наблюдалась на 
вторые сутки эксперимента при концентрации смеси в растворе 6,0 г/л и 
выше (табл. 2). 

Таблица 2 [Table  2] 
Влияние растворов противогололёдной смеси на параметры 

жизненного цикла Moina macrocopa
[The effect of deicing salt solutes on the life cycle parameters of Moina macrocopa]

Концентрация смеси, г/л
[Concentration of deicing salt, g/l] L ± SD μjuv ± SD F ± SD

Сontrol 9,0 ± 3,6 0,38 ± 0,03 53,93 ± 31,10
0,3 8,7 ± 3,8 0,40 ± 0,03 56,20 ± 31,61
0,6 11,1 ± 4,9 0,39 ± 0,03 80,00 ± 48,23
1,3 9,7 ± 4,5 0,38 ± 0,03 66,93 ± 37,76
2,5 9,3 ± 5,9 0,39 ± 0,03 58,73 ± 47,15
5,0 9,2 ± 4,0 0,33 ± 0,08** 51,47 ± 33,69
6,0 1,3 ± 0,5* – –
8,0 1,0 ± 0,0* – –

Примечание. L – продолжительность жизни, сутки; μjuv – удельная скорость роста юве-
нильных самок, 1/сутки; F – плодовитость, потомков/самку; *p < 0,001, **p = 0,038.
[Note. L - Lifespan, days; μjuv - Specific growth rate of juvenile females, 1/day; F - Fecundity, neonates/
female; *p < 0,001, **p = 0,038].

В работе зафиксированы схожие по величине концентрации солесодер-
жащей смеси в растворе, при которых наблюдаются угнетение роста корней 
лука и снижение выживаемости рачков. Эти величины в целом соответству-
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ют величине критической солености 5–8‰, при превышении которой про-
исходят качественные изменения во внешней и внутренней среде организ-
мов [25].

Как и большинство часто используемых химических средств для борьбы 
со льдом на дорогах, солесодержащая смесь «Бионорд» содержит большое 
количество (около 85% от общей массы) хлоридов натрия и кальция [3]. 
Механизм действия растворов солесодержащей смеси на живые организмы 
может быть связан как с непосредственным действием солей, так и других 
примесей, которые входят в её состав.

Литературные данные по влиянию хлорида натрия на M. macrocopa пока-
зывают, что параметры жизненного цикла представителей этого вида [26] и 
скорость роста популяции [22] практически не изменяются в диапазоне кон-
центраций соли от 0 до 4,0–4,5 г/л. В настоящем исследовании параметры 
жизненного цикла не снижались при воздействии концентраций модельной 
смеси до 5,0 г/л, что с учётом массовой доли хлоридов натрия и кальция дает 
схожие оценки.

Удельная электропроводность – интегральный показатель, который по-
зволяет оценить количество растворенных в воде катионов и анионов и ука-
зывает на условия, к которым должна приспособиться система осмотической 
регуляции пресноводных организмов. Сравнение полученных в работе полу-
летальных концентраций используемой смеси с литературными данными по 
влиянию хлорида натрия на выживаемость рачка Daphnia magna показывает 
сопоставимые значения концентраций и удельной электропроводности рас-
творов. Так, LC50  для NaCl в острых 48-часовых тестах на D. magna состав-
ляла 5,5 и 6,6 г/л, а соответствующие этим концентрациям электропроводно-
сти – 9,8 и 10,0 мС/см [23, 27]. В проведённой работе значению LC50 5,1 г/л в 
остром 48-часовом тесте соответствует электропроводность 8,2 мС/см. Можно 
предположить, что негативный эффект растворов солесодержащей смеси, 
протестированной в экспериментах, в первую очередь связан с действием 
входящих в её состав хлористых солей и может оцениваться по величине 
электропроводности раствора. Если бы в её состав входили токсичные ве-
щества, действующие в низких концентрациях, следовало бы ожидать про-
явления негативных эффектов при более низких концентрациях или значе-
ниях электропроводности, не совпадающих с литературными данными по 
воздействию солей хлора на пресноводные организмы.

На основании результатов экспериментов и нормативов применения сме-
си «Бионорд» можно оценить опасность загрязнения пресных вод этим реа-
гентом. Рекомендованная норма расхода смеси, в зависимости от погодных 
условий, составляет 40–65 г/м2 [21]. В качестве наихудшего сценария рас-
смотрим случай, когда при отсутствии своевременной уборки обработан-
ной поверхности, регламентированной правилами использования [20, 21], 
смесь вместе со сточными водами попадёт в водоём. В такой ситуации, ос-
новываясь на полученных в работе значениях LC50 для выживаемости пре-
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сноводного ветвистоусого рачка (5,1 г/л) и EC50 для угнетения роста корней 
лука (5,2 г/л), сток с 1 м2 обработанной поверхности может привести к за-
грязнению 8–13 л пресной воды. В реальной ситуации степень загрязнения 
антигололёдными смесями окружающей среды зависит от режима уборки и 
характеристики обрабатываемых территорий, климатических и других фак-
торов [8]. Поэтому для конкретной местности или ситуации оценка уровня 
потенциального загрязнения требует детального исследования. 

При оценке концентраций растворов солесодержащей смеси, которые 
оказывают негативное воздействие на ветвистоусых ракообразных и репча-
тый лук, показано статистически значимое (р≤0,05) влияние на выживае-
мость рачка M. macrocopa и ингибирование роста корней лука A. cepa при 
концентрациях смеси, близких к уровню критической солености для биоло-
гических объектов (5–8‰). При этом последствия химического загрязнения 
поверхностных и подземных вод необходимо рассматривать в долгосрочной 
перспективе. Тенденцию постепенного накопления хлоридов в водных эко-
системах, расположенных вблизи территорий, где в течение продолжитель-
ного периода времени применялись солесодержащие антигололёдные сред-
ства, подтверждают многочисленные исследования [1–3, 8, 28, 29]. Более 
того, в литературе приведены данные о достаточно высоких концентрациях 
солей в пробах воды из природных источников во время стока дорожных 
солей. Например, концентрация солей в пробах, отобранных из ручьев в 
районе города Милуоки (США) достигала 10 г/л [30]. Также следует отме-
тить работы исследователей, продемонстрировавших негативное влияние 
дорожных солей на структуру пищевых сетей и взаимоотношения водных 
организмов даже при относительно низком уровне химического загрязнения 
[1, 3, 4].

Заключение 

Таким образом, проведена оценка полулетальных (LC50) концентраций 
противогололедной солесодержащей смеси «Бионорд» в острых 24- и 48-ча-
совых опытах на ветвистоусых рачках M. macrocopa (5,8 и 5,1 г/л соответ-
ственно). С применением Allium-тест оценены полуэффективные (EC50) 
концентрации противогололёдной смеси для угнетения показателей роста 
корней лука (6,3; 5,2 и 10,4 г/л для средней и суммарной длин и пролифера-
тивной активности соответственно). 

Сравнение с данными о влиянии NaCl на ветвистоусых ракообразных 
дает основание заключить, что негативное воздействие растворов солесо-
держащей смеси «Бионорд» в первую очередь связано с входящими в её со-
став солями хлора и натрия и может определяться по значению электропро-
водности раствора. По результатам работы дана оценка ситуации, когда всё 
использованное по нормативу средство вместе со сточными водами попадёт 
в водоём. В этом случае сток с каждого квадратного метра обработанной по-
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верхности приведет к загрязнению 8–13 л пресной воды. Такое загрязнение 
хлоридами натрия и кальция водных экосистем может оказать негативное 
влияние на выживаемость пресноводного зоопланктона и привести к значи-
тельным экологическим последствиям. 

Полученные в настоящей работе критические концентрации растворов 
противогололёдной солесодержащей смеси «Бионорд» можно использовать 
для грубой оценки потенциальной опасности воздействия этого реагента 
для водных экосистем. Для более точных оценок возможных негативных 
последствий требуется проведение натурных измерений, долговременного 
мониторинга, моделирования распространения и накопления входящих в 
состав реагента компонентов в различных звеньях природных экосистем в 
местах его интенсивного применения. 
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The effect of deicing salt solutes on Moina macrocopa 
and Allium cepa in a toxicity test experiment

Chloride salts are the most commonly used deicing materials for winter maintenance 
of roads. Numerous studies indicate a significant increase in the salinity of aquatic 
ecosystems associated with the long-term use of deicing materials in countries located 
in cold climates. The functioning of ecosystems largely depends on salinity, since 
salinity is one of the key factors determining the species composition, the structure of 
food webs and the productivity of aquatic communities. Given the growing threat of 
salinization of groundwater and surface waters, it is extremely important to study the 
effect of deicing materials on the biota and functioning of aquatic ecosystems. The aim 
of this research is to determine the threshold concentrations of solutions of the deicing 
salt mixture “Bionord” containing sodium and calcium chlorides, at which negative 
effects on the development of animal and plant test objects are observed.

In this study, we used the salt-containing mixture “Bionord” as a model deicer. 
Similarly, with the most commonly used ice melting chemicals, the «Bionord» salt 
mixture contains a large amount of sodium and calcium chlorides (about 85% of the 
total weight). To evaluate the toxicity of the deicer solutions, we used acute and chronic 
toxicity tests with cladoceran Moina macrocopa (Straus, 1820) (Cladocera: Moinidae) 
and standard onion-based test with Allium cepa L. (Liliopsida: Amaryllidáceae) 
(Allium-test). In acute and chronic toxicity tests with Cladocera, the females on the 
first day of their life (body size 0.5-0.6 mm) were placed individually in jars with aged 
(not less than for 72 h) tap water with a volume of 20 ml with the addition of a deicer 
at a certain concentration. A group of animals that was placed in the medium without 
the deicer was used as a control. In the acute toxicity tests, we used the following 
concentration of the deicer: 1.3; 2.5; 4.0, 5.0; 6.0; 8.0; 10.0 g/l. The mortality of animals 
was recorded 24 and 48 hours after the start of the experiment. The concentration of the 
deicer (LC50) at which 50% of animals was observed to die, compared to the control, 
was determined in the acute toxicity test. In a chronic toxicity test, animals were tested 
in the following range of concentrations of the deicer: 0.3; 0.6; 1.3; 2.5; 5.0; 6.0 and 
8.0 g/l. The chronic toxicity test was conducted until the death of all test animals. Based 
on the data obtained in the chronic toxicity test, the specific growth rate of juvenile 
females, average fecundity, and average life span of M. macrocopa were calculated for 
each concentration of the deicer. Bulbs of onions of the Stuttgartenrisen variety with 
a diameter of 1.8 ± 0.1 cm and a weight of 2.27 ± 0.17 g were used in the onion test. 
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Bulbs with their bottoms were placed in test tubes containing 20 ml of a solute of the 
deicer or tap water for 48 hours. Three bulbs were tested for each concentration and for 
the control. The following concentrations of the deicer were used in the onion test: 1.0; 
2.5; 5.0; 7.0; 10.0; 15.0; 20.0; 50.0 g/l. The general toxic and cytotoxic effects were 
evaluated in the onion test. The average root length and the total root length on each 
bulb were used as indicators of the total toxicity of the solutions of deicer. To evaluate 
proliferative activity, we calculated the mitotic index as the fraction of dividing cells 
in the apical root meristem to the total number of cells. Based on the results of the 
experiments, we determined median effective mixture concentrations (EC50) at which 
there is a 50% decrease, compared to the control, in the values of root growth indicators: 
average root length, sum of root lengths on each bulb and mitotic index. 

Median lethal concentration (LC50) of the deicing salt determined in the 48-hour 
acute toxicity test with females of M. macrocopa was equal to 5.1 g/l. In the chronic 
test, we showed that the exposure to the solutions of the deicing salt in the range of 
concentrations from 0.3 to 5.0 g/l does not affect the life span, specific growth rate of 
juveniles and fecundity of females of M. macrocopa. The median effective concentration 
(EC50) of the deicing salt determined in the Allium-tests were 6.3, 5.2 and 10.4 g/l for 
the sum of root lengths, average root length on each bulb and proliferative activity at 
the tips of roots (mitotic index), respectively (See Table 1 and 2). Complete inhibition 
of onion root growth was observed at the concentration of the decider equal to 20 g/l, 
while the death of all test animals in the acute toxicity test occurred at the concentration 
of the deicer equal to 8,0 g/l (See Fig. 1). 

