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В основу работы положены результаты многолетних исследований 
фито- и зоопланктона содово-соленых озер Улдза-Торейского бассейна 
(Юго-Восточное Забайкалье). Непостоянный уровенный режим степных 
бессточных водоемов вследствие климатических флуктуаций приводит к 
изменению морфометрических показателей озер, а также их гидрохимиче-
ского режима, и, как следствие, к трансформации планктонных сооб-
ществ. Цель настоящей работы – выявление факторов окружающей сре-
ды, определяющих структуру планктонных биоценозов минеральных озер 
в разные фазы водности. Согласно статистическому анализу вспомогатель-
ных моделей (Redundancy Analyzis, RDA), в трансгрессивную фазу водно-
сти наиболее значимым факторам являлись общая минерализация и pH, в 
регрессивную – pH. Применение метода корреляционных плеяд, постро-
енных на основе корреляционной матрицы, показало, что природные ас-
социации планктоценозов в многоводный период состояли из девяти вза-
имосвязанных компонентов, в маловодный – из пяти. Независимо от 
фазы водности основным структурообразующим элементом являлись во-
доросли отдела Chlorophyta. Вторыми по значимости были Euglenophyta, 
Bacillariophyta, Cladocera – в период полной воды и Charophyta, Dinophyta, 
Rotifera, Copepoda – в период малой воды.
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Минеральные озера – это особый тип 
экосистемы, характеризующийся 
динамичностью и высокой уязвимостью к 
внешним воздействиям, особенно 
климатическим [1]. Изменения структурной 
организации сообществ гидробионтов, 
происходящие под влиянием меняющихся 
характеристик среды, позволяют использовать 
эти экосистемы в качестве моделей для 
исследования многих теоретических проблем 
[2]. Чередование засушливых и дождливых 
периодов приводит к изменению 
морфометрии водоемов, большим сезонным и 
межгодовым колебаниям солености и, как 
следствие, к существенным изменениям 
биотической составляющей экосистемы [3, 4]. 
Организмы, адаптированные к обитанию в 
минеральных озерах, сочетают широкую 
физиологическую толерантность к 
меняющейся солености с довольно сильной 
зависимостью от других особенностей ареала 
обитания [5]. В естественных условиях 
минеральных озер основными 

лимитирующими факторами формирования 
планктонного сообщества как важнейшего 
составляющего биоценозов являются: общая 
минерализация воды (соленость) [6, 7], рН [8] 
и уровенный режим [9, 10]. На территории 
Юго-Восточного Забайкалья, отличающейся 
повышенной аридностью и крайней 
континентальностью климата, расположена 
Онон-Борзинская система озер, в пределах 
которой выделяется самый крупный Улдза-
Торейский бессточный бассейн. Водоемы 
характеризуются высокой концентрацией 
солей и щелочными условиями существования 
[11]. Уровенный режим озер непостоянен и 
подвержен значительным колебаниям, 
подчиняющимся внутривековым циклам 
продолжительностью 27–35 лет и 
контролируемым ходом атмосферного 
увлажнения, при котором относительно 
влажные и очень холодные периоды 
чередуются с сухими и относительно теплыми. 
При наступлении влажных периодов 
происходит обводнение озер и наступает 
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стадия трансгрессии уровенного режима. В 
регрессивную фазу водности наблюдается 
значительное сокращение площадей и глубин 
озер, вплоть до полного высыхания некоторых 
из них [12]. Целью настоящей работы 
являлось выявление факторов окружающей 
среды, определяющих структуру планктонных 
биоценозов минеральных озер в разные фазы 
водности.

           Материалы и методы
Материалом для работы послужили ре-

зультаты многолетних исследований, прове-
денных в трансгрессивную (1999 и 2003 гг.) и 
регрессивную (2011, 2014, 2016 гг.) фазы во-
дности. Обследованные водоемы – Барун-То-
рей, Зун-Торей, Цаган-Нор (село Буйлэсан), 
Баин-Цаган, Баин-Булак, Укшинда, Булун-
Цаган, Кулусу-Нур, Балыктуй, Хадатуй, Ниж-
ний Мукэй, Цаган-Нур (село Урта-Хоргана), 
Нарым-Булак, Цаган-Нур (село Новый Дурул-
гуй), Ножий – значительно различаются по 
морфометрическим показателям. Самыми 
крупными являются Торейские озера. Пло-
щадь Барун-Торея в годы высокой водности 
достигает 550 км2, максимальная глубина – 
4,3 м. Сток обводняющих озеро рек Улдза и 
Ималка наблюдается лишь в многоводные 
годы. С наступлением засушливых лет русла 
рек пересыхают, что, наряду с уменьшением 
количества осадков, приводит к быстрому об-
мелению и уменьшению площади зеркала озе-
ра, вплоть до его полного высыхания. Пло-
щадь озера Зун-Торей составляет 285 км2, 
максимальная глубина – 6,50 м. Озеро питает-
ся в основном за счет водостока из Барун-То-
рея. Площадь других водоемов в многоводный 
период составляет не более 12 км2. Вокруг 
озер хорошо заметны террасы усыхания и бе-
реговые валы, которые указывают на периоди-
ческие изменения климата и обводненности 
территории. Днища водоемов чаще всего 
представляют собой плоские ванны с ограни-
ченным водосбором и имеют блюдцеобразный 
рельеф дна. Дно озер сложено илистыми от-
ложениями белесого цвета, которые вместе с 
гидрокарбонатными солями и взвесью прида-
ют воде молочно-белый цвет [13].

Сбор планктонных проб осуществляли в 
период максимального прогрева воды (июль–
август). Отбор материала проводили в при-
брежных и глубоководных участках озера. Для 
изучения фитопланктона пробы отбирали из 
двух-трех горизонтов (поверхность, глубина 
прозрачности воды, придонный горизонт) при 
помощи батометра Паталаса. Отбор зооплан-
ктонных проб на глубинах более 0,5 м прово-
дили тотально (дно-поверхность) сетью Джеди 
(размер ячеи сита 0,064 мм). На мелководьях 

воду (50–100 л) процеживали через гидробио-
логический сачок (размер ячеи сита 0,094 мм). 
Сбор и обработка планктонных проб проводи-
лись согласно стандартным методам [14].

Одновременно с отбором гидробиологиче-
ских проб проводили измерения абиотических 
параметров среды (минерализация (Total 
Dissolved Solids, TDS), содержание растворен-
ного кислорода, рН, температура воды) с по-
мощью многопараметрического портативного 
анализатора качества вод (GPS-AQVAMETER 
«Aquaread», Великобритания). Прозрачность 
воды определяли стандартным диском Секки.

Первичные данные подвергнуты статисти-
ческой и математической обработке с исполь-
зованием пакета программ Microsoft Excel 
2010 и надстройки для программы Microsoft 
Excel XLSTAT (Addinsoft, США) Для изучения 
взаимосвязей структурных характеристик 
планктона и абиотических факторов среды 
применяли метод главных компонент 
(Redundancy Analysis, RDA). В качестве пере-
менных модели взяты 62 параметра: минера-
лизация, pH, содержание растворенного кис-
лорода, температура воды, глубина водоема, 
прозрачность воды, число видов фито- и зоо-
планктона, общая численность и общая био-
масса фито- и зоопланктона, численность и 
биомасса основных таксономических групп 
водорослей (Cyanobacteria, Bacillariophyta, 
Cryptophyta, Chrysophyta, Charophyta, 
Chlorophyta, Euglenophyta, Dinophyta) и бес-
позвоночных (Rotifera, Cladocera, Copepoda), 
численность массовых видов фито- и зооплан-
ктона (по 14 видов). Для снижения размерно-
сти признакового пространства проводили 
нормирование базы данных [15]. Среди полу-
ченных коэффициентов парной корреляции 
(r) производили отсев связей c |r| менее 0,5. 
Доверительную оценку коэффициента корре-
ляции проводили по t-критерию Стьюдента 
при уровне значимости p≤0,05. На основании 
корреляционной матрицы построены черте-
жи-схемы взаимосвязи компонентов план-
ктонного сообщества.

         Результаты и обсуждение
Всего в составе фитопланктона обследо-

ванных озер обнаружено 89 таксонов водорос-
лей рангом ниже рода, относящихся к отде-
лам: Cyanobacteria, Bacillariophyta, Cryptophyta, 
Chrysophyta, Charophyta, Chlorophyta, 
Euglenophyta, Dinophyta. Наибольший вклад в 
формирование таксономического состава вно-
сили зеленые водоросли, диатомовые водорос-
ли и цианобактерии, суммарно составляющие 
84,32% от общего таксономического состава. 
Видовое богатство зоопланктона слагалось из 
63 таксонов рангом ниже рода, из которых 
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Rotifera – 27 видов и подвидов, Copepoda – 22 
вида, Cladocera – 13 видов и Anostraca – 1 
вид. К часто встречающимся видам водорос-
лей отнесены Oocystis borgei J.W. Snow, O. 
submarina Lagerheim, Lemmermania komarekii 
Hindak, Ankyra ancora (G.M. Smith) Fott, 
Schroederia robusta Korshikov, S. setigera 
(Schröder) Lemmermann, Cyclotella sp., 
Cocconeis placentula Ehrenberg, Merismopedia 
minima G. Beck in G. Beck & Zahlbruckner, 
Aphanizomenon flos-aquae Ralfs ex Bornet & 
Flahault, Oscillatoria amphibia C. Agardh ex 

Gomont, Cryptomonas marsonii Skuja, Euglena 
sp., а беспозвоночных – Hexarthra mira 
(Hudson), Filinia longiseta (Ehrenberg), Daphnia 
magna Straus, Moina brachiata (Jurine), 
Diaphanasoma mongolianum Ueno, Arctodiaptomus 
neithammeri (Mann), A. bacillifer (Koelbel), 
Cyclops strenuus Fischer.

Снижение атмосферного увлажнения с на-
ступлением сухого и теплого периода способ-
ствовало понижению уровня воды в озерах и 
увеличению минерализации (от 0,43–2,57 г/л 
в 1999 г. до 58,10–81,36 г/л в 2014 г.) и рН (от 
8,5–9,0 до 9,1–9,9, соответственно). Сниже-
ние теплоемкости озер вследствие роста соле-
ности стало причиной большего нагревания 
воды в летние месяцы (от 18,4–24 ºС в 1999 г. 
до 21,2–28,8 ºС в 2014 г.).

В результате RDA-анализа было выделено 
две компоненты, суммарный вклад которых в 
изменчивость планктонного сообщества со-
ставил 67,54% (в трансгрессивную фазу водно-
сти) и 74,18% (в регрессивную) (рис. 1). Доля 
остальных четырех компонент в общей дис-

персии незначительна, и поэтому они не рас-
сматривались.

В многоводный период первая главная 
компонента (RDA-ось 1), описывающая 
48,49% изменчивости сообщества, в качестве 
параметров с наибольшими положительными 
весовыми нагрузками имеет структурные ха-
рактеристики Bacillariophyta и Chlorophyta. 
Вклад второй компоненты (RDA-ось 2) в объ-
яснение изменчивости планктонного сообще-
ства составил 19,05%. Факторная нагрузка по-
ложительная и определяется количественными 

показателями ракообразных (Cladocera и 
Copepoda). Из абиотических факторов среды 
наибольшее влияние на структуру планктон-
ного биоценоза оказывают общая минерализа-
ция воды и pH. Анализ RDA на уровне видов 
показал, что наиболее чувствительными к воз-
действию факторов среди водорослей явля-
лись Lindavia comta (Kützing) Nakov, Gullory, 
Julius, Theriot & Alverson и Oocystis borgei, сре-
ди беспозвоночных – Arctodiaptomus bacillifer.