Thus, we demonstrated that similar concentrations of the deicer induced 50% inhibition 
of the growth of onion roots and 50% mortality of cladocerans. These values, in general, 
corresponded to a critical salinity of 5-8 ‰ above which qualitative changes occur both 
in the external and internal condition of aquatic animals. The electrical conductivity of the 
deicer solutions, which had a negative effect on the selected test species, coincides with 
the previously obtained values of the electrical conductivity of sodium chloride solutions 
harmful to cladocerans. We can assume that the main mechanism of the effect of the 
deicing material that we study is associated with the biological effect of its chlorine and 
sodium salts. Taking this into account, the value of electrical conductivity measured for 
solutions of deicing salt can be used to assess its negative potential effects. We estimated 
that in the absence of timely cleaning, regulated by the rules for using the material, the 
runoff from each square meter of the treated surface can lead to the pollution of 8-13 liters 
of fresh water. Thus, the basic requirement for the use of deicing salts on roads is the 
need to comply with the cleaning regime of the treated surfaces. Otherwise, the gradual 
accumulation of sodium and calcium chlorides in water bodies can cause an increase in 
salinity which will affect the survival of freshwater aquatic organisms and lead to serious 
disturbances in the functioning of aquatic ecosystems.

The paper contains 1 Figure, 2 Tables and 30 References.
Key words: salinity; toxicity test; Cladocera, Allium-test; aquatic ecosystems.
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Определение архитектоники корневой системы 
деревьев методом георадиолокации

Исследование проведено в рамках выполнения государственного задания 
Отдел комплексных научных исследований КарНЦ РАН

Методом георадиолокации проведено изучение корневой системы двух 
образцов яблони домашней (Malus domestica) и обобщены данные о методике 
наблюдений и обработки данных при изучении архитектоники корней. 
Показана возможность выделения погребенных объектов размерами от 1,5 
до 5 см при использовании георадаров с зондирующей частотой 1–2 ГГц, что 
сопоставимо с ожидаемым размером скелетных корней. Выполнены полевые 
наблюдения георадаром ОКО-2 с антенным блоком частотой 1 700 Гц по 
исследованию архитектоники двух образцов яблонь, без применения способа 
раскопки, с целью определения влияния почвенно-гидрологических условий 
на процессы корнеобразования. По гиперболам дифрагированной волны на 
радарограммах определены местоположения скелетных корней исследуемых 
образцов, совокупность которых отражает распределение корневых систем 
в пространстве. При помощи трехмерных моделей проанализировано 
взаимоотношение морфологии кровли корненепроницаемых грунтов и корневой 
архитектуры образцов. Установлена трансформация корневой системы 
и наземной части деревьев в зависимости от положения подстилающих 
кристаллических пород. Обнаружено, что неглубокое залегание скальных 
грунтов приводит к изменению формы корневой системы от усечённого конуса 
к поверхностной.

Ключевые слова: Malus domestica; георадиолокация; корневая 
архитектоника; радарограммы; корненепроницаемый горизонт.

Введение

Корневая система является критически важной составляющей любого 
дерева, отвечая за функции питания, запасания полезных веществ и физиче-
ского закрепления в грунте. Под архитектоникой корневой системы подраз-
умевается конфигурация корней в пространстве, а её формирование зависит 
от множества факторов, таких как вид растения, тип вмещающих грунтов, 
получаемое питание и т.д. [1]. Несмотря на важность изучения этого орга-
на в контексте процессов развития и жизнедеятельности дерева, представ-
ление о структуре корневого аппарата зачастую неполное, в том числе и 
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вследствие ограничений доступных методов исследований. Основой экс-
периментального изучения корневых систем растений служит способ их 
раскопки [2, 3]. Однако это наносит значительный ущерб подземному про-
странству, а также самим растениям и в большинстве случаев приводит к 
их гибели. В некоторых случаях в черте города или на особо охраняемых 
природных территориях выполнение подобных работ невозможно или за-
прещено. Кроме того, данный способ требует значительных временных и 
физических затрат. 

Изучение корневых систем деревьев на сегодняшний день является ак-
туальной задачей, и для ее решения систематически привлекаются новые 
дистанционные методы, как лабораторные, так и полевые [4]. Например, 
получен ряд значимых результатов по использованию пространственных 
моделей для оценки влияния наклона поверхности грунта на процессы фор-
мирования корневой системы в рамках борьбы с процессами эрозии [5, 6]. 
К неразрушающим способам анализа корневой архитектоники относится и 
применение геофизических методов, в частности, георадиолокации, которая 
базируется на изучении закономерностей распространения высокочастот-
ных электромагнитных волн в почвенно-грунтовом массиве [7–9]. Георадио-
локацию в качестве средства описания корневых систем древесных расте-
ний начали применять с конца 90-х гг., когда была показана принципиальная 
возможность локализации положения отдельных корней георадаром [10]. 
Дальнейшие исследования в этом направлении продемонстрировали доста-
точно убедительные примеры определения по данным георадиолокации ди-
аметра скелетных корней и как следствие возможность оценки их биомассы 
[11–13]. При этом значительная часть работ касается вопросов физических 
ограничений и разрешающей способности георадиолокации [14, 15]. 

Корневая система растений развивается по наследственно закреплённой 
схеме, но имеет тенденцию к адаптации под влиянием окружающей среды, в 
том числе вследствие взаимодействия с вмещающими грунтами, что прояв-
ляется, например, в процессах гидротропизма и хемотропизма [16]. Одним 
из природных факторов, оказывающих влияние на рост, является уровень 
залегания корненепроницаемых горизонтов, вследствие чего изменяется как 
структура корневой системы, так и надземная часть растений. 

Изучение развития корневой системы в почвенно-грунтовом масси-
ве относится к области научных и практических интересов для плодовых 
растений, среди которых одно из доминирующих мест занимает яблоня 
домашняя (Malus domestica Borkh.) [17]. Цель данной работы – продемон-
стрировать возможность исследования корневой архитектоники взрослых 
деревьев методом георадиолокации без применения способа раскопки. 
Кроме того, поставлена задача по определению пространственной конфи-
гурации корневой системы в зависимости от глубины залегания кристал-
лических пород и оценке влияния подобных изменений на развитие над-
земной части деревьев.

П.А. Рязанцев, А.В. Кабонен, А.И. Родионов



181

Материалы и методики исследования

Метод георадиолокации основывается на излучении наносекундных 
электромагнитных импульсов определенной частоты в зондируемую среду 
с последующей регистрацией и анализом сигнала, отраженного от внутрен-
них границ и локальных неоднородностей [18, 19]. К основным характе-
ристикам, отвечающим за скорость распространения и затухания электро-
магнитной волны в грунтах, относятся относительная диэлектрическая 
проницаемость и электрическая проводимость, которые в свою очередь 
зависят от ряда физических свойств зондируемого грунта: минерального и 
гранулометрического состава, влажности, плотности, содержания органи-
ческого вещества и т.д. Вариации таких параметров определяют, насколь-
ко глубоко и как точно можно выявить отражающие границы в грунтовом 
массиве. Важным параметром в георадиолокации служит частота излучае-
мого сигнала, с которой связаны глубинность и разрешающая способность 
зондирования. Существует оптимальный диапазон частот, так называемое 
«георадарное плато», в интервале частот от 10 до 2 000 МГц [20]. В ме-
тоде георадиолокации используются сверхширокополосные импульсы, ча-
стотный спектр которых в приёмнике представляет собой произведение ис-
ходного зондирующего сигнала на частотные характеристики среды. Таким 
образом, существует принципиальная возможность спектрального анализа 
регистрируемого сигнала для определения параметров зондируемой среды 
[19]. Например, повышение электрической проводимости грунта за счёт ув-
лажнения приводит к увеличению низкочастотной составляющей сигнала 
вследствие затухания высокочастотных гармоник.

Для выполнения полевой съёмки используется георадар – прибор, ко-
торый состоит из передающей и принимающей антенны с фиксированной 
центральной частотой, блока регистрации и обработки. Наземные георадио-
локационные (георадарные) измерения проводятся вдоль профильной ли-
нии или по системе профилей. Конфигурация сети наблюдений зависит от 
характера, размеров и глубины исследуемых границ и объектов. Принимае-
мый сигнал регистрируется как функция изменения амплитуды отражённо-
го электромагнитного импульса во времени – георадарная трасса, совокуп-
ность таких трасс формирует радарограмму. Прослеживая на радарограмме 
ряд одинаковых импульсов на соседних трассах, так называемую ось син-
фазности, можно проследить отражающую границу (рефлектор). Кроме 
отраженных, существуют и другие типы регистрируемых волн, например 
дифрагированная. Её отличие в том, что электромагнитный импульс, отра-
жённый от точки дифракции к поверхности, не подчиняется закону отраже-
ния, требующего равенства углов падения и отражения. Точками дифракции 
выступают локальные объекты: валуны, корни, подземные коммуникации, 
размеры которых сравнимы или меньше длины волны зондирующего сигна-
ла [19]. На радарограммах дифрагированные волны выделяются по своему 
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годографу (зависимость времени прихода отражённой волны от пройденной 
дистанции) в форме гипербол, поиск и локализация которых является важ-
ной составляющей интерпретации (рис. 1). Вершина гиперболы указывает 
на положение искомого локального объекта, а по наклону «крыльев» гипер-
болы определяется скорость электромагнитной волны во вмещающей среде, 
что важно в случаях отсутствия информации о строении и электрофизиче-
ских параметрах изучаемого разреза.

Рис. 1. Схема выполнения георадарной съемки (Tx – источник, Rx – приемник) 
и регистрируемая радарограмма, где: 1 – прямая волна в грунте; 2 – гипербола диф-
рагированной волны на локальном объекте; 3 – рефлектор от подстилающих пород

[Fig. 1. Schematic illustration of GPR reflection profiling (Tx - Transmitter, Rx - Receiver) and recorded 
radargram, where: 1 - Direct ground wave; 2 - Hyperbola of the diffracted wave; 3 - Bedrock reflections]

Глубина залегания отражающих границ (Z) рассчитана следующим об-
разом:

,                                                        (1)

где V – скорость электромагнитной волны; t – время прихода импульса.
Скорость распространения электромагнитной волны в геологической 

среде определяется на основе параметров среды: 

,                                             (2)

где ε – относительная диэлектрическая проницаемость; μ – магнитная про-
ницаемость; σ – электропроводность; ω – угловая частота (ω = 2πf, f – цен-
тральная частота сигнала).

Так как большинство грунтов – диэлектрики (μ = 1) и имеют относитель-
но невысокую проводимость (σ << ωε), необходимо применять сокращен-
ную формулу:

2
tVZ ×

=

2

1V =
με σ1+ +1
2 ωε
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(3)

где ε – относительная диэлектрическая проницаемость; c – скорость света в 
вакууме.

Условием образования отраженного сигнала является существование 
контраста электрофизических свойств грунтов, а параметром, определяю-
щим его интенсивность, служит коэффициент отражения (Kотр):

(4)

где ε1 – относительная диэлектрическая проницаемость верхнего слоя; ε2 – 
относительная диэлектрическая проницаемость нижнего слоя. 

Чем ближе значение коэффициента к единице, тем ярче проявляется реф-
лектор на радарограмме. 

Одним из показателей применимости метода для поиска локальных объ-
ектов служит разрешающая способность, определить которую можно через 
длину волны (λ):

(5)

где V – скорость электромагнитной волны; fc – центральная частота сигнала. 
Вертикальная (Δr) и горизонтальная (Δl) разрешающие способности 

определены следующими соотношениями: 
(6)

где h – глубина залегания отражающего объекта. 
Для относительно низких георадарных частот разрешающая способ-

ность составляет десятки сантиметров, тогда как для самых высоких раз-
решение – первые сантиметры. Например, заявленная характеристика для 
антенного блока с центральной частотой 150 МГц составляет 35 см, а для 
антенны с частотой 1 500 МГц равна 5 см. Точность определения положения 
отражающего объекта также зависит от шага измерения по профилю и дис-
кретизации сигнала.

Георадиолокация при исследовании корневых систем деревьев. С точки 
зрения георадиолокации древесные корни выступают в качестве локальных 
линейных объектов, т.е. их поисковый признак, как уже отмечалось выше, – 
гипербола дифрагированной волны. Относительная диэлектрическая про-
ницаемость древесины зависит от ряда факторов, основные из которых 
водонасыщенность и плотность, при этом существует зависимость от тем-
пературы, частоты импульса, содержания целлюлозы и т.д. Как показывают 
лабораторные исследования, нормальное значение для сухой (влажность 
менее 30%) древесины ε<10, тогда как древесина с влажностью порядка 
80–90% может достигать значений ε = 50 и более [21]. Для сравнения: нор-
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мальные значения песка составляют 4–7 единиц в сухом состоянии и 5–15 
во влажном [19]. Следовательно, существующий контраст свойств обеспе-
чивает формирование рефлекторов. Особенно ярко это проявляется в засуш-
ливых регионах, где корневые системы растений более мощные и занимают 
большую территорию, а также активней депонируют воду на фоне сухих 
почв [22]. Известно, что отчётливо гиперболы на радарограмме проявляют-
ся, когда влажность корней на 35% (и более) выше относительно фоновых 
значений, при разности менее 20% корни не выявляются [23, 24]. 

Лабораторное моделирование позволило определить, как изменяется вол-
новое поле георадиолокации в зависимости от диаметра и глубины залега-
ния корня, а также выявить возможные подходы для оценки диаметра корней 
в естественном залегании исходя из параметров георадарного сигнала [15, 
24–26]. При этом широкая вариация диаметра и протяжённости корней у де-
ревьев затрудняет получение однозначных критериев для их идентификации. 
В табл. 1 представлены обобщённые данные по изучению корневых систем 
методом георадиолокации. Сопоставление результатов исследований показа-
ло существование вариативности как по выявленному диаметру, так и макси-
мальной глубине, что обусловлено видом деревьев и типом вмещающего по-
чвенно-грунтового массива. Отмечается, что минимальный диаметр корней, 
однозначно фиксируемый высокочастотными антенными блоками, составля-
ет 0,5 см [12, 15, 25]. Дополнительно к факторам, определяющим волновую 
картину, относится угол пересечения георадарным профилем направления го-
ризонтального роста корня, при углах <45° и >135° регистрируемая гипербола 
искажается, а амплитуда отраженного сигнала снижается [27]. Следовательно, 
при исследованиях необходимо подбирать геометрию профилей наблюдений 
в зависимости от конфигурации корневой системы [28], например, использо-
вать прямоугольную [29] или радиальную [30] сеть профилей.

Выявлено влияние сезона на детальность георадарных исследований, в те-
плый (летний) период выделяется большее число корней на глубинах до 0,5 м, 
тогда как в холодный (зимний) период возрастает в 2 раза и более количество 
корней, локализованных ниже 0,5 м от поверхности [31]. Это явление объяс-
нено повышенным содержанием воды в корнях летом и как следствие ростом 
их контраста в сравнении с вмещающими почвами. В свою очередь зимой 
происходит возрастание скорости электромагнитной волны в совокупности с 
уменьшением затухания в почвах из-за промерзания (т.е. происходит увели-
чение эффективной глубины метода). Также точность идентификации корней 
зависит от мощности и состава лесной подстилки [32]. По существующим 
оценкам, при помощи георадара можно выявить расположение порядка по-
ловины корней из общей структуры корневой системы дерева – 48% [33] и 
58% [34]. При этом в верхнем интервале <50 см выявленных корней больше 
в сравнении с нижележащими горизонтами – 49 к 35% [33] и 60 к 35% [34].

Экспериментальная площадка и образцы деревьев. Исследования прове-
дены в августе 2019 г. на территории Ботанического сада Петрозаводского 
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государственного университета, расположенного в г. Петрозаводске (рис. 2). 
В геологическом плане эта территория представляет собой ось антиклиналь-
ной складки, проявленной в виде мощного крутосклонного кряжа субширот-
ного простирания с изрезанным рельефом. Для рассматриваемого участка 
характерно близкое залегание кристаллических пород, которые представле-
ны порфиритами и метатуфами. Крутой рельеф не способствовал аккумуля-
ции рыхлых отложений, при этом в самом почвенном покрове содержатся 
обломки скальных горных пород. В четвертичных отложениях территории 
преобладает супесчаная и песчаная морена с мощностью не более 2 м, а 
значительные площади вообще лишены четвертичного покрова [35]. Струк-
тура почвенного покрова Ботанического сада неоднородна и усложняется 
с запада на восток, основная масса почв представлена буроземами грубо-
гумусовыми супесчаными. Отличительными чертами этих почв являются: 
наличие гумус-продуктивного горизонта с содержанием углерода 7–12%, 
далее углерод убывает с глубиной до значений менее 1%, средний грануло-
метрический состав – 87% песка и 13% глины, весь профиль ожелезнён и 
обогащен дериватами из подстилающих пород [36].

Рис. 2. Расположение участка работ
[Fig. 2. Location of the site research area] 

Для эксперимента выбраны две площадки на расстоянии около 500 м, на 
каждой из которых росли одновозрастные деревья – яблони домашние Malus 
domestica Borkh. Условия произрастания яблонь, такие как почвенный состав, 
количество осадков, температура, освещенность и уровень ветра, равноцен-
ны. На каждой площадке эксперимента выбрано отдельно стоящее дерево со 
средними значениями биометрических показателей (табл. 2). 
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Рисунок 2 опечатка в английском названии написано PerSU, а надо PetrSU. Исправленный 
рисунок приложен к письму. 

 

Страница 122 , первый абзац, второе предложение, написано «подра-зумевается», надо 
«подразумевается» 

Страница 123 , последнее предложение первого абзаца, написано «требуют», надо 
«требует» 

Таблица 2, некорректный перенос слова в 4 столбце, сделано diam-eter, лучше перенести 
все слово на следующую строку, места должно хватить. 

Страница 130, нижний абзац, второе предложение, написано «как следствие процессы 
развития», возможно будет лучше «как следствие на процессы развития» 

Страница 131, третье предложение в абзаце, написано «корни характеризуется», надо 
«корни характеризуются» 

Страница 132, третье предложение сверху, написано «Вследствие этоо», надо «Вследствие 
этого» 

Страница 137, начало абзаца, Один из способов – оценить…, не очень понятное тире, 
лучше исправить «Один из способов оценить пространственную конфигурацию 
погребенного объекта – использовать проекции (срезы) георадарных параметров на 
фиксированных глубинах.» 

Список литературы: 

В 6 источнике отсутствует курсив у названия вида  
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Таблица 1 [Table  1]
Эффективные диаметр и глубина обнаружения корней методом георадиолокации

[Effective diameter and depth of root detection by GPR]

Объект 
исследования

[Object of the research]

Тип грунта
[Soil type]

Частота 
антенны, 

МГц
[GPR fre-

quency, MHz]

Диаметр 
корней, см

[Root diameter, 
cm]

Глубина 
корней, см
[Root depth, 

cm]
Min Max Min Max

Сосна кедровидная
Pinus cembroides
 Zucc. [8]

Горные щебнисто-ор-
ганогенные почвы с со-
держанием орг. до 60%
[Shallow rocky soils with 
organic matter up to 60%]

800 0,6 4,0 1 40

Криптометрия 
Cryptomeria 
japonica 
(L.f.) D. Don [15]

Песчаные почвы
[Sandy soils] 900 1,9 7,8 30 80

Персик
Prunus persica 
(L.) Batsch [37]

Супесь с содержанием
песка 85% и глины 15%

[Faceville fine sandy 
loam with 85% of sand 

and 15% of clay]

900 1,7 3,2 н/д 40

Дуб Дугласа 
Quercus douglasii
Hook.&Arn.
Сосна Сабина
Pinus sabiniana
Douglas ex 
D.Don [38]

Каштановые по-
чвы, суглинистые

[Auburn-Exchequer soils]
1 000 1,3 10,0 8 35

Тополь дель-
товидный
Populus deltoids 
W. Bartram ex 
Marshall [11]

Песчаные почвы 
с содержанием

песка 90% и глины 10%
[Lakeland soils con-
taining 90% of sand 

and 10% of clay]

1 500 0,6 1,7 н/д 27

Сосна ладанная
Pinus taeda L. [11]

Песчаные почвы с 
содержанием песка 

85–92% и глины 5–15%
[Wakulla soils contain-

ing 85-92% of sand 
and 8-15% of clay]

1 500 0,5 6,5 н/д 50

Вяз приземистый
Ulmus pumila L. 
[25]

Песчаная дюна с 
содержанием песка 

95% и глины 5%
[Silver sand containing 95% 

of sand and 5% of clay]

2 000 0,5 3,5 10 80

Дуб миртолистный
Quercus myrtifo-
lia Willd. [12]

Подзол с содержанием 
песка 90% и глины 10%
[Spodosol containing 90% 
of sand and 10% of clay]

2 000 0,5 3,5 н/д 60

При этом плотность и шаг посадок на этих площадках исключали сраста-
ние корневых систем у рядом стоящих деревьев. Выбор этих двух конкрет-
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ных объектов обусловлен внешними отличиями. Одно из растений имеет 
выраженную сложную кривизну ствола и меньшую высоту по сравнению со 
вторым, условно-нормальным (рис. 3).

Рис. 3. Образцы обследуемых яблонь: a – № 1 с первой площадки;
b – № 2 со второй площадки (фотографии А.В. Кабонена)

[Fig. 3. Test samples of apple trees: a - from Plot 1, b - from Plot 2 (Photos by Alexey Kabonen)]

Таблица 2 [Table  2]
Биометрические показатели исследуемых деревьев

[Biometric indicators of the test trees]

Биометрические показатели
[Biometric indicators]

Образец № 1
[Sample 1]

Образец № 2
[Sample 2]

Высота дерева, см [Tree height, cm] 500 350
Диаметр кроны, см [Crown diameter, cm] 400 500
Диаметр ствола у основания, см 
[Diameter of the trunk base, cm] 49 48
Диаметр ствола на высоте 1,3 м
[Trunk diameter at a height of 1.3 m] 36 38

Среднегодовые фенологические фазы у исследуемых образцов проходи-
ли параллельно, возраст деревьев – 29 лет, значительной разницы в количе-
стве ежегодно вызревающих плодов у исследуемых растений не выявлено. 
На базе существующих отличий выдвинута гипотеза о влиянии глубины за-
легания скальных пород на формирование корневой системы и как следствие 
на процессы развития ствола и кроны дерева. Известен эффект специфиче-
ского протекания процессов корнеобразования в зависимости от почвенно-
гидрологических условий. В случае почвенного покрова малой мощности 
и наличия корненепроницаемого горизонта происходит прекращение раз-
вития стержневого корня с интенсификацией роста корней горизонтальной 
ориентации, структура корневой системы принимает выраженный поверх-
ностный характер, зачастую имея форму усеченного конуса [1]. Кроме того, 
считается, что невозможность проникновения вертикальных корней вглубь 
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не только меняет структуру корневой системы, но может повлечь за собой 
изменения и слабый рост надземной части, а также раннее отмирание пло-
довых деревьев [39].

По литературным данным, условно-нормальная корневая система яблони 
домашней имеет вид, как показано на рис. 4. Отмечается преобладание ске-
летных корней горизонтального направления и расположение их основной 
массы на глубинах до 1 м от уровня поверхности. Горизонтальные скелет-
ные корни характеризуются диаметром около 1–2 см, а вертикальные – по-
рядка 4–5 см. Представленная схема описывает общий случай, тогда как для 
северных территорий (к которым относится и Республика Карелия) харак-
терно распределение основной массы корней в интервале 25–50 см от по-
верхности [Там же]. Имеющиеся предпосылки позволяют сделать вывод о 
применимости георадара для сбора данных, так как глубина залегания кор-
невой системы у яблони домашней соотносится с глубиной зондировании 
высокочастотного антенного блока (см. табл. 1), а также предположить вы-
сокую информативность метода из-за большого количества субгоризонталь-
ных корней, которые проще выявлять на радарограммах.