В маловодные годы вклад первой главной 
компоненты (RDA-ось 1) в объяснение из-
менчивости экосистемы составил 47,85%. 
Наибольшими положительными весовыми на-
грузками на первую компоненту характеризу-
ются признаки количественных показателей 
Chlorophyta, Charophyta, Euglenophyta и 
Rotifera. На вторую компоненту (RDA-ось 2) 
приходилось 26,33% дисперсии. В положи-
тельном направлении она нагружена показате-
лями биомассы Copepoda и численности 
Cladocera, в отрицательном – количественны-
ми показателями Cyanobacteria. Основным 
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Рис. 1. Результаты RDA (Redundancy Analysis) на основе количественных показателей таксономических групп  
и видов фито- и зоопланктона. А – трансгрессивная фаза, Б – регрессивная фаза; TDS – минерализация, О – со-
держание растворенного кислорода, Т – температура воды, TR – прозрачность воды, Н – глубина водоема; N – 
численность, B – биомасса, chl – Chlorophyta, bac – Bacillariophyta, cha – Charophyta, e – Euglenophyta, cya – 
Cyanobacteria, rot – Rotifera, cop – Copepoda, clad – Cladocera, L.c.– Lindavia comta, O.b. – Oocystis borgei, C.p. – 
Cocconeis placentula, M.m. – Merismopedia minima, L.t. – Lemmermannia triangularis, F.l. – Filinia longiseta, M.b. – Moina 
brachiata, A.b. – Arctodiaptomus bacillifer, C.s. – Cyclops strenuus
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абиотическим фактором, оказывающим влия-
ние на структурную организацию планктонно-
го сообщества, является pH. Виды водорослей 
Cocconeis placentula, Merismopedia minima, 
Lemmermannia triangularis (Chodat) C. Bock & 

Krienitz in C. Bock et al. и беспозвоночных 
Filinia longiseta, Moina brachiata, Cyclops strenuus 
отнесены к видам, наиболее чувствительным к 
воздействию факторов среды.

В целом, и в трансгрессивную, и в регрес-
сивную фазы водности наибольшие фактор-
ные нагрузки приходились на показатели ми-
нерализации (TDS) и рН. Это подтверждает, 
что соленость и pH являются основными фак-
торами, определяющими природу биологиче-
ских сообществ [6–8]. Влияние минерализа-
ции проявлялось в большей мере в 
маловодный период, когда водоемы мелковод-
ны и хорошо прогреваемы, что характерно и 
для других озер [16, 17]. Следует отметить, что 
еще одним важным фактором в определении 

структурных характеристик гидробионтов яв-
лялась прозрачность воды. Факторная нагруз-
ка этого показателя в оба периода водности 
отрицательная. Повышенное содержание взве-
шенных веществ в мелководных озерах, вслед-

ствие ветрового взмучивания донных осадков, 
влияет на видовой состав фитопланктона, что 
проявляется в превалировании бентосных 
форм над истинно планктонными видами сре-
ди диатомовых водорослей и возрастании 
удельного веса монадных форм зеленых водо-
рослей. В озерах с большей прозрачностью 
складываются более благоприятные трофиче-
ские условия. Наблюдается большее разноо-
бразие мелкоразмерных форм планктона, при-
годных для питания фильтраторов и 
хищников [17, 18]. Влияние других факторов 
выявить достаточно сложно из-за подавляю-
щего действия минерализации и pH на гидро-
биоценозы [19].

Трансгрессивная фаза

Cyan Char Chl Din Eug Bac Chr Cryp Rot Cop Clad

Cyan 1 - - - 0,51 - - - - - -

Char - 1 0,59 - 0,90 0,99 - - - - -

Chl - 0,59 1 0,75 0,68 0,77 - - 0,80 - 0,40

Din - - 0,75 1 0,90 0,99 - - - - -

Eug 0,51 0,90 0,68 0,90 1 0,87 - - - - -

Bac - 0,99 0,77 0,99 0,87 1 - - - - -

Chr - - - - - - 1 0,85 - 0,82 0,81

Cryp - - - - - - 0,85 1 - 0,63 0,65

Rot - - 0,80 - - - - - 1 - 0,42

Cop - - - - - - 0,82 0,63 - 1 0,79

Clad - - 0,40 - - - 0,81 0,65 0,42 0,79 1

Регрессивная фаза

Cyan Char Chl Din Eug Bac Rot Cop Clad

Cyan 1 - 0,94 0,62 - - - - -

Char - 1 0,78 0,58 - - 0,92 0,44 -

Chl 0,94 0,78 1 0,50 0,61 - 0,77 0,57 -

Din 0,62 0,58 0,50 1 - - 0,47 - -

Eug - - 0,61 - 1 - 0,46 - -

Bac - - - - - 1 - - 0,92

Rot - 0,92 0,77 0,47 0,46 - 1 0,58 -

Cop - 0,44 0,57 - - - 0,58 1 0,42

Clad - - - - - 0,92 - 0,42 1

Таблица
Корреляционная матрица некоторых количественных показателей основных таксономических 
                          групп видов фито- и зоопланктона в разные фазы водности (p<0,05)
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Кроме внешних факторов, влияющих на 
структуру планктоценозов, значительную роль 
играют также внутренние факторы, к которым 
относятся различные типы связей между орга-
низмами, образующими природные ассоциа-
ции [20, 21]. Методом корреляционного ана-
лиза (таблица) установлена схема структурной 
организации сообществ водорослей и беспоз-
воночных планктона обследованных озер в 
разные фазы водности (рис. 2).

В трансгрессивную фазу водности план-
ктоценоз характеризовался большим разноо-
бразием и состоял из девяти основных взаи-
мосвязанных между собой компонентов, в 
регрессивную – из пяти. В обоих случаях 
главным структурообразующим элементом яв-
лялись водоросли отдела Chlorophyta. Разли-
чался состав стабильных доминантов [20]: в 
многоводные годы – это Bacillariophyta, 
Euglenophyta и Cladocera, в маловодные – 
Charophyta, Dinophyta, Rotifera и Copepoda. 
Представители криптофитовых и хризофито-
вых водорослей встречались только в много-
водные годы в олиго- и мезогалинных водое-

мах. В маловодные годы в условиях 
гипергалинности в массе развивались циано-
бактерии (Aphanizomenon flos-aquae) и колов-
ратки (Brachionus plicatilis Müller). Аналогич-
ные сочетания компонентов в планктонных 
ассоциациях в разные периоды водности от-
мечаются и в других минеральных озерах [22–
24].

Наличие выраженной корреляции между 
количественными показателями зоопланктона 
и количественными показателями фитоплан-
ктона может свидетельствовать о роли зеле-
ных и золотистых водорослей, криптомонад и 
диатомей в питании коловраток, веслоногих и 
ветвистоусых ракообразных (таблица). Иссле-
дования минеральных водоемов [21, 25] пока-
зали, что на численность водорослей и бес-
позвоночных межвидовые конкурентные 
взаимоотношения оказывают большое влия-
ние.

Таким образом, структурные характери-
стики планктонных сообществ минеральных 
озер зависят от химического состава воды, в 
трансгрессивную фазу водности – это минера-
лизация и pH, в регрессивную – pH. Зеленые 
водоросли являются главным структурообра-
зующим элементом природных ассоциаций 
планктона независимо от водности. Предста-
вители Chlorophyta, Chrysophyta, Cryptophyta и 
Bacillariophyta могут играть существенную 
роль в питании Rotifera, Copepoda и Cladocera.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Программы фундаментальных научных 
исследований СО РАН (проект № IX.137.1.1).

Исследования выполнены без использова-
ния животных и без привлечения людей в ка-
честве испытуемых. Авторы заявляют, что у 
них нет конфликта интересов.

Рис. 2. Схема ассоциативного взаимоотношения 
компонентов планктонного сообщества минеральных 
озер Улдза-Торейского бассейна в разные фазы водности. 
А – трансгрессивная фаза, Б – регрессивная фаза
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INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL FACTORS ON THE PLANKTON 
COMMUNITIES STRUCTURE IN SALINE LAKES AT DIFFERENT WATER 

PHASES
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The work is based on the results of long-term studies of phytoplankton and 
zooplankton in soda-saline lakes of the Uldza-Torey basin (South-Eastern 
Transbaikalia). The unstable level regime of steppe lakes, due to climatic fluctuations, 
leads to the lake morphometric and hydrochemical regime changes, and, as a 
consequence, to the plankton community’s transformation. The aim of this work is to 
identify and analyze environmental factors that determine the structure of planktonic 
biocenoses in mineral lakes at the different water phases. According to statistical 
analysis of auxiliary models based on the redundancy analysis (RDA) the significance 
factors were mineralization and pH in the transgressive water phase, pH was in the 
regressive phase. The interconnection schematic drawings within the plankton 
community are constructed on the basis of the correlation matrix. There were nine 
interrelated components in the plankton natural associations in high water level 
period and only five components were in low water level. Algae Chlorophyta were the 
basic structure-forming element of plankton community regardless of the water level 
periods. Euglenophyta, Bacillariophyta, Cladocera were the second most significant 
elements in the structural organization in high water level years and Charophyta, 
Dinophyta, Rotifera, Copepoda were in years of low water level. 

Keywords: phytoplankton, zooplankton, water phase, environmental factors, mineral 
lakes, Uldza-Torey basin
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ИССЛЕДОВАНИЕ АЛЛОМЕТРИИ ФОРМЫ И ЖИЛКОВАНИЯ
КРЫЛЬЕВ НАСЕКОМЫХ. ЧАСТЬ 2. DIPTERA 

O.A. Беляев*, С.Э. Фарисенков

      Кафедра энтомологии, биологический факультет, Московский государственный
   университет имени М.В. Ломоносова, Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, 

д. 1, стр. 12
*e-mail: olegent@yandex.ru

В работе исследовалось влияние размеров тела на форму крыла и рас-
положение жилок у широкого круга семейств двукрылых насекомых 
(Diptera). В качестве показателей размеров тела использовались масса тела 
и длина торакса. Форма крыла была охарактеризована такими параметра-
ми, как удлинение крыла и расположение геометрического центра относи-
тельно его продольной оси. Аллометрию жилкования изучали методами ге-
ометрической морфометрии. Было выявлено, что характер зависимости 
формы крыла от размеров тела неодинаков у короткоусых (Brachycera) и 
длинноусых (Nematocera) двукрылых. У Nematocera удлинение крыла воз-
растает с размерами тела, у Brachycera какая-либо корреляция отсутствует. 
Для Brachycera прослеживается смещение геометрического центра крыла в 
сторону его основания с увеличением размеров тела, для Nematocera ка-
кой-либо корреляции не наблюдается. Было показано, что аллометриче-
ский компонент изменчивости расположения жилок существенно варьиру-
ет между разными семействами. С увеличением размеров тела у 
большинства изученных Brachycera-Cyclorrhapha (Calliphoridae, Muscidae, 
Sarcophagidae, Sepsidae, Tachinidae) жилка r-m смещается в базальном на-
правлении, а жилка dm-cu – в апикальном. В подотряде Brachycera-
Orthorrhapha (Asilidae, Dolichopodidae, Empididae, Rhagionidae, Tabanidae) 
точка слияния жилки R2+3 с С смещается в сторону апекса. Для представи-
телей Nematocera (Chironomidae, Limoniidae, Tipulidae) характерно переме-
щение точки слияния жилки CuA2 с C в сторону основания крыла, а жил-
ки r-m – в сторону апекса. Полученные результаты подтверждают 
значительное влияние размеров тела на форму крыльев Diptera. Однако ха-
рактер аллометрии в разных подотрядах различен, вероятно, по причине 
того, что значения полетных характеристик (частоты, амплитуды взмахов), 
относительные размеры крыла (отношение площади крыла к массе тела) и 
жилкование сильно варьируют у двукрылых. Можно заключить, что в рам-
ках отряда Diptera размер тела не является главным фактором, определяю-
щим форму крыла.

Ключевые слова: Diptera, размеры тела, аллометрия, геометрическая мор-
фометрия, форма крыла, жилкование крыльев

Явление аллометрии убедительно доказа-
но для многих животных, в том числе насеко-
мых [1]. Известно, что размеры тела оказыва-
ют заметное влияние на расположение 
элементов жилкования и форму крыла насе-
комых как на уровне отрядов и семейств [2, 
3], так и на внутривидовом уровне [4, 5]. По-
добные аллометрические изменения могут 

иметь адаптивное значение для насекомых 
[6]. Так, например, миниатюризация приво-
дит к редукции жилкования и развитию бах-
ромки на крыльях [7], что, по-видимому, яв-
ляется адаптацией к полету при малых 
размерах и низких числах Рейнольдса. Зави-
симость расположения геометрического цен-
тра и удлинения крыла от размеров тела была 
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показана для некоторых Hymenoptera [3]. Ис-
ходя из этого, мы предположили наличие по-
добной аллометрии у Diptera. Целью работы 
было выявление у двукрылых зависимости 
формы крыла и характера жилкования от раз-
меров тела.