Рис. 4. Горизонтальная и вертикальная проекции корневой системы 
яблони домашней возрастом 20 лет, по данным В.А. Колесникова (1974)

[Fig. 4. Horizontal and vertical plane of the apple tree root system aged 
20 years, according to Venedikt Kolesnikov (1974)] 
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Методика эксперимента. Полевые наблюдения проведены исходя из 
имеющихся данных о строении корневой системы яблони домашней. Для 
этого вида характерно наличие в горизонтальной проекции четырех перпен-
дикулярных и четырех диагональных скелетных корней, а также распреде-
ление корней в вертикальной проекции на глубине от 20 до 60 см (см. рис. 4). 
Вследствие этого измерения выполнены по регулярной прямоугольной сети 
с расстоянием между профилями 50 см (рис. 5). Каждый профиль начина-
ется с отметки 0 см и увеличивался до пикета 600 см. Основная масса кор-
ней у яблони домашней залегает в пределах кроны, поэтому размер каждого 
участка съемки составил 600×600 см. Сбор данных выполнен георадаром 
ОКО-2 «Логис-Геотех» (Россия) с антенным блоком, имеющим централь-
ную частоту 1 700 МГц. Указанный антенный блок имеет фиксированную 
базу, шаг сканирования по профилю составил 2 см, а временная разверстка 
32 нс, что обеспечило глубину исследований до 1 м. В результате для каж-
дого образца получен набор из 26 профилей: 13 горизонтальных (направле-
ние X) и 13 вертикальных (направление Y).

Обработка полученных радарограмм выполнена стандартно [22]: частот-
ная фильтрация и вычитание средней составляющей сигнала для чистки 
записи; выделение областей расположения полезного сигнала; поиск ги-
пербол дифрагированной волны; выполнение процедур синтеза апертуры и 
преобразования Гильберта (рис. 6). Операция синтеза апертуры повышает 
разрешающую способность записи и уменьшает интенсивность «крыльев» 
гипербол, что обеспечивает лучшую локализацию местоположения отдель-
ных корней. Преобразование Гильберта позволяет представить георадар-
ную трассу как аналитический сигнал (огибающую), который характеризует 
мгновенные амплитуды и позволяет оценить энергию (интенсивность) отра-
жений в конкретной области. Участки высоких энергий соответствуют кон-
трастным изменениям электрофизических свойств. Из практики известно, 
что достаточно крупные корни могут отображаться в волновом поле гео-
радиолокации набором отражений, например от верхней и нижней части, 
поэтому их положение корректно определять по наибольшим амплитудам 
[15, 23]. 

Для перехода от временной формы георадарной записи к разрезу глубин 
необходимо присвоить относительную диэлектрическую проницаемость 
ε для каждого отдельного слоя среды, в которой распространялся сигнал. 
Используя формулу (3), определить скорость V, а по формуле (1) рассчи-
тать глубину зондирования. Величина ε (или V) определяется по табличным 
значениям с использованием маркерных рефлекторов с известной глубиной 
залегания или рассчитывается по наклону «крыльев» гипербол дифраги-
рованной волны [18–20]. Последний способ рассматривается как наиболее 
удобный, так как не требует дополнительных работ и обеспечивает доста-
точную точность определения искомых значений. Условием его примени-
мости является наличие на записи чётких гипербол. В рамках исследований 
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корней использована программа сбора и обработки данных георадиолока-
ции GeoScan32 «Логис-Геотех» (Россия), где реализована функция анализа 
гипербол. По результатам работ для вмещающих почв ε составила 9 единиц, 
а для подстилающих метатуфов ε = 6 единиц. Это позволило определить 
скорость Vпочв ≈ 10 см/нс и глубину зондирования Z = 70–90 см. Значение Kотр 
(4) для границы почва – скальный грунт составляет 0,1, что свидетельствует 
о существовании рефлектора средней интенсивности. Длина зондирующей 
электромагнитной волны в исследуемых почвах составляет ~5 см (5), это 
позволяет сделать вывод о возможности локализации объектов размерами 
от 1,2 до 5,0 см (6). Указанный диапазон сопоставим с ожидаемым размером 
скелетных корней яблони домашней.

Рис. 5. Схема расположения профилей наблюдения в обследуемой области
[Fig. 5. Setup of GPR profiles in the study area]

После обработки на каждом профиле по гиперболам определены местопо-
ложения корней с координатами X, Y, Z. Так как нет однозначных параметров, 
чтобы отличить отражение от корня и, например, валуна, пикировались все ги-
перболы. Предполагается, что из-за протяженности корни имеют подавляющее 
количество отражений на радарограммах, а отражения от иных объектов стати-
стически не значимы. В силу различных факторов существует неопределенность 
для параметров сигнала, поэтому нет возможности достоверно проследить еди-
ничный корень. Вследствие чего выполнен анализ конфигурации некоторого 
облака точек, которое в первом приближении пространственно соответствует 
объёму среды, занимаемому корневой системой. Кроме местоположений корней 
определена поверхность скальных грунтов, контрастно выделяющаяся от выше-
лежащих рыхлых грунтов по протяженной оси синфазности.
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Рис. 6. Пример процедур обработки радарограммы: a – поиск гипербол; 
b – синтез апертур; c – расчет энергограммы (стрелками указано 

предполагаемое местоположение корней)
[Fig. 6. An example of GPR transect processing procedures: a - Search of hyperbolas; b - Aperture 

synthesis; c - Calculation of signal amplitudes (arrows indicate the location of the roots)]

Результаты исследования и обсуждение

Выполненные работы обеспечили получение набора радарограмм, по ко-
торым локализованы гиперболы дифрагированной волны, а также просле-
жена граница кристаллических пород. Рассмотрим результаты на примере 
двух перпендикулярных профилей, расположенных в центре участка для 
каждого из образцов (рис. 7). Радарограммы для образца № 1 характеризу-
ются хаотичным волновым полем со временами регистрации полезного сиг-
нала до 15 нс. Граница скальных пород идентифицируется по невыдержан-
ной оси синфазности и изменению характера волнового поля – отсутствие 
интенсивных отражений и повышение затухания сигнала. Для профиля по 
направлению X (рис. 7, a) глубина залегания скальных пород составляет 
50–72 см, гиперболы фиксируются на пикетах от 25 до 454 см и в интервале 
глубин (Z) 2,5–61,7 см. Профиль по направлению Y (рис. 7, b) характеризу-
ется сходной глубиной залегания скальных пород 54–70 см, гиперболы вы-
явлены на пикетах 22–544 см и в интервале Z = 2,7–61,7 см. Далее обратимся 
к результатам исследованиям образца № 2. Радарограммы на этом участке 
имеют меньший временной период полезного сигнала порядка 12 нс. Грани-
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ца скальных пород для профиля по направлению X установлена в интерва-
ле глубин 32–53 см, гиперболы выявлены в диапазоне пикетов 30–450 см и 
Z = 2,3–46,0 см (рис. 7, c). Перпендикулярный профиль Y (рис. 7, d) обладает 
схожими параметрами: скальные породы прослежены на глубине 40–52 см, 
гиперболы на пикетах 76–518 см и Z = 3,0–42,7 см.

Рис. 7. Центральные радарограммы для образца № 1 по направлению X (a), Y (b) 
и образца № 2 по направлению X (c), Y (d)

[Fig. 7. Central GPR profiles for sample 1 in the direction X (a), 
Y (b) and sample 2 in the direction X (c), Y (d)]

В общем виде можно заключить, что почвенно-грунтовые условия объ-
екта № 1 и объекта № 2 кардинально отличаются. В первом случае средняя 
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глубина залегания кристаллических пород составляет 60 см и наблюдается 
конусообразное уменьшение количества выявленных гипербол с глубиной. 
Во втором случае средняя глубина равна 45 см, а основная масса гипербол 
расположена в первых 30 см. Отметим, что на участке образца № 1 обнару-
жено 366 гипербол, а на участке образца № 2 – 520 гипербол. Так как скелет-
ные корни из-за своей протяженности формируют подавляющее количество 
гипербол во всех проекциях, гиперболы приняты в качестве признаков их 
местоположения. Как отмечалось выше, в среднем регистрируется 40–50% 
корней от общего количества, поэтому пространственная структура корне-
вых систем обследуемых яблонь описывается достаточно полно. 

Рис. 8. Распределение выявленных местоположений корней по глубине
[Fig. 8. Distribution of the identified root locations in depth]

Распределение количества выявленных местоположений корней в зави-
симости от глубины с интервалом 10 см показано на рис. 8. Видно, что кор-
невые системы исследуемых деревьев имеют ряд существенных отличий. 
Образец № 1 демонстрирует постепенное уменьшение количества корней с 
глубиной и согласное уменьшение занимаемой площади, также наблюдается 
их концентрация относительно штамба. Образец № 2 характеризуется мно-
жеством корней в верхней части разреза (0–30 см), занимающих значитель-
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ную площадь, тогда как в самой нижней части их количество резко сокраща-
ется. Следует отметить, что распределение корневой массы по глубине для 
образца № 1 сопоставимо с оценкой В.А. Колесникова для яблонь северных 
территорий. В то же время в обоих случаях выявлена предрасположенность 
местоположений корней к областям погружения кровли кристаллических 
пород.

Один из способов оценить пространственную конфигурацию погребен-
ного объекта – использовать проекции (срезы георадарных параметров на 
фиксированных глубинах. Для получения подобных срезов рассчитывают-
ся значения мгновенных амплитуд отраженного сигнала (энергограммы), 
что позволяет проследить положение электрофизических неоднородностей. 
Корни за счет своей водонасыщенности контрастны на фоне вмещающих 
грунтов, и это обеспечивает трассирование их положения за счет высокой 
интенсивности отражения сигнала. Подобный способ оценки использован 
для сосны ладанной (Pinus taeda), когда выявлялись корни диаметром более 
2 см, и по результатам составлены карты их расположения [40]. В рамках вы-
полненных исследований использовался схожий подход. Для обследуемых 
образцов получены проекции интенсивности амплитуды отражений на раз-
ных интервалах глубин (рис. 9). Следует отметить, что полученные резуль-
таты, в отличие от литературных данных, не позволяют показать отдельные 
корни в связи с отсутствием однозначных критериев для прослеживания, 
однако определенную полезную информацию содержат. Так, например, уро-
вень Z = 20 см характеризуется наличием высокоэнергетических отражений, 
которые располагаются в большей части исследуемой площади, и это со-
ответствует горизонту, наиболее насыщенному корнями. Для обследуемых 
растений картины схожие, площадь, в пределах которой установлены интен-
сивные отражения, для образца № 1 составляет 28,7 м2, а для № 2 – 26,6 м2. 
Иная картина наблюдается на глубине Z = 40 см: образцы отличаются как 
по интенсивности наблюдаемых отражений, так и по занимаемой площади. 
Выявленные изменения обусловлены уменьшением количества и, вероятно, 
среднего размера корней в этом интервале. Выделяется значительная раз-
ность площади, занятой интенсивными отражениями: 25,6 м2 для образца 
№ 1 и 16,9 м2 для образца № 2. Данные факты свидетельствуют как о транс-
формации корневой системы яблони домашней с глубиной, так и об отличии 
архитектоники корневой системы рассматриваемых образцов из-за влияния 
почвенно-грунтовых условий.

Взаимоотношение морфологии кровли кристаллических пород и корне-
вой системы исследуемых образцов хорошо наблюдается на трехмерных мо-
делях. В рассматриваемом случае модели выполнены в виде облака точек – 
набора установленных местоположений корней в координатной системе 
X, Y, Z, совокупность которых, несмотря на неточность и приблизительный 
характер, в первом приближении позволяет пространственно отобразить 
корневую архитектонику исследуемых образцов (рис. 10). На текущем эта-
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пе исследований проследить направление и размеры отдельного скелетного 
корня по набору выявленных местоположений не удалось. В перспективе 
есть предпосылки для определения геометрических параметров корней в 
естественном залегании. Отдельные примеры показывают такую возмож-
ность, но в частном случае изучения якорных корней крупных деревьев с 
диаметром ствола 1 м и высотой до 20 м [41]. 

Рис. 9. Проекции амплитуд отражений на глубинах 20 и 40 см: 
a – образец № 1; b – образец № 2 (кругом обозначено положение ствола)

[Fig. 9 Projections of the reflection amplitudes at depths 20 and 40 cm: a - Sample 1; b - Sample 2 
(the circle indicates the position of the tree trunk)] 

Вместе с тем на основе модельных наблюдений экспериментально до-
казано наличие значимой корреляции между диаметром корней и харак-
теристиками георадарной трассы: временных интервалов отражений [14], 
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значений максимальной амплитуды [42], а также взаимоотношений этих 
параметров, так называемых георадарных индексов [11, 25–29]. Данные ис-
следования показывают размерность коэффициента корреляции георадар-
ных индексов с диаметром и биомассой корней в пределах r = 0,5–0,8. Одна-
ко на практике использование такого подхода затруднительно, а результаты 
крайне неоднозначны. Кроме того, обработка большого количества полевых 
наблюдений из-за трудоёмкости требует привлечения специализированных 
автоматических процедур обработки радарограмм.

Рис. 10. Трехмерные модели корневой архитектоники: a – образец № 1; b – образец № 2
[Fig. 10. Three-dimensional models of the root architecture: a - Sample 1; b - Sample 2]

Полученные данные хорошо согласуются с выдвинутой гипотезой – не-
глубокое залегание скальных пород приводит к деформации конфигурации 
корневой системы, основная масса корней начинает концентрироваться в по-
верхностных слоях. Теоретически это может приводить к развитию сложной 
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кривизны древесного ствола, обусловленной фактором ветровальности или 
неприспособленности деформированной корневой системы поддерживать 
формирующуюся по наследственно-закрепленной схеме надземную часть 
растений, вследствие чего при условно-нормальном росте надземной части 
деформированная корневая система не в состоянии удерживать рост ствола 
в вертикальном направлении. Такие внешние условия приводят к наклон-
ности и сложной кривизне, что и наблюдается визуально для образца № 2. 
Следует отметить, рассмотрение всего комплекса факторов, определяющих 
формирование древесного ствола, и обсуждение степени их значимости вы-
ходит за рамки представленных исследований.

Заключение

Выполненные экспериментальные работы продемонстрировали возмож-
ность описания корневой архитектоники дерева с использованием метода 
георадиолокации. Обобщенные данные показали, что предельный размер 
отдельных корней, возможных для определения, составляет 0,5 см, этот 
факт позволил в дальнейшем рассматривать скелетные корни как объект 
поиска. На примере изучения двух образцов яблони домашней проведено 
картирование структуры распределения корневой системы в почвенно-грун-
товом массиве, также установлено влияние глубины залегания кровли кри-
сталлических пород на онтогенез деревьев. По результатам исследований 
можно заключить, что георадиолокация является многообещающим методом 
изучения подземной части деревьев, обеспечивающим выполнение анализа 
корневой системы без экскавации. В перспективе подобные исследования 
имеют практическую значимость как для решения агротехнических и лесо-
устроительных задач, так и при контроле зеленых насаждений на урбанизи-
рованных территориях.
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Detection of the tree root system architecture using Ground penetrating radar

This paper presents the results of an experiment measuring the tree root system 
architecture using ground-penetrating radar. Despite the importance of this issue, the 
knowledge of the root system of trees remains incomprehensive due to various reasons 
including the limitations of research methods. The basic approach to the exploration 
of the root system of plants is the root zone excavation method. However, this method 
inflicts substantial damage to plants and can lead to their destruction. In some cases, 
excavation is impossible or prohibited, i.g. in cities or protected natural areas. Studying 
the tree root systems is an urgent issue at the moment and new methods are systematically 
used to tackle it. The non-invasive approach to study the root architecture includes 
using the methods of geophysics, ground-penetrating radar (GPR) in particular. The 
root system of plants tends to adapt to the environment, which includes interaction with 
the accommodating soil. One of the natural factors influencing the growth is the level of 
the impenetrable soil horizon, which changes both the structure of the root system and 
the aerial part of a plant. The aim of this paper is to study the root architecture of mature 
trees using GPR, rather than root excavation method, to determine its configuration 
depending on the bedding of bedrocks and to justify how changes in the bedrock depth 
affects the development of the aerial parts of trees.

The principle of GPR is to examine the propagation of an electromagnetic wave in 
a medium by emitting a probing signal and receiving a reflected signal. Underground 
objects such as roots are distinguished by diffracted waves (See Fig. 1). The summary 
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of literature data shows that roots up to 0.5 cm in diameter can be found by a high 
frequency antenna (See Table 1). We carried out a field experiment on an apple tree 
(Malus domestica Borkh) which grows on the territory of the Botanic Garden of 
Petrozavodsk State University (See Fig. 2). This territory is characterized by a thin 
soil cover and underlying moraine soils. Below are metatuff bedrocks. We studied two 
separate samples. The choice was made due to external differences (See Fig. 3). The 
trees growing on Plot 2 (Sample 2 of the experiment) have a conspicuous compound 
curvature of the trunk and a lower height than plants from Plot 1 - sample 1 (See Table 
2). The two trees underwent annual average phenological stages simultaneously. They 
are 29 years old. No significant differences in the annual number of ripening fruits was 
revealed. Thus, the experiment was carried out on the two samples growing in equal 
conditions but having differences in appearance and biometrics. Literature data show 
that an apple tree usually has 4 perpendicular skeletal roots and 4 diagonal skeletal roots 
1-2 cm in diameter in horizontal slice. As for vertical slice, tree roots usually lie at a 
depth of 20-60 cm (See Fig. 4).

The measurements were carried out with OKO-2 GPR by “Logis-Geotech” 
(Russia) with antenna unit (center frequency of 1700 MHz) on a regular rectangular 
grid with a space between profile lines of 50 cm. As a result, 26 profiles (13 horizontal 
and 13 vertical ones) were obtained for each sample (See Fig. 5). We processed the 
obtained radargrams using signal filtering operations, searching for the diffraction 
hyperbola, migration procedure to localize the source object and the Hilbert Transform 
to examine the energy of the reflections (See Fig. 6). The analysis of the hyperbolas has 
determined the relative permittivity of the studied soil and underlying metatuffs. It is 
9 and 6, respectively. The electromagnetic wave length in the soil body is 5 cm, which 
implies the possibility to distinguish objects sized 1.5-5 cm. This range is consistent 
with the expected size of the apple tree taproots. After the processing of each profile, 
the roots were localized using hyperbolas and the surface of bedrocks was determined 
(See Fig. 7).

We found out that the soil profiles of the two experimental samples were different. 
In the first case, the average depth of bedrocks bedding is 60 cm, and there is a v-shaped 
decrease in the identified hyperbolas with depth. In the second case, the average depth 
is 45 cm and most of hyperbolas are located in the first 30 cm. The examination of the 
location of the roots in horizontal slices within an interval of 10 cm shows a change in 
the density of the roots distribution as we go deeper (See Fig. 8). The quantity of roots 
of Sample 1 gradually decreases with depth as well as the occupied area. In addition, 
the roots tend to concentrate near the trunk. Sample 2 has many roots in the upper part 
of the profile (0-30 cm) and they occupy a significant area. However, the quantity of 
roots in the lower part decreases sharply. In both cases, we detected a predisposition of 
the root locations to the areas of the immersion of the roof of the bedrocks. In addition, 
a study was conducted concerning the intensity of the reflection amplitudes of both 
samples at different depths (See Fig. 9). At the near-surface level (20 cm) there are 
high-energy reflections. They occupy most of the studied area, and this corresponds to a 
horizon full of roots. A different picture emerges at a depth of about 40 cm. The samples 
vary in both the reflection intensity and the occupied area. The revealed changes are 
due to the decrease in the roots quantity and apparently to the medium size of the roots. 
We examined the correlation between the morphology of the bedrocks top surface and 
the spatial root architecture of the samples with three-dimensional models made in the 
form of a cloud of points as a set of established root locations in the XYZ-coordinate 
system (See Fig. 10). 

Our studies have demonstrated the possibility to describe the tree root architecture 
by means of GPR. Using the two samples of the apple tree as an example, the structure 
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of the root system in the soil-ground massif was determined. Also, we established the 
influence of the bedding roof depth of crystalline rocks on the ontogenesis of a tree. The 
results obtained prove that GPR is a promising method for studying the underground 
areas of trees, which provide the possibility to analyze the root system without 
excavation. Such studies may prove useful in the future for both solving agricultural 
technology and forest management tasks, as well as for green spaces control in urban 
areas.

The paper contains 10 Figures, 2 Tables and 42 References.
Key words: Malus domestica; ground penetrating radar; root architecture; 
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Environmental and anthropogenic factors influencing key 
cabbage Lepidopteran pests in the southwestern Siberia

The lepidopteran pest community composition on cabbage (Brassica oleracea L.) 
as the main vegetable crop in the conditions of southwestern Siberia was presented. In 
2015-2019, the dominant cabbage pests were diamondback moth (Plutella xylostella L.) 
and cabbage moth (Mamestra brassicae L.). The continuous application of insecticides 
against the cabbage pests along with climatic factors led to a change in insect species 
community composition. This was manifested as an increase in the number of the 
diamondback moth and a decrease in the abundance of other Lepidoptera species. The 
mean number of diamondback moths varied from 0.06 (in a year of low numbers) to 1.4 
specimens per plant (in years of outbreaks), and for cabbage moth - 0.12 (2015) and 0.43 
(2016), respectively. In commercial cabbage field, both egg-laying and caterpillars of 
Pieris brassicae L. and P. rapae L. were found as a single individual. During the years 
of research, we noted earlier diamondback moth and cabbage moth appearance dates 
in the field. More frequent diamondback moth outbreaks were observed. The period of 
cabbage damage by the diamondback moth lasted longer than usual during the growing 
seasons due to an increase in the number of insect generations in the conditions of the 
southwestern Siberia.

The paper contains 2 Figures and 15 References.
Key words: diamondback moth; cabbage moth; insect distribution; plant damage; 

environmental conditions; outbreak.
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Introduction

White cabbage (Brassica oleracea L.) is the main vegetable crop in the south-
western Siberia. The crop productivity is negatively affected by phytophagous 
insects, including Lepidoptera pests, among which the most important are the 
diamondback moth Plutella xylostella L. and the cabbage moth Mamestra brassi-
cae L. It is known that the structure of the Lepidoptera complex and the number of 
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individual species can vary significantly depending on diverse environmental fac-
tors. With the growing trend of global warming, an increasing research is aimed 
at studying the impact of climate change on the damage by insect pests [1-3]. 
Seasonal and long-term climate changes have a direct impact on insect pests of 
cultivated plants, manifested in changes in survival rates and development, fertil-
ity, distribution and the number of generations, which fully applies to cabbage 
pests [4-9].

Another factor that affects the change in the field situation is the formation of 
resistant populations to chemical insecticides in different types of pests. Acquired 
resistance to insecticides is one of the reasons for the increase in the insect num-
ber, as well as the habitat expansion of some species of phytophagous insects, in-
cluding the diamondback moth P. xylostella, which was noted in different regions 
of the world [4, 10-12]. In general, the structure of the insect species community 
composition in the cabbage field is gradually undergoing significant changes due 
to the above reasons, as well as changes in the composition and number of the ar-
eas occupied by cabbage crops, and breeding new cabbage varieties and hybrids.

The aim of the research was to analyze changes in the structure and the species 
composition of Lepidoptera insect pests on white cabbage depending on environ-
mental factors in the conditions of southwestern Siberia.

Materials and methods

White cabbage hybrids of different groups of maturity: early Champ F1 (2015), 
Green Flash F1 (2016), Lemma F1 (2017), and Pushma F1 (2018-2019); middle - 
Tobia F1; late - Arriviste F1 were studied in this research. Cabbage pests, such as 
diamondback moth Plutella xylostella L. (Lepidopera: Plutellidae), cabbage moth 
Mamestra brassicae L. (Lepidopera: Noctuidae), cabbage white butterfly Pieris 
brassicae L. and imported cabbageworm Pieris rapae L. (Lepidopera: Pieridae) 
were counted on plants.

Observations and records of the number of phytophagous insects were car-
ried out on commercial cabbage crop in the forest-steppe zone of the Ob region 
(southwestern Siberia, 54°51ꞌ12.2ꞌꞌN, 82°48ꞌ29.3ꞌꞌE), in 2015-2019. The cultiva-
tion technology of cabbage was typical of this region and included the following 
main operations: growing seedlings by cassette method, planting seedlings in the 
open ground according to the planting scheme of 60×40 cm for early varieties, 
60×70 cm for mid- and late hybrids. Regular watering, a single application of a 
complex of mineral fertilizers and pesticides were applied. Plant protection in-
cluded one spraying by Aktara (thiamethoxam) against Phyllotreta cruciferae, 
and from one to three sprayings by one of the following chemicals: Accord (alfa-
cypermethrin), and Gladiator (lambda-cyhalothrin) against Lepidopteran insects 
depending on their number. 