Материалы и методы
Исследование проведено на 527 особях – 

представителях 58 родов двукрылых из 26 се-
мейств (таблица). Использованные в работе 
насекомые были отловлены в период с 2010 
по 2015 гг. в парках Москвы и на территории 
Звенигородской биологической станции име-
ни С.Н. Скадовского. 

Каждый вид в настоящем исследовании 
представлен одним полом, чтобы исключить 
возможное влияние на результаты полового 
диморфизма формы крыла, о наличии которо-
го сообщают некоторые авторы [8–10]. При 
этом мы изучали  преимущественно самцов, 
поскольку масса тела самок может существен-
но меняться в ходе репродуктивного цикла. 
Исключения были сделаны для кровососущих 
(Culicidae, Tabanidae) и паразитических дву-
крылых (часть Bombyliidae, Tachinidae), так 
как отлов самцов этих насекомых оказался за-
труднительным.

	 Массу тела (m) измеряли на аналитиче-
ских весах после фиксации насекомого пара-
ми этилацетата. Если m особи оказывалась 
ниже порога взвешивания, то насекомых од-
ного вида взвешивали в достаточном для из-
мерения количестве единовременно и полу-
ченный результат делили на число особей, 
чтобы вычислить среднее значение. В качестве 
меры длины тела использовали длину торакса. 
По фотографиям крыльев, полученных на ми-
кроскопе с апохроматическими объективами, 
в программе AutoCAD 2015 (Autodesk, Inc., 
США) были измерены длина (l) и площадь (S) 
крыла, а также расстояние от апекса до точки 
ортогональной проекции геометрического 
центра крыла на его продольную ось (lc). Уд-
линение крыла было рассчитано по формуле 
AR = l2/S. Для оценки местоположения геоме-
трического центра крыла использовали соот-
ношение lc/ l, позволяющее выявить его рас-
положение вдоль продольной оси крыла (рис. 
1). Геометрический центр крыла рассчитан 
как центр масс плоской фигуры, которую об-
разует контур крыла.

Для каждого вида были вычислены меди-
анные значения характеристик. Необходи-
мость использования медиан вместо средних 
значений измеренных характеристик продик-
тована относительно небольшими объемами 
выборок, к тому же распределения, как пра-
вило, далеки от нормальных [11]. Чтобы выя-

вить аллометрические изменения формы кры-
льев, был проведен регрессионный анализ 
медианных значений методом главных осей в 
среде R с использованием пакета SMATR [12].

Для анализа методами геометрической 
морфометрии была отобрана большая часть 
материала: 415 особей – представителей 38 
родов из 16 семейств (таблица). Крылья с не-
допустимыми для геометрической морфоме-
трии повреждениями не были включены в 
дальнейший анализ.

Для обозначения жилок использовали но-
менклатуру, как в монографиях «Manual of 
Nearctic Diptera» [13, 14], применяющуюся 
также и в более поздних работах. Метки были 
проставлены у основания крыла, в местах вет-
влений и пересечений жилок, в том числе в 
точках вхождения жилок в край крыла. В слу-
чае жилки, утончающейся до подобия склад-
ки, но не достигающей края крыла, метку ста-
вили на пересечении края крыла условной 
линией, продолжающей эту жилку. В случае 
резко обрывающейся жилки метку проставля-
ли на ее конце. Таким образом, нами были 
использованы метки только I и II типа [15, 
16]. Оцифровка меток и создание файлов с 
координатами меток и контурами крыльев вы-
полнено с помощью программ tpsUtil и 
tpsDig2 [17, 18]. Для уменьшения ошибок мет-
ки для каждого крыла проставляли дважды 
[19], затем координаты были усреднены. Мор-
фометрический анализ координат проведен в 
программе MorphoJ [20]. Статистическую об-
работку данных производили в программе 
STATISTICA 10 (Statsoft, Inc., США).

Рис. 1. Схема измерения линейных характеристик 
крыла (А) и размещения меток (Б). Расшифровка обо-
значений дана в тексте (Материалы и методы)
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Результаты
Регрессионный анализ морфологических ха-

рактеристик крыльев. Аллометрические зави-
симости характеристик формы крыльев от 
размерных параметров (массы тела и длины 
торакса) были построены независимо друг от 
друга. 

AR и lc/l по-разному изменяются у длин-
ноусых и короткоусых двукрылых с увеличе-
нием массы тела и длины торакса. У 
Brachycera-Сyclorrhapha и Brachycera-
Orthorrhapha AR не коррелирует с размерами 
тела, в то время как у Nematocera выявлена 
прямая зависимость вида AR = 5,13m0,02 (рис. 
2А). При этом для Nematocera не обнаружена 
связь геометрического центра крыла с массой 
тела и длиной торакса, а у Brachycera lc/l сме-
щается в сторону основания с увеличением 
массы тела: зависимость имеет вид lc/l = 
0,44m0,03 для подотряда Brachycera-
Cyclorrhapha и lc/l = 0,44m0,02 для подотряда
Brachycera-Orthorrhapha, наклон линий ре-
грессии статистически значимо не различается 
(рис. 2Б). При использовании длины торакса 
как переменной, характеризующей размеры 

тела, вышеперечисленные аллометрические 
зависимости проявляются сходным образом.

Геометрическая морфометрия. Анализ ме-
тодами геометрической морфометрии был 
проведен отдельно для представителей каждо-
го семейства. Однако и внутри одного семей-
ства в некоторых случаях жилкование крыльев 
было не однотипным. Одним из путей реше-
ния данной проблемы было исключение ряда 
видов из анализа (например, некоторых 
Syrphidae), в других случаях негомологичные 
участки не были покрыты метками (например, 
у Limoniidae). 

Регрессионный анализ показал, что цен-
троидный размер, представляющий собой  
сумму квадратов расстояний между всеми мет-
ками, находится в прямой зависимости от 
массы тела и длины торакса. Поэтому в каче-
стве критерия, отражающего размеры тела, 
можно использовать центроидный размер. 

Для выявления изменений в расположе-
нии элементов жилкования был проведен ре-
грессионный анализ зависимости прокрусто-
вых координат от центроидного размера. В 
качестве зависимых переменных выступала 

Рис. 2. Аллометрические кривые зависимости параме-
тров крыльев от массы тела. Черные точки – Nematocera, 
серые точки – Brachycera-Orthorrhapha (линия тренда 
сплошная), выколотые точки – Brachycera-Cyclorrhapha 
(линия тренда пунктирная). Расшифровка обозначений 
дана в тексте (Материалы и методы)

Рис. 3. Деформации формы, полученные на основе ре-
грессионного анализа зависимости прокрустовых коорди-
нат от центроидного размера после исключения остаточ-
ной регрессии. Серым контуром обозначены эталонные 
конфигурации, черным контуром – конфигурации, соот-
ветствующие изменению формы при увеличении центро-
идного размера. В большинстве случаев масштаб измене-
ний увеличен для наглядности, масштабные 
коэффициенты приведены. Контуры крыльев построены 
для лучшего восприятия и не несут точной информации 
о деформации контура при изменении центроидного раз-
мера
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Подотряд Семейство Вид Пол
Число 
особей

Масса 
тела, мг

Длина 
торакса, 

мм

N
em

at
oc

er
a

Cecidomyiidae Mayetiola destructor ♂ 2 - 0,49

Chironomidae

Corynoneura scutellata* ♂ 10 0,04 0,51

Cladotanytarsus sp. 1* ♂ 10 0,05 0,51

Cladotanytarsus sp. 2* ♂ 10 0,10 0,55

Cladotanytarsus sp. 3* ♂ 10 0,11 0,62

Paratendipes sp.* ♂ 10 0,38 0,88

Chironomus sp.* ♂ 12 1,30 1,49

Culicidae
Aedes communis ♀ 4 3,30 2,02

Culex pipiens ♀ 2 3,90 1,86

Limoniidae

Erioptera lutea* ♂ 4 1,00 1,06

Limonia phragmitidis* ♂ 2 5,60 2,04

Metalimnobia quadrimaculata* ♂ 15 32,00 3,70

Tipulidae

Nephrotoma aculeata* ♂ 2 8,10 2,49

Nephrotoma crocata* ♂ 2 31,80 3,62

Nephrotoma tenuipes* ♂ 2 9,80 2,81

Tipula paludosa* ♂ 2 56,80 4,42

B
ra

ch
yc

er
a-

O
rt

ho
rr

ha
ph

a

Asilidae
Tolmerus atricapillus* ♂ 11 59,50 4,04

Dioctria cothurnata* ♂ 10 25,00 3,19

Bombyliidae

Hemipenthes maura* ♂ 18 22,60 3,44

Hemipenthes morio* ♂ 16 21,50 3,37

Villa sp.* ♀ 7 72,70 4,86

Dolichopodidae
Chrysotus neglectus* ♂ 2 - 1,03

Dolichopus ungulatus* ♂ 6 8,60 1,99

Empididae
Empis livida* ♂ 18 17,00 2,70

Empis tessellata* ♂ 18 38,30 3,54

Hybotidae
Hybos grossipes ♂ 2 1,90 1,29

Platypalpus ciliaris ♂ 2 - 0,73

Rhagionidae
Rhagio lineola* ♂ 6 5,50 1,96

Rhagio tringarius* ♂ 15 26,50 3,15

Stratiomyidae Chloromyia formosa ♂ 2 13,20 2,51

Tabanidae

Chrysops caecutiens* ♀ 7 36,80 3,51

Chrysops relictus* ♀ 4 20,20 3,10

Haematopota pluvialis* ♀ 19 19,40 3,14

Hybomitra nitidifrons confiformis* ♀ 4 121,30 5,22

Tabanus bovinus* ♀ 5 342,70 6,78

Tabanus sudeticus* ♀ 3 378,50 9,18

Таблица
Число исследованных насекомых, а также их пол и медианные значения размерных характеристик

Примечание: звездочкой (*) помечены виды, включенные в анализ методами геометрической 
морфометрии
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форма крыльев отдельных особей. Вариацию 
переменных формы можно разделить на оста-
точную и предсказанную, последняя из кото-
рых в данном случае отражает различия, свя-

Подотряд Семейство Вид Пол
Число 
особей

Масса 
тела, мг

Длина 
торакса, 

мм

B
ra

ch
yc

er
a-

C
yc

lo
rr

ha
ph

a

Anthomyiidae Hydrophoria lancifer ♂ 5 14,50 3,16

Calliphoridae

Calliphora vicina* ♂ 10 57,80 4,66

Cynomya mortuorum* ♂ 10 57,60 4,19

Lucilia caesar* ♂ 15 39,30 4,11

Chloropidae Chlorops sp. ♂ 3 2,00 0,8

Conopidae

Conops quadrifasciatus ♂ 2 24,10 3,24

Leopoldius signatus ♂ 2 20,00 2,63

Physocephala chrysorrhoea ♂ 2 36,00 3,81

Sicus ferrugineus ♂ 10 24,80 2,71

Drosophilidae Drosophila melanogaster ♂ 5 0,50 0,79

Muscidae
Musca domestica* ♂ 5 6,80 2,46

Mydaea humeralis* ♂ 2 24,90 3,32

Psilidae Psila fimetaria ♂ 15 22,90 3,14

Sarcophagidae Sarcophaga carnaria* ♂ 20 62,40 4,69

Scathophagidae

Scathophaga inquinata* ♂ 4 8,60 2,50

Scathophaga lutaria* ♂ 9 16,60 3,04

Scathophaga stercoraria* ♂ 9 30,80 3,50

Sepsidae Sepsis fulgens* ♂ 10 0,90 1,15

Sphaeroceridae Leptocera sp. ♂ 2 - 0,33

Syrphidae

Cheilosia pagana* ♂ 2 8,40 2,27

Chrysotoxum festivum* ♂ 5 61,2 4,10

Episyrphus balteatus* ♂ 7 27,0 3,36

Eristalis arbustorum ♂ 12 47,80 4,07

Eristalis tenax ♂ 7 110,20 5,11

Helophilus pendulus ♂ 8 50,00 3,91

Helophilus trivittatus ♂ 10 88,90 4,78

Platycheirus albimanus* ♂ 4 9,00 2,45

Platycheirus clypeatus* ♂ 2 4,10 1,95

Sphaerophoria scripta* ♂ 8 15,40 2,53

Syritta pipiens ♂ 4 10,70 2,12

Syrphus ribesii* ♂ 12 40,40 3,88

Syrphus vitripennis* ♂ 4 21,30 3,60

Volucella pellucens ♂ 7 117,50 5,38

Xylota segnis* ♂ 7 29,50 3,40

Xylota tarda* ♂ 2 23,00 3,08

Tachinidae

Brullaea ocypteroidea ♀ 4 19,60 2,79

Linnaemya sp.* ♀ 4 61,00 4,32

Nemoraea pellucida* ♀ 4 132,60 5,77

занные с изменением центроидного размера 
и, следовательно, размеров тела [5, 21]. Для 
Conopidae и Psilidae зависимость формы кры-
ла от центроидного размера при имеющихся 
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объемах выборок оказалась статистически не-
достоверной (p>0,05) по критерию переста-
новки (эквивалентному тесту Гудала), поэтому 
оба эти семейства не участвовали в дальней-
шем анализе. Было обнаружено, что доля ал-
лометрического компонента изменчивости 
формы крыла существенно различается в вы-
бранных группах и составляет от 12% до 74%. 
Чтобы оценить зависимость доли алломерти-
ческого изменения формы крыльев от диапа-
зона размеров тела, был вычислен коэффици-
ент корреляции Спирмена между долей 
предсказанной регрессии относительно сово-
купной и коэффициентом вариации центро-
идного размера каждого исследуемого семей-
ства. Выявлено отсутствие корреляции 
(rs=0,38, p=0,14). Это говорит о том, что доля 
предсказанной регрессии существенно варьи-
рует между семействами. 