The years of research differed significantly in meteorological parameters. Out 
of five years, one year (2016) was characterized as dry; two years (2017 and 2018) 
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- with excessive moisture, meanwhile in 2017, a large amount of precipitation 
was combined with high air temperatures, and 2018 was characterized by a cold 
prolonged spring. In 2015, the temperature generally exceeded the average annual 
value, and in 2019, they slightly differed from the norm, however, in both years 
there was uneven precipitation during the growing season.

Counting the number of pests on white cabbage was based on regular monitor-
ing throughout the growing season (5 counts per season for the main phases of 
crop development). Insects were counted on 100 plants of each cabbage hybrid, 
and counted plants were selected on a staggered basis or along a diagonal line in 
the plot (20 samples of 5 plants). The stage of development and number of each 
insect species were taken in account.

The mean number of insects (A) was determined by the formula:

x - mean of insects on each counting date, individuals /one plant, n - the number 
of counts during the season.

Results and Discussion

During the years of research, the diamondback moth and the cabbage moth 
were discovered as the dominant insect pests on cabbage plantations, whose abun-
dance varied significantly depending on the conditions of the growing seasons 
(Fig. 1).

Fig. 1. Number of insect larvae per plant: A - Mean (columns) and B - Maximum

Outbreak of the diamondback moth was observed in four of the five growing 
periods, with an abnormal increase in 2015 and 2019, during which the mean num-
ber of the pest in all hybrids was 1.4±0.07 (p < 0.001) and 0.97±0.056 (p < 0.001) 

Environmental and anthropogenic factors
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individuals per plant, respectively (Fig. 1A). In these years, the maximum number 
of caterpillars on individual cabbage hybrids reached 6.2 and 6.0 insect per plant, 
respectively (Fig. 1B). Therefore, 3 treatments per season were applied that timed 
to the appearance of younger instar larvae. Larval appearance time depended on 
the year of research. In the year of the depression (2017), the mean number of the 
diamondback moth was 0.06±0.007 (p < 0.001) individuals / plant, that provided 
one insecticide treatment only. The results showed that the appearance of phy-
tophagous insects on cabbage plantings had been observed in recent years at an 
earlier and earlier time. Thus, if in 2015-2018, the first larvae of P. xylostella ap-
peared in the middle of June (10.06-18.06.), in 2019, the emerging adults of first 
generation were recorded at the end of May, and the larvae were found in early 
June (starting from 5.06.), almost immediately after planting cabbage seedlings 
in the open ground. According to our previous research, the second generation of 
the pest in Western Siberia is the most numerous and harmful, the peak of which 
usually occurred in the end of July [13]. However, in 2019, during the outbreak 
the largest number of pests was recorded almost one month earlier (in the middle 
of June). In addition, there was an extension of the period of the diamondback 
moth damage, which reached 107-109 days in 2015-2016, due to an increase in 
the number of pest generations. Particularly, in 2015, the insect produced four 
complete and partially fifth generations [4], which was due to climate change in 
the region. It is known that temperature conditions are the main regulating factor 
of the population dynamics of this pest. Therefore, for example, the number of 
diamondback moth generations varies from 2-3 in the northern regions to 20 in 
the tropical zone [5, 14]. In 2017 and 2019, the development of P. xylostella popu-
lations completed in August due to various reasons. Thus, 2017, in general, was 
characterized by a low insect abundance, and in 2019, there was a mass death of 
caterpillars in August due to the development of epizootics caused by entomoph-
thoralean fungi in the pest population. 

Significant plant damage by M. brassicae was noted in 2015 and 2016, in these 
years the number of larvae per plant was 0.13±0.02 and 0.43±0.056 (p < 0.001), 
respectively; however, in the next three years, this pest had no economic sig-
nificance. The сabbage moth egg-laying period was characterized by a significant 
length of time and lasted 1-1.5 months depending on the meteorological condi-
tions of the year. The first caterpillars usually appeared in the late June-early July, 
with the exception of the 2018-2019 growing seasons. In this period, despite the 
laying of eggs by females, cabbage moth caterpillars were not found, the rea-
son being the use of chemical insecticides to control the number of diamondback 
moth. The period of damage by phytophagous insects in 2015-2017 was limited 
from one and a half to two months (46-62 days). Thus, in comparison with the 
data of previous studies, when the cabbage moth was considered the most danger-
ous pest of cabbage in the Siberian region [15], in recent years there was a de-
crease in the damage by M. brassicae; however, there was an earlier appearance 
of caterpillars on cabbage plants. For example, in 2008, during the outbreak of 
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this insect, cabbage moth larvae reached peak abundance at 7 weeks after cabbage 
seedlings had been planted in the ground (early cabbage head formation), which 
corresponded to the end of July [15]. After 8 years (in 2016) the first egg-laying 
was detected in mid-June, and the maximum number of caterpillars was observed 
in the beginning of July (9-12 true cabbage leaves) (Fig. 1B).

It should be noted that in the years of this research on cabbage plants, M. 
brassicae laid unusually small egg clutches consisting of 7-15 eggs, while, for 
example, in 2008, the pest egg-laying consisted mainly of 50-100 eggs (Fig. 2). 
Such changes are obviously due to the regular use of chemical insecticides in 
commercial fields to control the diamondback moth in recent years.
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decreased. Thus, only single egg-laying and single plants inhabited by cab-
bage white butterfly and imported cabbageworm were observed in 2015 and 2017. 
In 2016, single egg-laying of P. brassicae with no caterpillars were found, and in 
2018, single egg-laying of P. rapae were observed. In 2019, these two pests were 
not found at all.
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seasons. The obtained results show that the trends for this region are similar to 
those observed in other areas, and this fact should be taken into account for further 
improvement of pest management on cabbage. 
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Выявление экологических ареалов редких высокогорных 
видов рода Ranunculus методами фитоиндикации 

Впервые получены индивидуальные экологические характеристики 
Ranunculus akkemensis Polozhij et Revjakina и R. lasiocarpus C.A. Mey. − 
высокогорных эндемов Алтае-Саянской флористической провинции. Проведена 
апробация метода фитоиндикационной оценки синэкологических ареалов на 
примере редких видов, ранее изученных только по качественным параметрам. 
Составлены и сравнены между собой вероятностные экологические профили 
флоp ингрегаций этих видов по факторам увлажнения и трофности почвы. 
Определена принадлежность R. akkemensis и R. lasiocarpus к экологическим 
группам по данным факторам. Показана работоспособность методики 
фитоиндикационной коррекции на относительно малых по объему массивах 
геоботанических данных.

Ключевые слова: Ranunculaceae; эндем; экологические факторы; 
геоботанические описания; база данных; система IBIS; Алтай.

Введение

Знание экологических ареалов (портретов) видов растений открывает ши-
рокие возможности использования и зачастую обнаруживает недостающие 
элементы в решении сложных задач специфики генезиса, биоморфологии, 
биогеографии видов, родов или их близкородственных групп. Получение 
данных об экологических параметрах видов прямыми измерениями – тру-
доемкий и продолжительный процесс, требующий мониторинга объекта ис-
следований в среде его обитания. Вопросами опосредованного определения 
характеристик средообразующих компонентов или явлений в экосистеме по 
параметрам фитобиоты занимается индикационная геоботаника [1]. Опосре-
дованное получение квантифицированной информации о напряжении основ-
ных абиотических факторов по параметрам растительного покрова откры-
вает возможность для выявления экологического ареала слабоизученных в 
силу труднодоступности видов, особенно редких, высокогорных растений. 

Высокое эколого-географическое разнообразие рода Ranunculus L. (лю-
тик) и широкий зональный спектр распространения его видов ярко проявля-
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ются в региональной специфике видового состава [2]. Особенно это харак-
терно для горных регионов, где экологическая пластичность рода Ranunculus 
в контрастных условиях высокогорий приобретает свойства адаптивности, 
что и способствует формированию эндемичных видов [3–6]. Поэтому не-
обходимым аспектом при решении вопросов региональной диверсификации 
рода Ranunculus становится учёт и оценка факторов среды как пусковых ме-
ханизмов внутриродовой экологической дифференциации рода.

Цель исследования – апробация метода фитоиндикационной оценки син-
экологических ареалов видов рода Ranunculus – R. akkemensis Polozhij et 
Revjakina и R. lasiocarpus C.A. Mey., высокогорных представителей подсек-
ции Altimontana Schegol. [7] (секция Auricomus Schur.), эндемичных для Ал-
тае-Саянской флористической провинции (АСП).

Материалы и методики исследования

Для получения исходных геоботанических материалов в исследова-
нии задействована компьютерная база описаний растительности Сибири 
«Database of Siberian Vegetation (DSV)», зарегистрированная в международ-
ной метабазе фитоценотек «Global Index of Vegetation-Plot Databases» под 
индексом AS-RU-002 [8] и реализованная в интегрированной ботанической 
информационной системе IBIS v.7.2 [9]. В модуле градиентного анализа 
этой же информационной системы выполнены все фитоиндикационные рас-
четы и сгенерированы сводные таксономические списки. Вспомогательны-
ми инструментами для подготовки данных, проведения статистической об-
работки и визуализации результатов послужили программы MS Excel 2013 
и Past v.3.26.

Всего использовано 8 полных геоботанических описаний с участием 
R. akkemensis и 12 – с R. lasiocarpus. Географическая локация данных: Респу-
блика Алтай: хребты Семинский, Курайский, Северо-Чуйский; Алтайский 
край: Тигирекский хребет; Республика Тыва: хребет Сангилен.

Среднее число зарегистрированных в описаниях таксонов состави-
ло для первого вида 18,80 ± 3,54 (здесь и далее средние значения приве-
дены со стандартной ошибкой среднего), для второго – 24,45 ± 2,73. Ис-
точником исходной экологической информации послужили объединенные 
фитоиндикационные шкалы для Сибири И.А. Цаценкина с соавторами [10, 
11], наследующие амплитудно-оптимумный формат индикационной школы 
Л.Г. Раменского [1]. Из четырех доступных экологических факторов вы-
браны увлажнение (120-балльная шкала, далее Hd) и богатство-засоление 
(трофность) почв (30-балльная шкала, далее Tr) как наиболее значимые 
для дифференциации экотопов горных растений. Средняя доля представ-
ленности таксонов-индикаторов в описаниях по этим факторам составила: 
34,27 ± 3,30% и 73,50 ± 3,57% (Hd), 35,01 ± 3,24% и 73,45 ± 3,58% (Tr) для 
R. akkemensis и R. lasiocarpus соответственно. Для слабоизученных высоко-
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горных флор такие показатели следует считать достаточными для проведе-
ния пионерного фитоиндикационного анализа.

Экологические характеристики геоботанических описаний рассчитаны в 
соответствии с ранее представленной методикой [12], проективные покры-
тия таксонов при этом учитывали в 9-балльной геометрической шкале [9]. 
Индивидуальные видовые фитоиндикационные оптимумы вычислены по 
опубликованному нами алгоритму [13], для оценки экологического консен-
суса выбран оптимумный вариант этого индекса [1]. 

В отсутствие устоявшегося термина для обозначения флористической 
совокупности всех таксонов, встречающихся в ценозах, в которых уча-
ствует определенный вид, для характеристики такого пула мы использу-
ем конструкцию «флора ингрегации», осознавая, что ни R. akkemensis, ни 
R. lasiocarpus в геоботаническом понимании не определяют реальных вика-
рирующих слоев в растительных ассоциациях. Для получения таких флор 
ингрегаций в системе IBIS генерировались сводные описания, весовым 
параметром таксонов в них выступала абсолютная встречаемость. Количе-
ственные параметры флор составили для R. akkemensis – 73 таксона, из них 
36 таксонов-индикаторов, для R. lasiocarpus – 141 и 98 соответственно. 

При составлении вероятностных экологических профилей использована 
унимодальная модель [14], а фитоиндикационные оптимумные статусы так-
сонов-индикаторов взвешивались суммами процентов их встречаемости в 
сводных описаниях.

Результаты исследования и обсуждение

Фитоиндикационная оценка синэкологических ареалов проведена 
для двух близкородственных видов, принадлежащих одной подсекции 
Altimontana рода Ranunculus и эндемичных для АСП, но при этом суще-
ственно отличающихся некоторыми морфофизиологическими свойствами и 
приуроченностью к определенным типам местообитаний.

Ranunculus akkemensis Polozhij et Revyakina 1978, Систематика и гео-
графия растений Сибири : 6. – Лютик аккемский.

Описан с Алтая. Тип: TK!.
Вид распространен в горах Центрального, Юго-Восточного Алтая и 

Тувы – в аридных районах, с выраженным континентальным климатом. Ал-
тае-тувинский эндем (рис. 1).

R. akkemensis обитает в альпийском поясе. Характерный представитель 
криопетрофитона, зачастую выступающего своеобразным рефугиумом для 
реликтовых и эндемичных элементов высокогорной флоры [15]. Его обыч-
ными местообитаниями являются подвижные каменистые субстраты – щеб-
нистые осыпи, каменистые россыпи, каменистые берега ручьев, каменистые 
тундры, морены ледников. Это единственный облигатный петрофит среди 
всех видов рода Ranunculus АСП.
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Рис. 1. Типичное местообитание Ranunculus akkemensis Polozhij et Revjakina, 
гора Сукор, Северо-Чуйский хребет (фото Н. Щёголевой, 02.07.2019)

[Fig. 1. Typical habitat of Ranunculus akkemensis Polozhij et Revjakina, 
Mount Sukor, The North-Chuyskiy ridge (photo by Natalia Shchegoleva, 02.07.2019)] 

Ranunculus lasiocarpus C.A. Mey. 1830, in Ledeb. Fl. Alt. 2 : 323 − Л. во-
лосистоплодный (рис. 2).

Описан из Западной Сибири (Алтай). Тип: (LE!).
Распространен в Южной Сибири, в восточной части Казахстана и Мон-

голии. R. lasiocarpus − обитатель высокогорных лугов и тундр, первую по-
ловину вегетационного периода развивающийся в условиях избыточного 
холодного увлажнения. По отношению к механическому составу субстрата 
этот вид − факультативный петрофит. Местообитания R. lasiocarpus хорошо 
дренируемые. Встречается обычно в субальпийском поясе, по бортам, бе-
регам и руслам высокогорных ручьев, а также на альпийских луговинах и в 
мохово-лишайниковой тундре. 

Сравнительный анализ полученных значений по шкале увлажнения пока-
зал существенные отличия отношения ценотического окружения модельных 
видов к уровню увлажнения местообитаний (рис. 3, А). Совокупная флора 
ингрегации R. akkemensis имеет значительно более широкую амплитуду и 
максимум, смещенный относительно R. lasiocarpus примерно на 4 градации 
в сухую сторону градиента. По фактору трофности (рис. 3, B) объединенные 
амплитуды флор ингрегации обоих видов имеют примерно одинаковый раз-
мах, но различную асимметрию, а максимум кривой профиля у R. akkemensis 
больше, чем у R. lasiocarpus. 

Выявление экологических ареалов редких высокогорных видов
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Рис. 2. Типичное местообитание Ranunculus lasiocarpus C.A. Mey.
гора Сукор, Северо-Чуйский хребет (фото Н. Щёголевой, 02.07.2019).

[Fig. 2. Typical habitat of Ranunculus lasiocarpus C.A. Mey.
Mount Sukor, The North-Chuyskiy ridge (photo by Natalia Shchegoleva, 02.07.2019)]

избыточного холодного увлажнения. По отношению к механическому составу субстрата этот вид − 
факультативный петрофит. Местообитания R. lasiocarpus хорошо дренируемые. Встречается обычно в 
субальпийском поясе, по бортам, берегам и руслам высокогорных ручьев, а также на альпийских луговинах и в 
мохово-лишайниковой тундре.  
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Рис. 3. Вероятностные экологические профили флор ингрегаций Ranunculus akkemensis и R. lasiocarpus по 

фактору почвенного увлажнения (A) и богатства-засоления (B) 
[Fig. 3. Probabilistic ecological profiles of Ranunculus akkemensis and R. lasiocarpus ingregation floras according to the factor of 

soil moisture (A) and soil fertility (B)] 
 

Сравнительный анализ полученных значений по шкале увлажнения показал существенные отличия 
отношения ценотического окружения модельных видов к уровню увлажнения местообитаний (рис. 3А). 
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ingregation floras according to the factor of soil moisture (A) and soil fertility (B)]

Одновременное отображение фитоценозов с участием исследуемых ви-
дов в осях факторов увлажнения и трофности позволяет оценить и сопо-
ставить их экологические ареалы (рис. 4). Ареалы имеют небольшую зону 
перекрытия, несмотря на то что оба вида могут произрастать в простран-

А
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ственной близости (в пределах десятков метров), имея при этом достаточ-
но строгие экологические предпочтения (рис. 1, 2). При этом реализованная 
каждым видом экологическая ниша весьма невелика по отношению к полным 
градиентам по выбранным факторам (120 и 30 градаций соответственно).

Рис. 4. Экологические ареалы Ranunculus akkemensis (выделен красным 
цветом) и R. lasiocarpus (синим цветом) в осях двух экологических 
факторов. Точки – описания с участием соответствующих таксонов

[Fig. 4. Ecological areas of Ranunculus akkemensis (in red color) and R. lasiocarpus 
(in blue color) according to two environmental factors. Dots - relevés with corresponding taxa]

После применения методики фитоиндикационной коррекции [13] полу-
чены точные значения индивидуальных статусов (минимум, оптимум, мак-
симум) изучаемых видов (таблица). Эти данные ожидаемо согласуются как 
с результатами анализа флор ингрегаций видов, так и с характеристиками их 
экологических ареалов.

Индивидуальные фитоиндикационные статусы видов Ranunculus
[Individual indicator values of Ranunculus species]

Таксон [Taxon]
Увлажнение, градации

[Soil moisture, grades]
Богатство-засоление, градации

[Soil fertility, grades]
Min Opt Max Min Opt Max

Ranunculus akkemensis 56,818 60,194 64,891 8,701 10,482 11,448
Ranunculus lasiocarpus 63,692 65,409 67,160 8,488 8,895 9,908

Поскольку массив доступных описаний и, как следствие, охват экотопов 
сравнительно невелики, можно предположить, что экологические ампли-
туды R. akkemensis и R. lasiocarpus при последующем включении нового 
геоботанического материала будут расширяться, тогда как установленное 
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значение оптимумного статуса изменится незначительно. Однако уже на 
данном этапе при сравнении полученных количественных параметров с 
более ранними результатами проведенного нами экологического анализа 
рода Ranunculus АСП [4], где учитывались приуроченность к определен-
ному типу местообитаний и некоторые морфофизиологические свойства, 
экологические характеристики этих видов претерпели изменения. Так, в ис-
пользуемой нами системе экологических групп [16] по фактору увлажнения 
R. akkemensis следует считать ксеромезофитом (ранее определялся нами как 
эумезофит), а R. lasiocarpus – эумезофитом (ранее – гидромезофит). По фак-
тору трофности почв R. akkemensis следует относить к мезоэутрофофитам, а 
R. lasiocarpus – к мезотрофофитам.

Заключение 

Проведенное исследование позволило впервые квантификацировать 
экологические характеристики двух редких высокогорных видов рода 
Ranunculus по факторам увлажнения и трофности почв. Это дало воз-
можность обоснованно определить принадлежность R. akkemensis и 
R. lasiocarpus к экологическим группам и доказать работоспособность ме-
тодики фитоиндикационной коррекции на относительно малых по объему 
массивах геоботанических данных.
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Determination of the ecological areas of rare high-mountain 
Ranunculus species by indicator values methods

The indirect collecting of quatitative data on the rates of the main abiotic factors by the 
parameters of the vegetation opens up the possibility of identifying ecological ranges for 
poorly studied hard-to-reach species, especially rare high-mountain plants. The ecological 
plasticity of the genus Ranunculus L. in contrasting conditions of high mountains acquires 
the properties of adaptability, which contributes to the formation of endemic species. 
Therefore, a necessary aspect in addressing the issues of regional diversification of the 
genus Ranunculus is taking into account and assessing environmental factors as triggers 
of intrageneric ecological differentiation of the genus. The aim of the study is to test 
an indicator values method to determine the synecological areas of high mountain taxa 
Ranunculus akkemensis Polozhij et Revjakina (See Fig. 1) and R. lasiocarpus C.A. Mey. 
(See Fig. 2) from the section Auricomus Schur., subsection Altimontana Schegol., 
endemic to the Altai-Sayan floristic province (ASP).

To obtain the initial geobotanical material, we used the “Database of Siberian 
Vegetation (DSV)” computer database of relevés of Siberian vegetation, registered 
in the international metabase “Global Index of Vegetation-Plot Databases” as AS-
RU-002 and implemented in the integrated botanical information system IBIS v.7.2. 
All calculations with indicator values were performed in the gradient analysis module 
of this information system, alongside with combined taxonomic lists generation. MS 
Excel 2013 and Past v.3.26 software served as auxiliary tools for data preparation, 
statistical processing and visualization of results.

Geographic location of the relevés: Altai Republic: Seminsky, Kuraisky, Notrth-
Chuisky ridges; Altai Krai: Tigirek ridge; Tuva Republic: Sangilen ridge. The source 
of the initial ecological information was the combined indicator value scales for 
Siberia by Ivan Tsatsenkin et al. (1974, 1978). These scales inherit the amplitude-
optimum format of the indicator school by Leontiy Ramensky. Of the four available 
environmental factors, moisture (120-grade scale) and richness-salinity (nutrients 
availability, or fertility) of soils (30-grade scale) were selected as the most significant 
for the differentiation of ecotopes of mountain plants.

The ecological characteristics of habitats, where these Ranunculus species were 
recorded, were calculated in accordance with the previously presented methodology: 
weighted averaging (by cover and environmental tolerance) of all indicator taxa in a 
relevé; the cover of taxa was expressed in a 9-grade geometric scale. Individual species 
indicator value optima were calculated according to our published algorithm - as 
weighted averaging taking into account environmental consensus index, rarity of the 
scale’s grade in total sample, number of indicators per each relevé. When compiling 
probabilistic ecological profiles for combined floras of coenoses with a selected taxon, 
an unimodal model was used, and the indicator value optimum statuses of indicator taxa 
were weighted by the sums of the percentages of their occurrence in such combined floras.

Comparative analysis of the obtained values for the factors of soil moisture and fertility 
showed significant differences in the reaction of the coenotic environment of the model 
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species to the level of these factors in habitats (See Fig. 3). Simultaneous mapping of 
phytocenoses with the participation of the studied species in the axes of soil moisture and 
fertility factors made it possible to assess and compare their ecological areas (See Fig. 4). 
The exact values of individual statuses (minimum, optimum, maximum) of the model 
species were calculated. When comparing the obtained quantitative parameters with earlier 
results of our ecological analysis of the genus Ranunculus in ASP, which took into account 
the confinement to a certain type of habitat and some morphophysiological properties of the 
species, the ecological characteristics of these species underwent changes. The results of the 
study enabled us to reasonably determine the belonging of R. akkemensis and R. lasiocarpus 
to particular ecological groups, as well as to prove the efficiency of the indicator value 
correction method on relatively small samples of geobotanical data. The study for the first 
time allowed quantifying the ecological parameters of two rare alpine species of the genus 
Ranunculus according to the factors of soil moisture and nutrient availability.

The paper contains 4 Figures, 1 Table and 16 References.
Key words: Ranunculaceae; endem; environmental factors; relevés; database; 

IBIS system; Altai.
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Хромосомные числа полыней (Artemisia L.) 
Центрального Казахстана

Впервые определены числа хромосом для центрально-казахстанских популяций 
Artemisia juncea Kar. et Kir., A. turanica (Krasch.) Poljakov, A. terrae-albae Krasch., 
A. semiarida (Krasch. ex Lavrenko) Filatova. Установлен новый таксономический 
статус эндемичного вида Центрального Казахстана A. semiarida, выявлена 
внутривидовая изменчивость A. terrae-albae.

Ключевые слова: числа хромосом; полыни; подрод Seriphidium (Besser ex 
Less.) Fourr.

Введение

Подрод Seriphidium (Besser ex Less.) Fourr. один из крупнейших в пределах 
рода Artemisia L. Он насчитывает более 100 видов и включает многочислен-
ные виды, свойственные Центральной Азии и Средиземноморью [1]. Таксо-
номия рода сложна в силу выраженного полиморфизма признаков [2]. Для 
уточнения систематики видов данного подрода целесообразно изучение хро-
мосомных чисел. Подсчёт чисел хромосом у видов подрода Seriphidium может 
предоставить важную информацию по таксономии и эволюции подрода.