Для выявления зависимости расположе-
ния элементов жилкования от центроидного 
размера был проведен анализ аллометрическо-
го компонента изменчивости формы крыла 
методом относительных деформаций, резуль-
таты которого представлены на рис. 3. В це-
лом какие-либо общие для всех групп тенден-
ции обнаружить не удалось, однако внутри 
каждого подотряда расположение отдельных 
жилок имеет сходную зависимость от центро-
идного размера. С увеличением центроидного 
размера у Brachycera-Cyclorrhapha 
(Calliphoridae, Muscidae, Sarcophagidae, 
Sepsidae, Tachinidae) наблюдается смещение 
жилки r-m в базальном направлении и жилки 
dm-cu в апикальном, у Brachycera-
Orthorrhapha (Asilidae, Dolichopodidae, 
Empididae, Rhagionidae, Tabanidae) – апикаль-
ное смещение точки слияния жилки R2+3 с С. 
Для представителей Nematocera 
(Chironomidae, Limoniidae, Tipulidae) в этом 
случае отмечено перемещение точки слияния 
жилки CuA2 с C в сторону основания крыла и 
жилки r-m в сторону апекса. 

Обсуждение
Смещение геометрического центра в сто-

рону апекса крыла при уменьшении размеров 
тела у Brachycera связано, по-видимому, с из-
менениями аэродинамических свойств кры-
льев. Чем меньше насекомое, тем затрудни-
тельнее использование малых углов атаки 
крыла. При низких числах Рейнольдса полет 
гребного типа (с большими углами атаки) бо-
лее эффективен, при этом большая часть аэ-
родинамической силы создается за счет лобо-
вого сопротивления крыла [22]. В таких 
условиях может быть адаптивным увеличение 
апикальной области крыла, которая имеет 
наибольшую скорость движения и, следова-

тельно, сравнительно бо́льшее лобовое сопро-
тивление.

Удлинение крыльев с увеличением разме-
ров тела было показано для Hymenoptera [3, 
23]. Крупным насекомым выгодно иметь уз-
кие длинные крылья в связи с особенностями 
образования прикрепленного вихря передней 
кромки при относительно высоких числах 
Рейнольдса [24]. Наши результаты, получен-
ные для Nematocera, согласуются с данным 
утверждением. Однако удлинение крыла не 
коррелирует с размерами тела у Brachycera, 
что может быть следствием большего разноо-
бразия исследованных представителей данной 
группы по сравнению с исследованными 
Nematocera. Ранее нами было показано [25], 
что представители различных семейств 
Brachycera демонстрируют довольно широкий 
диапазон характеристик полета, таких как ча-
стота и амплитуда взмахов. Относительные 
размеры крыла (отношение площади крыла к 
массе тела) могут существенно различаться у 
представителей разных семейств при сходной 
массе тела. Поскольку форма крыла связана с 
его аэродинамикой и полетными характери-
стиками, широкая вариабельность последних 
не позволяет оценить влияние размеров тела 
на удлинение.

Общие тенденции в аллометрии жилкова-
ния не были обнаружены, вероятно, по при-
чине слишком большого разнообразия в рас-
положении жилок в рамках отряда. Такие 
характеристики полета, как частота и ампли-
туда взмахов, так же связаны с формой крыла, 
а их значения сильно варьируют у двукрылых 
[26, 27]. Можно предположить, что размер 
тела не является главным фактором, опреде-
ляющим морфологию крыла у двукрылых. 
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A STUDY ON ALLOMETRY OF WING SHAPE AND VENATION IN 
INSECTS. PART 2. DIPTERA

O.A. Belyaev*, S.E. Farisenkov

Department of Entomology, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: olegent@yandex.ru

    The research studied how body size affects wing shape and arrangement of 
veins in a wide range of families of dipteran insects (Diptera). Body mass and 
thorax length were used as criteria reflecting body size. Wing shape was 
characterized by aspect ratio and position of geometric center relative to its 
longitudinal axis. Allometry of venation was studied by geometric morphometric 
methods. It was found that character of dependence of wing shape on body size 
among Brachycera and Nematocera is different. Aspect ratio increases with body 
size in Nematocera, in Brachycera any correlation is absent. Shift of geometric 
center of a wing towards its base at the increase in body size is observed for 
Brachycera, for Nematocera no correlation is noted. It was shown that allometric 
component of the variation in arrangement of veins varies significantly between 
different families. With increase in body size, for most Brachycera-Cyclorrhapha 
studied (Calliphoridae, Muscidae, Sarcophagidae, Sepsidae, Tachinidae) the shift 
of r-m vein in basal direction and dm-cu vein in apical direction are noted. In 
Brachycera-Orthorrhapha suborder (Asilidae, Dolichopodidae, Empididae, 
Rhagionidae, Tabanidae), the point of intersection of veins R2+3 and C shifts 
towards the apex. For representatives of Nematocera (Chironomidae, 
Limoniidae, Tipulidae), shifts of the point of intersection of veins CuA2 and C in 
basal direction and r-m vein in apical direction are characteristic. The obtained 
data confirms significant effect of body size on wing shape in Diptera. However, 
the character of allometry is not uniform in different suborders, apparently due to 
the fact that values of flight parameters (wing frequency, stroke amplitude), 
relative wing size (wing area to body size ratio) and wing venation vary greatly in 
dipterans. It can be concluded that body size is not the principal factor affecting 
wing shape within the order Diptera.

    Keywords: Diptera, body size, allometry, geometric morphometrics, wing shape, 
wing venation
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РАЗВИТИЕ ПОТЕНЦИАЛЬНО ТОКСИЧНОЙ ЦИАНОБАКТЕРИИ
DOLICHOSPERMUM FLOS-AQUAE (ANABAENA FLOS-AQUAE) В

ВОДЕМАХ БОРЕАЛЬНОЙ ЗОНЫ

В.И. Капков1, С.Г. Васильева2,*, Е.С. Лобакова2

1Кафедра гидробиологии и 2кафедра биоинженерии, биологический факультет, Москов-
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*email: vankat2009@mail.ru

Целью настоящей работы стало исследование цикла развития циа-
нобактерии Dolichospermum flos-aquae, вызывающей «цветение» воды в 
водоемах бореальной зоны. Массовое развитие D. flos-aquae в план-
ктонной стадии обусловлено способностью реализовывать высокий 
биотический потенциал благодаря комбинации жизненно важных при-
знаков, приобретенных в процессе эволюции, которые отсутствуют у 
партнеров по планктонному сообществу. К их числу относятся: адапта-
ция к определенной температуре роста; низкая потребность в биоген-
ных элементах; азотофиксация и внутриклеточная аккумуляция фосфа-
тов; способность трихомов к миграции, позволяющей занимать 
оптимальный для фотосинтеза горизонт в эвфотической зоне. Установ-
лено, что D. flos-aquae во время планктонной стадии развития пред-
ставляет собой популяцию гетероцитных трихомов, включающую веге-
тативные клетки разной степени зрелости, гетероцисты и акинеты, 
соотношение которых изменяется в течение жизненного цикла микро-
организмов. Как полагают в ряде исследований, выделяемые в среду 
первичные и вторичные метаболиты регулируют как рост собственной 
популяции D. flos-aquae, включая разрушение клеток на конечной ста-
дии «цветения» и формирование акинет, так и ингибирование разви-
тия партнеров по сообществу. При доминировании одного вида ток-
сичные метаболиты, выделение которых возрастает в годы с 
антициклональным типом погоды, снижают видовое разнообразие в 
планктоне, упрощая структуру биотического сообщества.

Ключевые слова: цианобактерии, «цветение» воды, биотический по-
тенциал, структура сообщества, первичные метаболиты, вторичные ме-
таболиты, цианотоксины

Планктонные стадии развития цианобак-
терий (ЦБ) в водоемах привлекают внимание 
исследователей в связи с участившимися слу-
чаями отравления человека их токсичными 
метаболитами [1]. К числу видов, вызываю-
щих токсичное «цветение» воды в водоемах 
бореальной зоны, относятся ЦБ рода 
Dolichospermum и, в первую очередь, D. flos-
aquae (Lyngb.) Breb. ex Born. et Flah. Wackl. 
Hoffm. (Synonim (Syn): Anabaena flos-aquae 
Elenk.), D. lemmermannii (Richter) Wacklin et al. 
(Syn: Aphanizomenon lemmermannii Richter), D. 

planctonicum (Brunnth.) Wacklin et al. (Syn: A. 
scheremetievi Elenk).

ЦБ в природной среде являются центрами 
формирования устойчивых планктонных сооб-
ществ и характеризуются наличием у них 
сложноорганизованных поверхностных струк-
тур (слизистых капсул, чехлов, колониальной 
слизи). Наряду с этим ЦБ обладают способно-
стью к экскреции значительных количеств ор-
ганических соединений, способных поддержи-
вать или угнетать рост и физиологическую 
активность компонентов сообщества. На от-
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дельных стадиях жизненного цикла ЦБ суще-
ствуют как свободные организмы, а на других 
стадиях – как кооперативные формы, в кото-
рых они являются частью сообщества, при 
этом кооперативные формы для ЦБ более ти-
пичны. Такие сообщества часто формируются 
на границе раздела фаз и оформлены морфо-
логически в кластеры, хлопья, гранулы, агре-
гаты [2].

Регуляторной основой стабильности ми-
кробных сообществ является межклеточная 
коммуникация, осуществляемая посредством 
синтеза специфических метаболитов (сигна-
лов), что позволяет клеткам контролировать 
собственную структуру, морфогенез, числен-
ность и адаптацию, а также распределение ви-
дов микроорганизмов сообщества между со-
бой [2, 3]. Одноклеточные и трихомные ЦБ 
могут синтезировать низкомолекулярные фи-
зиологически активные вещества (криптофи-
цин, микровиридин, эругинозин, анабенопеп-
тины, микрогинины и другие) [4], способные 
как ингибировать рост микроорганизмов, 
включая рост собственной популяции в конце 
стадии «цветения», так и стимулировать раз-
витие планктонных водорослей, беспозвоноч-
ных и рыб.

Среди вторичных метаболитов, продуци-
руемых ЦБ, наиболее опасными для гидроби-
онтов и человека являются алкалоиды – ней-
ротоксины (анатоксин–а, анатоксин–а(с), 
гомоанатоксин–а), ингибиторы ацетихолинэ-
стеразы и сакситоксин – блокатор натриевых 
каналов клетки. Не меньшую опасность пред-
ставляют циклические пептиды – гепатоток-
сины (микроцистины) – ингибиторы проте-
инфосфатаз, обладающие также 
канцерогенными свойствами [5, 6].

Факторы, обуславливающие последова-
тельность сезонной сукцессии ЦБ в водоемах 
и активный синтез вторичных метаболитов 
клетками «цветущего» вида, остаются малоиз-
ученными в настоящее время. Исследование 
особенностей развития потенциально опасных 
ЦБ в природных экосистемах будет способ-
ствовать определению роли экологических 
факторов, влияющих на уровень «цветения» и, 
соответственно, на накопление в биомассе ме-
таболитов с различной физиологической ак-
тивностью. Знание соотношения вегетативных 
клеток, гетероцист и акинет в популяции во 
время «цветения», а также морфологических 
характеристик клеток поможет при разработке 
способов управления ростом популяций ЦБ 
как в условиях естественного местообитания, 
так и при использовании их в лабораторных 
экспериментах.

В этой связи предпринята попытка иссле-
дования зависимости цикла развития, а также 

морфологической и физиологической структу-
ры популяции одного из потенциально опас-
ных возбудителей «цветения» воды в водоемах 
бореальной зоны, D. flos-aquae, от основных 
абиотических и биотических экологических 
факторов, определяющих массовое развитие 
этой ЦБ в планктонном сообществе.

              Материалы и методы
Объекты исследования. Исследования про-

водили на Можайском водохранилище 
(55°02’18” С.Ш., 37°45’20” В.Д.) и озере Ка-
ньон Ферри Лэйк (Canyon Ferry Lake) (Мон-
тана, США) (46°30’23” С.Ш., 111°36’24” З.Д.) 
в течение 2010–2014 гг. 

Отбор проб и подсчет клеток ЦБ. Пробы 
планктона отбирали в полдень батометром 
Руттнера объемом 2 л с различных горизонтов 
и в разных точках водоема в течение вегетаци-
онного периода. Первую часть пробы фикси-
ровали 5%-ным раствором Люголя с добавле-
нием ледяной уксусной кислоты и 20%-ного 
раствора формалина и концентрировали мето-
дом обратной фильтрации. Вторую часть про-
бы последовательно фильтровали через мем-
бранные фильтры с диаметром пор 5 и 1,2 
мкм (Advantec, Дания) для последующего из-
мерения линейных параметров клеток. Коли-
чество ЦБ в пробах подсчитывали под микро-
скопом (Leika, Германия) в камере Нажотта 
объемом 0,05 см3 [7].

Оценка количества биомассы и хлорофилла 
а. Биомассу ЦБ находили расчетным методом, 
приравнивая форму клеток к объему соответ-
ствующей геометрической фигуры и считая, 
что 1000 мкм3 составляет 0,001 мг сырой мас-
сы. Биомассу мелких и колониальных форм 
ЦБ из-за сложности подсчета клеток рассчи-
тывали по содержанию хлорофилла а в пробе, 
принимая, что его содержание в сухом веще-
стве клеток составляет 2,5% [7]. Для определе-
ния концентрации хлорофилла а пробы объе-
мом 20 мл фильтровали через мембранные 
фильтры GC-50 (Advantec, Дания), предвари-
тельно пропуская через них 5 мл 10%-ного 
раствора углекислого магния для предотвра-
щения деградации хлорофилла. После разру-
шения клеток в стеклянном гомогенизаторе 
хлорофилл экстрагировали 90%-ным водным 
раствором ацетона при 4°С в темноте. Опреде-
ление концентрации хлорофилла a в экстракте 
проводили спектрофотометрически в кварце-
вых кюветах с длиной оптического пути 1 см 
на спектрофотометре Beckman UV 5240 
(Beckman Instruments Inc., США). Расчет кон-
центрации хлорофилла а проводился по опи-
санной ранее методике [7].

Характеристика водной среды. Температу-
ру воды на разных глубинах водоема измеряли 
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электронным термометром. Прозрачность 
воды определяли по диску Секки [7]. 

Статистическую обработку результатов 
проводили с использованием программ 
«Microsoft Excel» и «STATISTICA» 5.0. Для 
оценки параметрических различий получен-
ных данных использовали t-критерий Стью-
дента.

Результаты и обсуждение
В начале биологического лета с прогревом 

поверхностного слоя воды до 16–18°С сразу 
же после весеннего пика развития диатомовых 
водорослей и вызванного этим существенного 
снижения запасов основных биогенных эле-
ментов в эвфотической зоне происходил рост 
численности и прирост биомассы ЦБ D. flos-
aquae.

Высокая степень приспособленности к 
обитанию в среде с дефицитом биогенных 
элементов у данного вида связана со способ-
ностью к диазотрофии и резервированию в 
клетках как связанного азота, так и полифос-

фатов, а также способностью осуществлять ге-
теротрофный рост [8]. Известно, что просле-
живается видовое предпочтение ЦБ к 
определенным формам азота, 
что обеспечивает им в значи-
тельной мере последователь-
ное доминирование в план-
ктоне. Так, во время 
массового развития D. flos-
aquae потребляет нитратный 
азот, а Aphanizomenon flos-
aquae способна использовать 
и аммонийную форму азота 
[9]. При этом указанным ви-
дам ЦБ требуется всего 0,01 
мг P/л в форме фосфата, что 
почти на порядок меньше, 
чем нужно присутствующим 
в сообществе диатомовым и 
другим микроводорослям. 
Низкая потребность в этом 
элементе обусловлена акку-

муляцией ЦБ фосфатов в период их развития 
в придонных слоях водоема [10]. Известно, 
что большинство ЦБ достигают наибольшего 
видового обилия при соотношении в окружа-
ющей среде N:P>10 [11]. Мигрируя в толще 
воды за счет изменения плавучести, ЦБ спо-
собны выбирать горизонт с более высоким со-
держанием фосфатов.

Популяция D. flos-aquae во время план-
ктонной стадии развития представляет собой 
систему гетероцитных трихомов, включающих 
вегетативные клетки разной степени зрелости, 
гетероцисты и акинеты. Размеры вегетативных 
клеток и акинет в период «вспышки» числен-
ности существенно различались (табл. 1). В 
период «цветения» воды в планктоне присут-
ствовали трихомы ЦБ, содержавшие вегета-
тивные клетки трех основных возрастных со-
стояний: молодые – полушаровидные, 
образующиеся после цитотомии и располо-
женные в трихомах парами, зрелые – практи-
чески шаровидные и клетки в состоянии ци-
тотомии с зачатками перегородок. При этом 
размеры указанных клеток в трихомах заметно 
различались (табл. 1). 

В начале массового развития в пробах до-
минировали спиралевидные трихомы длиной 
500–700 мк преимущественно с полушаровид-
ными молодыми клетками, клетками в состо-
янии цитотомии и интеркалярными одиноч-
ными гетероцистами. По мере развития в 
популяции преобладающими становились бо-
лее короткие трихомы длиной от 50 до 120 мк 
объемно-спиралевидной формы с терминаль-
ными и интеркалярными гетероцистами и 
акинетами. Так как гетероцисты являются 
терминальным типом дифференцировки кле-
ток у ЦБ, то наблюдаемое укорочение трихо-
мов, по-видимому, связано с их фрагментаци-
ей по месту локализации отмерших 

Параме-
тры

клеток

Молодые
клетки 
(n=511)

Зрелые
клетки 
(n=497)

Гетеро-
цисты
(n=29)

Акинеты
(n=184)

Длина, 
мкм

3,9±0,6 6,0±0,8 7,2±0,8 21,5±2,3

Ширина, 
мкм

4,3±0,4 6,4±0,5 7,4±0,7 10,7±1,4

Таблица 1
Линейные размеры клеток популяции D. flos-aquae в пе-
риод «цветения» в водохранилище Каньон Ферри Лэйк 

(2010 г.) (n – число исследованных клеток)

Дата
наблюде-

ния

Количество клеток в % от общего числа

Моло-
дые 

клетки

Зрелые 
клетки

Клетки в состоя-
нии

цитотомии
Гетеро-
цисты

Акине-
ты

15.06 76,0 9,4 13,6 1,0 0

20.06 69,1 14,5 15,2 1,2 0

25.06 64,8 20,7 11,6 2,4 0,5

30.06 43,9 40,3 8,7 3,1 4,0

05.07 32,6 30,2 2,1 1,9 13,2

10.07 15,2 39,0 2,0 1,7 22,1

15.07 11,3 37,4 0,9 1,8 28,6

Таблица 2
Содержание вегетативных и специализированных клеток в трихомах D. flos-
aquae во время «цветения» в водохранилище Каньон Ферри Лэйк (2010 г.) 

(количество исследованных при каждом отборе трихомов не менее 100)
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гетероцист. Кроме того, укорочение трихомов 
связано с формированием ЦБ небольших 
флоккул и крупных хлопьев за счет слипания 
и объединения трихомов в межклеточном по-
лимерном матриксе. 

Во время «цветения» в популяции D. flos-
aquae заметно менялось соотношение молодых 
и зрелых вегетативных клеток, а также коли-
чество дифференцированных клеток – гетеро-
цист и акинет. Гетероцисты в трихомах обыч-
но шаровидные, светлоокрашенные, с 
выраженными оболочкой и порами и несколь-
ко крупнее вегетативных клеток, из которых 
они сформировались. Количество гетероцист 
в первой половине вегетационного сезона к 
концу июня увеличивалось в среднем до 3%, а 
затем в середине июля – падало. В середине 
вегетационного периода в конце июня в три-
хомах наблюдалось появление дуплетных гете-
роцист, по которым обычно и происходила 
фрагментация трихомов. 

Бесцветные или, реже, желтоватые яйце-
видные акинеты с выраженной оболочкой 
обычно появлялись в трихомах в начале июля 
и располагались в трихомах поодиночке. В се-
редине июля, к концу фазы массового разви-
тия данного вида ЦБ, в популяции резко воз-
растало число акинет (табл. 2), что может 
свидетельствовать об окончании планктонного 
этапа развития данного вида и начале перехо-
да его в бентосную стадию. Основной функ-
цией акинет является переживание неблаго-
приятных условий и сохранение 
жизнеспособности ЦБ во время донной ста-
дии развития. Формирование акинет индуци-
руют как абиотические, так и биотические 
факторы. К их числу относятся дефицит в 
среде соединений фосфора, бора, низкие и 
высокие температуры, присутствие в среде 
токсических органических веществ, биогенно-
го и абиогенного происхождения. Выделенные 

из донных осадков акинеты D. flos-aquae и по-
мещенные в воду с добавками солей азота и 
фосфора при температуре 18°С прорастали в 
течение 2–3 сут.

Следует отметить, что особенности строе-
ния трихомов и морфологическая структура 
популяции во время планктонной стадии раз-
вития не только обеспечивают резкий рост 
численности ЦБ в эвфотической зоне, но и 
способствуют увеличению резистентной 
устойчивости к воздействию факторов среды.

Анализ наблюдений «цветения» воды в во-

дохранилище Каньон Ферри Лэйк показал, 
что сроки массового развития ЦБ в значи-
тельной степени зависят от типа погоды. В 
годы с антициклональным типом погоды, ког-
да на длительное время устанавливалась те-
плая сухая безветренная погода, «цветение» 
воды было наиболее ярко выражено. Законо-
мерности развития популяции ЦБ D. flos-
aquae были аналогичны ранее описанным для 
Можайского водохранилища.

Дальнейший рост температуры воды в по-
верхностном слое водохранилищ до 20–22°С 
приводил к прекращению роста D. flos-aquae, 
в воде наблюдалось образование хлопьев и 
флоккул из коротких трихомов ЦБ, диатомо-
вых водорослей и бактерий. В трихомах ЦБ 
происходило резкое, подобное «цепной реак-
ции», разрушение вегетативных клеток. Про-
цесс распада клеток начинался с фрагмента-
ции длинных нитей трихомов по 
интеркалярным гетероцистам и акинетам. В 
образовавшихся фрагментах трихомов наблю-
дали массовый лизис вегетативных клеток и 
массовое развитие подвижных диатомовых во-
дорослей рода Navicula и различных бактерий 
на их остатках. Таким образом, в популяции 
D. flos-aquae в конце июля преобладали в ос-

Рис. 1. Динамика изменений в содержании биомассы 
различных цианобактерий во время «цветения» воды в 
водохранилище Каньон Ферри Лэйк (2010 г.)