В 2013–2016 гг. представилась уникальная возможность изучить популя-
ции 4 видов полыней из подрода Seriphidium в Центральном Казахстане, в 
том числе, подсчитать и их числа хромосом

Цель работы – изучение чисел хромосом видов полыней подрода 
Seriphidium из популяций Центрального Казахстана для уточнения их систе-
матического положения и дополнения сведений по числу хромосом.

Материалы и методики исследования

Обработка материалов и получение препаратов метафазных пластинок 
для подсчёта хромосом выполнены на базе лаборатории Гербарий и Центра 
коллективного пользования Центрального сибирского ботанического сада 
(ЦСБС СО РАН, г. Новосибирск) в 2016–2017 гг. Материалом исследования 
послужили зрелые семена 4 видов полыни: Полынь туранская – Artemisia 
turanica (Krasch.) Poljakov, П. ситниковая – A. juncea Kar. et Kir., П. бело-
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земельная – A. terrae-albae Krasch., П. полусухая – A. semiarida (Krasch. et 
Lavrenko) Filatova. Материал собран на территории Центрального Казахста-
на в Улытауском районе в 200 км на юг от г. Караганды в полынно-боялыч-
ной полупустыне долины реки Сарысу (46°29' N 67°16' E) в сентябре 2013–
2016 гг. Полупустынное сообщество долины реки Сарысу занимает пологие 
склоны юго-западной, северной и северо-восточной экспозиции, микроре-
льеф представлен неглубокими понижениями по линиям стока. Уникаль-
ность сообщества заключается в разнообразии полыней, в том числе и в на-
личии в нём 4 эндемичных видов подрода Seriphidium. Гербарные образцы 
исследованных видов полыней хранятся в Гербарии им. И.М. Красноборова 
(NS) Центрального сибирского ботанического сада (ЦСБС СО РАН, г. Ново-
сибирск). 

Для исследования семена собраны с 10 близких по возрасту экземпляров 
каждого вида. Семена проращивали в прокалённом песке в 2-кратной по-
вторности в климатокамере «Фитотрон» (Биоком, Россия) при дневной тем-
пературе 23 °C, ночной – 10 °C и 16-часовом световом суточном режиме при 
уровне освещенности 250–500 лк. При достижении корешками длины 0,5–
2 см их помещали в 0,1%-ный раствор колхицина на 2 ч, затем переводили 
в модифицированный фиксатор Карнуа (ледяная уксусная кислота / спирт 
96% в соотношении 1:3) на 24 ч. Материал после обработки фиксатором 
промывали в 96% спирте три раза по 30 мин.

Окраску проводили с использованием красителя гематоксилина. Для 
окраски фиксированные семена помещали в раствор хромокалиевых квас-
цов (двойная серная соль хрома и щелочного металла) на 60–90 мин. Семе-
на вынимали и промывали в дистиллированной воде, после чего помещали 
в ёмкость с красителем (ацетогематоксилин). Окрашенный корешок рас-
полагали на предметном стекле и формировали монослой клеток [3]. Из-
учение метафазных пластинок проводили при ×90 с помощью микроскопеа 
«Axioscop 40» (Carl Zeiss, Германия).

Результаты исследования и обсуждение

На территории Центральной Азии произрастает 69 видов полыней под-
рода Seriphidium [4, 5]. Нами определены числа хромосом 3 эндемичных ви-
дов Центральной Азии (A. juncea, A. turanica, A. terrae-albae) и эндемичного 
вида Центрального Казахстана (A. semiarida).

По данным J. Valles с соавторами, A. juncea и A. turanica Узбекистана 
имеют диплоидный набор хромосом (2n=18) [6]. Числа хромосом растений 
казахстанских популяций этих видов в Центральном Казахстане определе-
ны впервые: установлено, что они так же имеют диплоидный набор хромо-
сом (2n = 18). 

И.М. Крашенинников в 1949 г., дополняя и редактируя текст П.Н Крыло-
ва по роду Artemisia L. во «Флоре Западной Сибири», описывает в рамках 
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A. terrae-albae два новых подвида (A. terrae-albae subsp. massagetovii Krasch., 
A. terrae-albae subsp. semiarida Krasch. et Lavrenko) [7]. Диагностические 
признаки у A. terrae-albae subsp. semiarida количественные и незначительно 
отличаются от соответствующих признаков типового образца. Высота пло-
доносящих побегов у нового подвида 20–35 см, дерновина менее плотная, 
серовато-зелёная от негустого войлочка. У типового образца высота пло-
доносящих побегов 15–30 см, дерновина более плотная, растение серова-
то-зелёное с тонким опушением. П.П. Поляков в 1961 г. во «Флоре СССР» 
выделяет в качестве разновидности A. terrae-albae var. semiarida Krasch. et 
Lavrenko, делая новую комбинацию и изменяя статус с нарушением ботани-
ческой номенклатуры без ссылки на описание и первоисточник [4]. 

Позже Н.С. Филатова во «Флоре Казахстана» (1966) повышает статус 
таксона [8], рассматривая A. semiarida как самостоятельный эндемичный 
вид Центрального Казахстана, распространённый в Западном и Восточном 
мелкосопочнике. Она делает новую комбинацию со ссылкой на первоисточ-
ник описания таксона, но в описание вида Н.С. Филатова приводит такие же 
диагностические признаки, что и И.П. Крашенинников при описании под-
вида. В качестве новых признаков ею приводится характеристика нижних 
стеблевых листьев: у A. terrae-albae нижние стеблевые листья имеют яй-
цевидную форму, 1–2 см длиной и 1 см шириной, тогда как у A. semiarida 
нижние стеблевые листья в очертании продолговато-яйцевидные, 1–2 (3) см 
длиной и до 1,5 см шириной [8]. Из вышеприведённых данных следует, 
что существует три разных мнения по таксономической принадлежности 
A. semiarida. Н.С. Филатова 1975 г. у A. semiarida отмечает тетраплоидный 
набор хромосом, не придавая этому диагностического значения [9] . По дан-
ным А.А. Красникова с соавторами, у образцов из Восточного Казахстана 
выявлен диплоидный набор хромосом (2n=18) [10]. Результаты наших ис-
следований позволили обнаружить у A. semiarida только диплоидный набор 
хромосом (2n = 18), а у A. terrae-albae из Центрального Казахстана нами 
выявлены тетраплоидные особи (2n = 36). 

Таким образом, по результатам исследования центрально-казахстанских 
популяций подтвердился из известных источников диплоидный набор для 
A. juncea, A. turanica, но для видов A. semiarida и A. terrae-albae определены 
новые хромосомные числа (2n = 18, 2n = 36). Изучение морфологических 
отличий данных видов позволило выявить, что они отличаются только ко-
личественными признаками (высота растения, размер листьев и боковых 
ветвей). Наблюдение за A. semiarida и A. terrae-albae в одном и том же ме-
стообитании показало, что виды произрастают совместно, но приурочены к 
разным элементам микрорельефа, немного отличающимся по увлажнению. 
Во время исследований в течение нескольких летних сезонов, существенно 
отличающихся по количеству выпадающих летних осадков, удалось уста-
новить, что растения, обитающие в условиях семиаридного климата, реаги-
руют на ежегодное изменение погодных условий, в годы с большим коли-
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чеством осадков растения достаточно быстро развиваются, достигая более 
крупных размеров. 

Эндемичный вид Центрального Казахстана A. semiarida имеет ареал, 
совпадающий с ареалом A. terrae-albae. Нередко популяции данных видов 
произрастают совместно и отличаются только количественными призна-
ками, на которые могут влиять погодные условия, поэтому целесообразно 
рассматривать A. semiarida в рамках более широко распространённого вида 
A. terrae-albae. Статус внутривидового таксона соответствует разновидно-
сти. Данный вид может быть представлен как диплоидными, так и тетрапло-
идными особями. Среди полыней это не редкость, но в подроде Seriphidium 
большинство видов в основном представлены диплоидами [11]. Ранее такой 
статус таксона применялся П.П. Поляковым [4], но был опубликован с на-
рушениями правил ботанической номенклатуры, поэтому приводим соот-
ветствующее корректное название

Artemisia terrae-albae Krasch. var. semiarida (Krasch. et Lavrenko) Revush. 
et Czigodajikina stat. et comb. nov. − A. terrae-albae subsp. semiarida Krasch. et 
Lavrenko, 1949, Крашенинников, 1949, Фл. Зап. Сибири, 11: 2787. 

Заключение

В ходе проведённых кариологических исследований видов подрода 
Seriphidium (A. juncea, A. turanica, A. terrae-albae, A. semiarida), произрас-
тающих на территории Казахстана, получены данные по числам хромосом. 
Впервые у видов центрально-казахстанских популяций A. juncea, A. turanica 
выявлено число хромосом, составляющее 2n = 18. У видов A. semiarida 
(2n = 18) и A. terrae-albae (2n = 36) обнаружен диплоидный и тетраплоид-
ный набор хромосом, популяции A. semiarida имеют диплоидный набор хро-
мосом (2n =18). Изучение морфологической, хромосомной изменчивости и 
географического распространения позволили изменить статус A. semiarida 
до уровня разновидности – A. terrae-albae Krasch. var. semiarida (Krasch. et 
Lavrenko) Revush. et Czigodajikina. 

Авторы выражают глубокую благодарность и признательность канд. биол. наук, 
н.с. лаборатории Гербарий Т.В. Аньковой (ЦСБС СО РАН, г. Новосибирск) за помощь и 
предоставленную возможность изучения чисел хромосом. 
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Chromosome numbers of wormwoods (Artemisia L.) from Central Kazakhstan

The subgenus Seriphidium (Besser. ex Less.) Fourr., which includes more than 
100 species, is one of the largest subgenera within the genus Artemisia L. (Asteraceae 
Bercht. et J. Presl.). The aim of this work was to study the chromosome numbers of some 
wormwoods species of the subgenus Seriphidium to clarify their systematic position. 
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The paper presents the chromosome numbers of 4 species (Artemisia turanica 
(Krasch.) Poljakov, A. juncea Kar. et Kir., A. terrae-albae Krasch., and A. semiarida 
(Krasch. et Lavrenko) Filatova) of the subgenus Seriphidium. The materialobjects of 
the study was mature seeds collected during field survey (2013–2016) in the territory 
of Central Kazakhstan (Karaganda Region, Ulytau District, Sarysu River valley, 
wormwood and hawthorn semi-desert) with 10 specimens of each species close in 
age. This study compares the literature data with the authors’ results of chromosome 
numbers. During the study, the chromosome numbers were determined for the first 
time for 2 wormwood species in the Kazakhstan population: A. juncea (2n=18) and 
A. turanica (2n=18). The obtained results show the homogeneity within the population 
of these species in the territory of Central Asia since for the Uzbekistan population, 
according to the data of Vallès et al., A. turanica and A. juncea also have a diploid 
set of chromosomes. To clarify the systematic position and identify the intraspecific 
polymorphism of A. terrae-albae and A. semiarida, the morphological variability, 
geographical distribution, and chromosome numbers of these species were studied. 
Diploid and tetraploid sets of chromosomes were found in these species. The 
A. semiarida population has an exclusively diploid set of chromosomes (2n=18). 
According to the literature data for A. terrae-albae, a diploid set of chromosomes is 
given, but along with diploid individuals in the same region, we also found populations 
with tetraploid individuals (2n=36). The study of the morphological differences of 
these species made it possible to reveal that they differ only in quantitative traits (plant 
height, size of leaves and lateral branches) which depend on weather conditions. In 
years with a relatively high amount of precipitation, plants develop rather quickly, 
reaching larger sizes. The endemic species of Central Kazakhstan A. semiarida has an 
area that coincides with the area of A. terrae-albae. Populations of these species often 
grow together.

Thus, the study of the morphological variability, chromosome numbers, and 
geographical distribution of these species made it possible to change the status of A. 
semiarida and consider it as a variety of the more widespread species A. terrae-albae, 
which can be represented by both diploid and tetraploid species.

The papers contains 11 References.
Key words: chromosome numbers; wormwoods; subgenus Seriphidium (Besser. 

ex Less.) Fourr.
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