Рис. 2. Содержание хлорофилла а в воде в период "цвете-
ния" D. flos-aquae в полдень в водохранилище Каньон 
Ферри Лэйк (2010 г.) (кривые: 1 – пробы с поверхности 
воды; 2 – пробы с глубины 1 м; 3 – пробы с глубины 
диска Секки (2,5 м)

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2019. Т. 74. № 1

В.И. Капков, С.Г. Васильева, Е.С. Лобакова



  23

новном яйцевидные крупные акинеты с тол-
стыми оболочками, интегрированные в поли-
мерный матрикс, что также способствует 
переживанию ЦБ неблагоприятных условий. 
Вполне вероятно, что триггером «цепной ре-
акции» разрушения зрелых вегетативных кле-
ток наряду с ростом температуры воды в по-
верхностном слое выше оптимума развития D. 
flos-aquae, являются выделяемые в процессе 
разрушения клеток вторичные метаболиты, 
регулирующие численность клеток собствен-
ной популяции [12].

В дальнейшем в планктонном сообществе 
водоемов происходила смена доминирующего 
вида ЦБ в результате массового развития A. 
flos-aquae, которое усиливалось по мере про-
грева воды до 22–24°С и продолжалось при 
чрезвычайно низких концентрациях нитратов 
в воде. Массовое развитие A. flos-aquae в водо-
емах обычно фиксировали в период деструк-
ции популяции D. flos-aquae. При этом длин-
ные собранные в пучки трихомы A. flos-aquae 
длиной около 500 мкм распределялись в тол-
ще воды равномерно, занимая практически 
всю эвфотическую зону. Затем наблюдалось 
их погружение и распределение популяции A. 
flos-aquae в толще эвфотической зоны на глу-
бине от 0,5 до 1,0 м. Эта миграция в толщу 
воды в зоны с оптимальными условиями осве-
щенности и температуры обычно происходила 
очень быстро, в течение суток, за счет изме-
нения плавучести трихомов. С середины лета 
начиналось развитие одноклеточной ЦБ 
Microcystis aeruginosa, биомасса которой дости-
гала максимальных значений в августе. Сезон-
ная сукцессия в планктонном сообществе в 
общих чертах была характерна для лет с анти-
циклональным и циклональным типами пого-
ды (рис. 1).

Во время массового развития D. flos-aquae 
максимальная концентрация хлорофилла a об-
наруживалась в пробах, отобранных на по-
верхности воды, что свидетельствует о распре-
делении ЦБ в поверхностном слое водоема. 
По мере сукцессии и смены доминирующего 
вида наиболее высокое содержание хлорофил-
ла a отмечалось на глубине 1 м, где была наи-
большая плотность трихомов A. flos-aquae. Ха-
рактерно, что концентрация хлорофилла на 
глубине диска Секки (глубина 2,5 м) остава-
лась практически постоянной в течение всего 
исследования (рис. 2).

Известно, что регуляция плавучести ЦБ 
связана с их метаболической активностью. В 
процессе фотосинтеза в клетках повышается 
тургор, который вызывает разрушение газовых 
вакуолей и поэтому ЦБ опускаются в нижние 
слои зоны фотосинтеза. Благодаря наличию 
газовых вакуолей и особенности функциони-

рования фотосинтетического аппарата ЦБ в 
период массового развития могут находиться в 
поверхностном слое водоема и при этом избе-
гать эффекта фотоингибирования [4].

Необходимо подчеркнуть, что в период 
массового развития популяций D. flos-aquae и 
A. flos-aquae никогда не наблюдалось массово-
го развития одноклеточной токсичной ЦБ 
Microcystis aeruginosa, хотя ее одиночные ко-
лонии встречались в планктонном сообще-
стве. Массовое развитие M. aeruginosa начина-
лось лишь после окончания «цветения» A. 
flos-aquae и сопровождалось подавлением ро-
ста этой ЦБ. Наблюдаемое явление можно 
объяснить выделением обоими видами ЦБ ме-
таболитов, подавляющих развитие друг друга.

Известно, что у ЦБ кроме обычного окси-
генного фотосинтеза обнаружена способность 
к аноксигенному фотосинтезу с использова-
нием сероводорода или серы в качестве экзо-
генного донора электронов. Развиваясь в 
большом количестве в эпилимнионе и гипо-
лимнионе в микроаэрофильных условиях, они 
способны длительное время находиться в ус-
ловиях слабого освещения или в темноте, осу-
ществляя аноксигенный фотоситез или гете-
ротрофный рост и утилизируя запасенные на 
свету органические вещества [10].

Среди экологических факторов, определя-
ющих частоту и интенсивность «цветения» во-
доемов, важнейшими являются содержание 
биогенных элементов в эвфотической зоне во-
доема, солнечная активность и температура 
воды. На фоне падения концентрации азота и 
фосфора в среде преимущество в росте полу-
чают популяции миксотрофных и диазотроф-
ных ЦБ с высокой скоростью размножения 
(до 4 делений в сутки). Массовое развитие ЦБ 
в эвфотической зоне связано с различными 
потребностями планктонных стадий в разных 
формах азота и фосфора, а также способно-
стью к диазотрофии и использованию резер-
вированного в клетках фосфора [11]. Интен-
сивному «цветению» воды способствует также 
антропогенное увеличение концентрации био-
генных элементов, поступающих со стоками с 
прибрежных территорий.

Солнечная активность и магнитное поле 
Земли являются важными экологическими 
факторами, прямо или опосредованно влияю-
щими на динамику численности ЦБ. Колеба-
ния солнечной активности могут вызывать из-
менения климатических и гидрологических 
условий, во многом определяющих мощность 
«цветения» воды. Известно, что при высоком 
уровне солнечной активности рост биомассы 
ЦБ сопровождается увеличением биосинтеза 
токсичных метаболитов [10, 13].
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Одной из особенностей функционирова-
ния водных экосистем является обмен инфор-
мацией между организмами в сообществе с 
помощью метаболитов [2]. Выделяемые в воду 
ЦБ экзометаболиты выполняют разные эколо-
го-физиологические функции: регулируют де-
ление клеток и рост собственной популяции, 
а также цитодифференцировку, ингибируют 
и/или стимулируют развитие партнеров по 
планктонному сообществу. Поскольку процесс 
синтеза и последующее выделение метаболи-
тов (аутоиндукторов) скоординированы во 
времени, популяции ЦБ и других гидробион-
тов приспособились к совместному существо-
ванию в планктонном сообществе. В результа-
те «вспышки» численности и роста биомассы 
доминирующего вида происходит нарушение 
координации связей между популяциями, со-
провождающее изменение структуры сообще-
ства. Упрощению структуры сообщества спо-
собствует частичная элиминация других видов 
ЦБ, чувствительных к метаболитам (токси-
нам) доминанта. Увеличение концентрации 
вторичных метаболитов в среде часто сопро-
вождается ингибированием роста собственной 
популяции. В итоге популяция планктеров, 
первоначально являющаяся сообществом с 
центральным видом – эдификатором, пред-
ставляет собой асинхронную гетерогенную 
сукцессию, которая за вегетационный период 
претерпевает несколько последовательных 
кардинальных перестроек [14].

Вторичные метаболиты, выделяемые при 
разрушении клеток ЦБ в конце фазы «цвете-
ния», могут трансформироваться в более ток-
сичные соединения, чем исходные формы, 
или деградировать при участии различных 
бактерий. В том и другом случаях они способ-
ны длительное время сохранять физиологиче-
скую активность в окружающей среде. Пер-
вый этап массового разрушения вегетативных 
клеток D. flos-aquae в планктонном сообще-
стве наблюдается во второй половине июля, 
поэтому наиболее опасным периодом для ги-
дробионтов и потребителей воды оказывается 
вторая половина лета и начало осени [1].

Планктонные ЦБ демонстрируют широ-
кую экофизиологическую адаптацию к изме-
няющимся условиям среды и способность да-
вать «вспышку» численности практически во 
всех водных экосистемах бореальной и тропи-
ческой зонах. В водных экосистемах ЦБ обра-
зуют постоянные ассоциации с бактериями и 
беспозвоночными животными. При этом мак-
симальный рост ЦБ, вызывающих «цветение» 
воды, происходит лишь в ассоциациях с раз-
личными бактериями [4, 15]. Резкой «вспыш-
ке» численности в значительной степени спо-
собствует выделение ЦБ первичных и 
вторичных метаболитов, регулирующих рост 
собственной популяции и ограничивающих 
развитие партнеров по сообществу, включая 
немногочисленных представителей зооплан-
ктона (жгутиковых и коловраток), потребляю-
щих клетки ЦБ в качестве основного источ-
ника пищи в период «цветения» воды. 

Следует отметить, что резкое увеличение 
численности одного вида ЦБ нарушает струк-
турное и функциональное равновесие в план-
ктоне, основанное на органической интегра-
ции популяций, ведущее место в котором 
принадлежит комплементарным отношениям 
видов в сообществе. При достижении макси-
мальной численности ЦБ включаются регуля-
торные системы, аналогичные коммуникатив-
ным взаимодействиям бактерий в биопленках, 
в результате которых сообщество начинает 
функционировать как единый механизм, об-
мениваясь информацией между клетками с 
помощью метаболитов [16]. Выделяемые ЦБ 
метаболиты регулируют физиологические про-
цессы в популяциях, а также выполняют ин-
гибиторные функции, обеспечивая оптималь-
ный рост отдельных популяций и сукцессию в 
биотическом сообществе.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (проект 
№ 16-14-00112).

Исследования выполнены без использова-
ния животных и без привлечения людей в ка-
честве испытуемых. Авторы заявляют, что у 
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The aim of this work was to study the life cycle of cyanobacteria 

Dolichospermum flos-aquae, causing the «blooming» of waters of the boreal zone. 
The mass propagation of the D. flos-aquae in the plankton stage occurs due to 
their ability to realize high biotic potential, defined by the combination of 
features developed during evolution, which the other partners of the plankton 
community lack. These include: adaptation to a certain growth temperature; low 
demand for nutrients; nitrogen fixation and intracellular accumulation of 
phosphates; the ability of trichomes to migrate, allowing to occupy the optimal 
parts of euphotic zones for photosynthesis. It is established that during the 
planktonic stage the trichomes of D. flos-aquae consists of heterocysts and 
vegetative cells of different maturity, generosity and activity, the ratio of which 
changes throughout the life cycle of microorganisms. It is believed that the 
primary and secondary metabolites released by D. flos-aquae into the medium 
take part in the regulation of own population growth including the cell 
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destruction at the final stage of «blooming», akinetes formation and the 
simultaneous suppression of propagation of community partners. With the 
dominance of one species, the released toxic metabolites increase in years with 
anticyclone type of weather, resulted in the reducing of species diversity and the 
simplifying of the biotic community structure.

Keywords: cyanobacteria, algal blooms, biotic potency, structure of community, 
primary metabolites, secondary metabolites, cyanotoxins
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Парное выравнивание аминокислотных последовательностей является 
основным инструментом биоинформатики, используемым как самостоя-
тельно, так и в большом числе более сложных методов. Эффективность 
этого инструмента критически зависит от используемой оценочной функ-
ции, которая состоит из матрицы замен и штрафов за вставку. В настоящей 
работе выполнены построение и анализ матриц аминокислотных замен для 
надсемейства микробных родопсинов (RHOD), а также проведено их сопо-
ставление с рядом матриц замен общего назначения (BLOSUM, VTML, 
PFASUM). Показано, что все матрицы позволяют строить выравнивания 
последовательностей микробных родопсинов практически одинакового ка-
чества, но лишь матрицы семейств BLOSUM и VTML, а также их линей-
ные комбинации с матрицами семейства RHOD позволяют обнаруживать 
гомологию между микробными родопсинами и гелиородопсином.
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Микробные родопсины – это обширное 
надсемейство фотохимически активных бел-
ков прокариот и низших эукариот, распро-
страненных по всему земному шару. Со струк-
турной точки зрения они представляют собой 
трансмембранный пучок из 7 α-спиралей, об-
разующих карман для ретиналя, который ко-
валентно связывается с остатком лизина в VII 
спирали. Поглощение кванта света приводит к 
изомеризации ретиналя, что, в свою очередь, 
запускает свойственные каждому семейству 
родопсинов процессы. Что касается биологи-
ческой функции, то микробные родопсины 
являются либо приемниками энергии света, 
которые затем превращают ее в электрохими-
ческие потенциал клеточной мембраны (све-
тоуправляемые ионные насосы), либо датчи-
ками, которые используют информацию об 
окружении для регуляции клеточных процес-
сов [1]. Несмотря на длительную историю из-
учения и широчайшие исследования микроб-
ных родопсинов, они по-прежнему дают 
почву для новых открытий, ярчайшим приме-
ром которых стало недавнее открытие гелио-
родопсина [2]. Этот ретиналь-содержащий се-
миспиральный трансмембранный белок имеет 
чрезвычайно низкое сходство последователь-
ности с последовательностями других микроб-

ных родопсинов, а его принципиальной осо-
бенностью является инвертированная 
ориентация относительно мембраны: N-конец 
располагается внутри клетки, а C-конец – 
снаружи. В настоящий момент нет полного 
понимания филогенетических отношений 
между обширным семейством гелиородопсин-
подобных белков и ранее известными микроб-
ными родопсинами, но можно ожидать, что 
семиспиральные трансмембранные белки таят 
в себе еще немало удивительного.

Математически строгим и вычислительно 
эффективным методом нахождения оптималь-
ных глобального и локального выравниваний 
пары последовательностей является динамиче-
ское программирование [3, 4], причем резуль-
тат работы этого алгоритма критически зави-
сит от используемой оценочной функции, 
которая обычно состоит из матрицы замен 
аминокислот и штрафов за вставки. Несмотря 
на появление новых методов выравнивания 
[5], основанных на статистических подходах, 
динамическое программирование по-
прежнему широко используется, например, 
для моделирования по гомологии [6] или по-
строения множественных выравниваний таки-
ми программами, как CLUSTALW [7] и др. 
Выбор матрицы замен является наиболее важ-
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ным решением перед построением выравнива-
ния. Большинство таких матриц построены 
путем расчета сходства между аминокислота-
ми как частоты их встречаемости в соответ-
ствующих позициях различных последователь-
ностей. Если оказывается, что аминокислоты 
A и B часто встречаются в эквивалентных по-
зициях, то они обладают сходными свойства-
ми и могут быть заменены друг на друга в 
процессе эволюции белков. Различие между 
матрицами обуславливается, главным образом, 
тем, какая группа белковых последовательно-
стей использована для получения этих матриц 
и каким образом были определены эквива-
лентные позиции [8]. Так, широко используе-
мые матрицы замен BLOSUM [9] были полу-
чены путем оценки встречаемости 
аминокислотных замен в выравниваниях эво-
люционно родственных белков.

Практически все существующие матрицы 
замен являются матрицами общего назначе-
ния, поскольку были получены усреднением 
частот встречаемости в различных белковых 
семействах и отражают типичные черты всех 
белков. Матрицы такого рода востребованы 
для поиска схожих последовательностей в об-
ширных базах данных, где последовательность 
запроса сравнивается с миллионами разноо-
бразных последовательностей. Но часто при-
ходится выполнять глобальное выравнивание 
последовательностей из одного заранее из-
вестного семейства и в этом случае даже луч-
шие матрицы общего назначения могут ока-
заться не самыми подходящими, поскольку 
совершенно не учитывают особенностей кон-
кретного семейства [8].

В данной работе получено семейство ма-
триц замен RHOD, специфичных для микроб-
ных родопсинов, и проведено исследование их 
точности и селективности. Показано, что по-
лученные матрицы по качеству выравнивания 
последовательностей микробных родопсинов 
соответствуют широко используемым матри-
цам семейств BLOSUM [9] и VTML [10], 
лишь немного превосходя их. В то же время 
при выявлении сходства микробных родопси-
нов и гелиородопсина при поиске в базах дан-
ных SwissProt [11] и PDB [12] матрицы RHOD 
оказались недостаточно эффективными по 
сравнению с матрицами BLOSUM и VTML. 
Тем не менее, матрицы, полученные линей-
ной комбинацией матриц RHOD и VTML, 
продемонстрировали высокую эффективность 
в обоих тестах.

          Материалы и методы
Расчет матриц замен выполняли на основе 

множественного выравнивания последователь-
ностей ряда микробных родопсинов и их го-

мологов из баз данных SwissProt и TrEMBL 
[11] по стандартному алгоритму [9]. Поиск го-
мологов выполняли с помощью программы 
FASTA [14]. Для построения множественного 
выравнивания использовали веб-сервисы 
Clustal Omega [15] и Muscle [16]. Матрицы 
BLOSUM были взяты на ресурсе NCBI (ftp://
ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/matrices). Структурное 
выравнивание выполняли в программе 
Maestro (Schrödinger, LLC, США). Для расчета 
парных выравниваний c различными матрица-
ми замен использовали программу AlignMe 
[17].

        Результаты и обсуждение
Для построения аккуратного множествен-

ного выравнивания последовательностей раз-
личных семейств микробных родопсинов же-
лательно использовать большое число их 
гомологов, поскольку сходство между после-
довательностями весьма невелико. Так, на-
пример, при структурном выравнивании гало-
родопсина Halobacterium salinarium (pdb-код 
1e12) [18] и галородопсина из Natromonas 
pharaonis (pdb-код 3a7k) [19] идентичность со-
ставляет 54%, в то время как при его вырав-
нивании с сенсорным родопсином из 
Natromonas pharaonis (pdb-код 3qap) [20] иден-
тичность составляет 23%, а с натриевым све-
точувствительным насосом из Dokdonia eikasta 
(pdb-код 3x3b) [21] – всего 11%. Однако для 
структурного выравнивания в базе данных 
PDB доступны всего лишь около 20 уникаль-
ных структур микробных родопсинов, вклю-
чая четыре указанных. База данных белковых 
последовательностей SwissProt также содержит 
небольшое количество уникальных последова-
тельностей микробных родопсинов, поэтому 
основная часть последовательностей для по-
строения выравниваний была взята из базы 
данных TrEMBL. После исключения последо-
вательностей с идентичностью более 99% ито-
говый набор стал содержать 260 последова-
тельностей (235 из TrEMBL и 25 из SwissProt).

Множественное выравнивание последова-
тельностей выполняли с помощью ряда соот-
ветствующих программ, включая Clustal 
Omega [15] и Muscle [16], но на эффективно-
сти итоговых матриц замен это практически 
не отразилось, поэтому далее приведены лишь 
результаты, полученные на основе выравнива-
ний с помощью программы Clustal Omega. 
Попарная идентичность последовательностей 
составила от 11% до 98%, средняя идентич-
ность – 30±14%. Для расчета матриц замен 
была использована только часть выравнива-
ния, относящаяся к трасмембранному домену 
рассматриваемых белков (позиции с 130 по 
470). Большой (до 350 остатков) цитоплазма-
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тический домен ряда последовательностей 
(каналородопсины) не учитывался.

Альтернативный вариант множественного 
выравнивания последовательностей был полу-
чен после попарного структурного выравнива-
ния невырожденного набора из 22 структур 
микробных родопсинов, имеющихся в базе 
данных PDB, и их последующего объедине-
ния. Попарная идентичность последователь-
ностей составила от 11% до 64%, средняя 
идентичность – 25±11%. Однако полученная 
на основе такого выравнивания матрица за-
мен по своим свойствам оказалась близка к 
матрице RHOD0020 (см. ниже) и далее от-
дельно не обсуждается.

          Создание матриц замен
Создание семейства матриц замен RHOD, 

специфичных для семейства микробных ро-
допсинов, и расчет их относительной энтро-
пии были выполнены по стандартному алго-
ритму, использованному ранее при создании 
семейства матриц BLOSUM [9] (табл. 1). Ну-

мерация матриц этого семейства означает 
идентичность последовательностей в выравни-
вании, использованном для построения ма-
триц. Аналогичная нумерация используется и 
в семействе PFASUM [13], которое было по-
строено с использованием структурных вырав-
ниваний, представленных в базе данных 
PFAM [22]. По аналогии с этими семействами 
матриц, нумерация полученных нами матриц 

также опирается на идентичность последова-
тельностей и содержит два числа, первое из 
которых означает минимальную, а второе – 
максимальную идентичность последовательно-
стей в использованном выравнивании. Так, 
название RHOD0020 указывает на то, что при 
расчете этой матрицы было использовано вы-
равнивание последовательностей, идентич-
ность которых лежит в пределах от 0 до 20%. 
Напротив, числа в названиях матриц семей-
ства VTML обозначают степень эволюционно-
го расхождения последовательностей, исполь-
зованных для построения соответствующих 
матриц [10]. Свойства матриц указанных се-
мейств приведены в табл. 1 (данные по матри-
цам VTML взяты из файла upam.h пакета fasta 
[14]). Матрицы расположены по возрастанию 
относительной энтропии и средней идентич-
ности последовательностей. Интересно отме-
тить большую относительную энтропию ма-
триц семейства RHOD по сравнению с 
матрицами семейства VTML, построенными 
по выравниваниям сравнимой идентичности, 

однако выяснение причин этого требует глу-
бокого анализа аминокислотного состава со-
ответствующих последовательностей и выхо-
дит за пределы данной публикации. 

        Тестирование матриц замен
При расчете оценки конкретного парного 

выравнивания помимо матрицы замены важ-
ную роль играют штрафы за открытие вставки 
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Матрица Н I,% Матрица Н I,% Матрица Н Матрица Н

BLOSUM35 0,21 PFASUM31 0,23

RHOD0020 0,53 17 BLOSUM40 0,29 PFASUM43 0,34

RHOD0030 0,59 22 VTML200 0,41 23 PFASUM51 0,41

BLOSUM50 0,48 PFASUM60 0,49

RHOD0040 0,65 25 VTML160 0,56 25 PFASUM67 0,56

RHOD0050 0,68 26 BLOSUM62 0,70 PFASUM78 0,69

RHOD0100 0,79 30 BLOSUM70 0,84

RHOD20100 0,95 33 VTML120 0,94 37 BLOSUM80 0,99

RHOD30100 1,51 44 VTML80 1,39 50 BLOSUM100 1,45

RHOD40100 2,72 60

RHOD50100 3,18 65 VTML40 2,27 69

RHOD60100 3,99 74

RHOD70100 4,80 81 VTML20 2,92 83

RHOD80100 5,76 89 VTML10 3,46 91

RHOD90100 6,56 94

Таблица 1

Относительная энтропия (H) и средняя идентичность последовательностей в исходных выравнива-
ниях (I) ряда матриц замен
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и за ее удлинение. Подбор оптимальных зна-
чений штрафов является необходимым шагом 
для дальнейшего использования матрицы за-
мен. Для каждой матрицы поиск оптимальных 
значений штрафов выполняли в диапазоне от 
1 до 20 для штрафа за открытие вставки и от 1 
до 5 для штрафа за удлинение. Критерием оп-
тимальности параметров стало качество вы-
равнивания Q(i, j) [8] для последовательностей 
i и j:

где nI(i,j) – число одинаково выровненных 
пар остатков в референсном и тестовом вы-
равниваниях, LR(i,j) – длина референсного 
выравнивания, LT(i,j) – длина тестового вы-
равнивания.

Тестирование матриц замен выполняли на 
последовательностях микробных родопсинов, 
структура которых была определена экспери-
ментально, и соответствующие данные разме-
щены в базе данных PDB. В качестве рефе-
ренсных выступали выравнивания 
последовательностей, полученные на основе 
парных структурных выравниваний соответ-
ствующих родопсинов (231 выравнивание), а 
тестовые выравнивания были построены для 
этих же последовательностей, но с использо-
ванием тестируемых матриц замен и штрафов 
за вставки. Оптимальные значения штрафов и 
среднее значение качества выравниваний с 
использованием различных матриц приведены 
в табл. 2. Видно, что все исследуемые матри-
цы замен демонстрируют близкие средние 
значения качества выравнивания. Это не по-
зволяет рекомендовать какую-либо из них в 
качестве лучшей для выполнения выравнива-
ния последовательностей микробных родопси-
нов.

Еще одним применением парного сравне-
ния последовательностей и, соответственно, 
матриц замен является поиск схожих последо-
вательностей в базах данных. В этой связи 
особенный интерес представляет возможность 
нахождения таких последовательностей, кото-
рые не использовались в параметризации ма-
триц, но имеют определенное сходство с по-
следовательностями из обучающего набора. В 
нашем случае такой последовательностью ста-
ла последовательность недавно открытого ге-
лиородопсина [2], практически не имеющая 
идентичных остатков с остальными микроб-
ными родопсинами. С другой стороны, при 
наличии в базах данных последовательностей, 
гарантированно гомологичных последователь-
ности запроса, итоговый список схожих по-
следовательностей должен содержать все го-
мологичные последовательности и никаких 

других. Для проверки такой селективности 
матриц замен была использована последова-
тельность дельта-родопсина, структура кото-
рого известна (pdb-код 4fbz) [23]. Результаты 
проверок также приведены в табл. 2 и пред-
ставляют особенный интерес. При использо-
вании последовательности дельта-родопсина в 
качестве последовательности запроса в базах 
данных SwissProt и PDB все матрицы проде-
монстрировали практически одинаковую спо-
собность выявить все или почти все гомоло-
гичные последовательности в обоих ресурсах. 
Большее число последовательностей в базе 
данных PDB обусловлено тем, что некоторые 
белки имеют по несколько структур, разме-
щенных в ней. Отметим, что в случае дельта-
родопсина схожая результативность поиска 
наблюдалась в широком диапазоне штрафов. 
Напротив, результаты поиска гомологов гели-
ородопсина сильно зависели от использован-
ных штрафов и в целом совершенно иные: в 
то время как матрицы семейств BLOSUM, 
VTML и отчасти PFASUM оказались способ-
ны выявить сходство последовательностей ге-
лиородопсина и микробных родопсинов, ма-
трицы семейства RHOD оказались к нему 
нечувствительны.

Для создания матриц замен, имеющих как 
высокое качество выравнивания, так и доста-
точную селективность, были построены ма-
трицы Mix, являющиеся линейными комбина-
циями матриц RHOD0030 и VTML200:

где X и Y – весовые коэффициенты, при-

чем X + Y = 100%, а a и b – матричные
индексы.

Выбор матриц RHOD0030 и VTML200 об-
условлен низкой относительной энтропией 
обеих при общей схожестью их свойств (табл. 
1). Были рассмотрены следующие комбинации 
X и Y: 10% и 90%, 20% и 80%, 30% и 70%. 
Оказалось, что все три смешанные матрицы 
унаследовали лучшие черты исходных матриц, 
сочетая в себе способность давать высокое ка-
чество парных выравниваний и высокую се-
лективность при поиске в базах данных (табл. 
2).

Проведенное в данной работе исследова-
ние показывает, что матрицы аминокислот-
ных замен RHOD, построенные на основе 
множественного выравнивания последователь-
ностей микробных родопсинов, сравнимы по 
эффективности с матрицами замен общего на-
значения семейств BLOSUM, VTML и 
PFASUM при выравнивании последователь-
ностей микробных родопсинов, но недоста-
точно селективны для выявления сходства по-

Mix_X-Y[a, b] = X∙RHOD0030[a, b] + Y∙VTML200[a, b],
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Матрица
Парные 

выравнивания
Поиск гомологов 
дельтародопсина

Поиск гомологов
гелиородопсина

ОШ <Q> ОШ в SP ОШ в PDB ОШ в SP ОШ в PDB

BLOSUM35 16,2 0,70 1,2 44/45 6,1 317/323 20,1 3/13 2, 2 39/39

BLOSUM40 20,2 0,70 1,3 44/45 6,1 317/332 19,3 5/11 19, 1 6/7

BLOSUM80 20,5 0,69 1,3 44/46 4,2 317/323 13,1 9/28 2, 2 39/39
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RHOD0020 12,1 0,70 6,3 44/48 3,3 317/324 – 0 – 0
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Таблица 2

Оптимальные штрафы (ОШ), среднее качество <Q> парных выравниваний микробных родопсинов и 
результативность матриц в поиске дельта- и гелиородопсина в базах данных SwissProt и PDB. В дроб-

ной записи: слева – число истинных гомологов среди результатов поиска, справа – общее число резуль-
татов поиска
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ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ ДИАДЕНОЗИНТЕТРАФОСФАТ ПОДАВЛЯЕТ ЭКТОПИ-
ЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ В МИОКАРДИАЛЬНОЙ ТКАНИ ЛЕГОЧНЫХ ВЕН 

У ВЗРОСЛЫХ, НО НЕ У НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫС
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    Диаденозинтетрафосфат (ДАТФ) является эндогенным пуриновым 
соединением, которое в последнее время рассматривается как нейро-
трансмиттер и комедиатор в вегетативной нервной системе. Ранее 
было установлено, что ДАТФ оказывает влияние на биоэлектрическую 
активность различных отделов сердца, а также является модулятором 
адренергических воздействий в сердце млекопитающих. Однако физи-
ологическая роль ДАТФ в регуляции биоэлектрической активности 
миокарда легочных вен (ЛВ) не исследована. Миокардиальная ткань, 
присутствующая в стенке ЛВ млекопитающих, в большинстве случаев 
является источником эктопической активности, приводящей к возник-
новению предсердных аритмий. Цель настоящей работы заключалась в 
изучении влияния ДАТФ на биоэлектрическую, в том числе эктопиче-
скую проаритмическую, активность в миокарде ЛВ у взрослых крыс и 
у животных на ранних этапах постнатального развития. Для этого ре-
гистрировали потенциал покоя, а также электрически вызванные и 
спонтанные потенциалы действия с помощью стандартной микроэлек-
тродной техники в многоклеточных перфузируемых изолированных 
препаратах ЛВ, полученных из сердца крысы в конце первых суток 
постнатальной жизни, а также на 7-е, 14-е, 21-е и 60-е сут жизни. 
ДАТФ вызывал статистически значимое снижение длительности по-
тенциала действия в миокардиальной ткани ЛВ животных всех возрас-
тов, использованных в работе. Также ДАТФ приводил к гиперполяри-
зации потенциала покоя в миокарде ЛВ у животных на 14-е, 21-е и 
60-е сут постнатального онтогенеза. ДАТФ подавлял спонтанную ак-
тивность, вызванную норадреналином в ЛВ у крыс, начиная с третьей 
недели постнатальной жизни, однако пуриновое соединение было не 
способно влиять на автоматию ЛВ у неонатальных крыс. Возможно, 
что ДАТФ, высвобождаясь из нервных окончаний в качестве котранс-
миттера, ослабляет эктопическую аритмогенную активность, вызван-
ную симпатической стимуляцией в миокардиальных рукавах ЛВ.

Ключевые слова: диаденозинполифосфаты, диаденозинтетрафосфат, 
пурины, пуриновые рецепторы, сердце, легочные вены, эктопическая ак-
тивность, аритмия, постнатальное развитие

Диаденозинполифосфаты (ДАПФ) отно-
сятся к широкой группе пуриновых соедине-
ний, молекула которых включает два аденози-
на, соединенных цепью из 2–7 остатков 
фосфорной кислоты. ДАПФ в последнее деся-

тилетие рассматриваются как эндогенные сиг-
нальные соединения, которые присутствуют 
во множестве тканей и участвуют в регуляции 
множества физиологических функций [1]. По-
казано, что ДАПФ проявляют свойства нейро-
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медиаторов и комедиаторов в вегетативной 
нервной системе.

Показано, что внеклеточные ДАПФ ока-
зывают влияние на работу сердца взрослых 
животных: подавляют его сократительную ак-
тивность, вызывают изменение потенциалов 
действия (ПД) и ионных токов [2–5]. По-
скольку ДАПФ являются пуриновыми соеди-
нениями, то их регуляторные эффекты в мио-
карде связывают с действием на мембранные 
рецепторы пуриновых нуклеотидов [6–10]. 
Известно, что регуляторное действие пуринов 
в значительной степени заключается в моду-
ляции симпатических и парасимпатических 
влияний в сердце [11]. Основная роль ДАПФ 
в сердце может сводиться к ограничению 
адренергических воздействий на пре- или 
постсинаптическом уровне [3, 12].

К настоящему времени показано, что у 
большинства млекопитающих и у человека 
участки стенок легочных вен (ЛВ), прилегаю-
щие к левому предсердию, содержат кардио-
миоциты, которые формируют миокардиаль-
ную ткань или так называемые 
«миокардиальные обкладки» ЛВ [13]. Миокар-
диальная обкладка ЛВ служит источником 
«эктопической» активности, приводящей к 
возникновению суправентрикулярных арит-
мий, в том числе фибрилляции предсердий 
[14]. Хорошо известно, что симпатические 
или адренергические воздействия играют зна-
чительную роль в инициации предсердных 
аритмий. Симпатическая или адренергическая 
стимуляция существенно усиливает аритмо-
генные свойства миокардиальной обкладки 
ЛВ за счет влияния на их биоэлектрическую 
активность [15, 16]. Пуриновые комедиаторы 
или нейромедиаторы могут существенно вли-
ять на эффекты симпатического нейромедиа-
тора норадреналина (НА) в миокардиальной 
ткани ЛВ, изменяя способность этой ткани 
служить источником аритмий [17]. Тем не ме-
нее роль целого ряда пуриновых регуляторных 
соединений, в том числе ДАПФ, как факто-
ров, способных влиять на эктопическую арит-
могенную активность миокарда ЛВ, исследо-
вана недостаточно. Цель настоящей работы 
заключалась в изучении влияния одного из 
ДАПФ, а именно диаденозинтетрафосфата 
(ДАТФ) на биоэлектрическую активность ми-
окардиальной ткани ЛВ, а также на аритмо-
генную активность, вызванную симпатиче-
ским нейромедиатором НА в этой ткани. 

В работе также рассматриваются онтогене-
тические аспекты действия ДАТФ, так как 
эффекты пуриновых соединений в ЛВ могут 
существенно различаться на разных этапах 
развития. Предполагаемые различия могут 
быть связаны с тем, что формирование симпа-

тического контроля работы сердца происходит 
в постнатальном онтогенезе, а именно на 
2–3-й нед. развития [18], а также изменением 
количества рецепторов пуриновых нуклеоти-
дов [19]. Кроме того, усиление «аритмогенно-
сти» ЛВ связывают с восстановлением неона-
тального электрофизиологического фенотипа 
в данной структуре.

В настоящее время показано, что ДАПФ, 
цепь остатков фосфорной кислоты которых 
варьирует от двух до шести, поступают во вне-
клеточную среду и являются физиологически 
активными [4]. Среди всех ДАПФ ДАТФ яв-
ляется основным ДАПФ, синтезируемым 
клеткой. Впервые физиологическая актив-
ность была выявлена именно у ДАТФ. Влия-
ние ДАТФ на биоэлектрическую активность 
сходно в рабочем миокарде нескольких видов 
лабораторных животных [9, 20]. Вследствие 
этого именно ДАТФ был выбран в данной ра-
боте в качестве тестового соединения.

           Материалы и методы
Работа выполнена с использованием изо-

лированных многоклеточных препаратов серд-
ца крысы. Всего было получено по одному 
препарату от 69 животных. В ходе экспери-
ментов были соблюдены все актуальные тре-
бования этических норм работы с лаборатор-
ными животными, установленные Комиссией 
по биоэтике МГУ. Половозрелые самцы и 
самки крыс (Wistar, 250–300 г, возраст 9 нед.) 
были получены из питомника «Научный 
центр биомедицинских технологий» (Россия, 
Москва) и использованы для получения по-
томства. Животных содержали в виварии в 
стандартных условиях при световом режиме 
12:12 с доступом к воде и пище ad libitum.

В экспериментах использовали препараты 
сердца, полученные от крыс в конце первых 
суток постнатального развития (Д1), а также 
на 7-е, 14-е, 21-е и 60-е сут (Д7, Д14, Д21, 
Д60) постнатальной жизни. До 21-х сут жизни 
потомство содержалось с самками в индиви-
дуальных клетках. Крыс в возрасте 60 сут счи-
тали взрослыми.

Для выявления действия ДАТФ на биоэ-
лектрическую активность сердца регистриро-
вали потенциал покоя (ПП) и ПД в многокле-
точных перфузируемых препаратах ЛВ крысы 
с помощью стандартной микроэлектродной 
техники согласно процедуре, подробно опи-
санной ранее [9]. Регистрировали либо элек-
трически вызванные, либо спонтанные ПД.

Перед экспериментом крыс декапитирова-
ли, вскрывали грудную клетку, извлекали 
сердце, выделяли многоклеточные препараты 
ЛВ. Препараты помещали в эксперименталь-
ную камеру, разрезали таким образом, чтобы 
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регистрация ПП и ПД была возможна с эндо-
кардиальной стороны, перфузировали при 
37ºС оксигенированным (O2 – 95%, CO2 – 
5%) раствором Тироде с pH 7,2–7,4 (состав, 
мМ: NaCl – 129; KCl – 4; NaH2PO4 – 20,9; 
MgSO4 – 0,5; NaHCO3 – 20; CaCl2 – 1,2; глю-
коза – 5) со скоростью протока 10 мл/мин. В 
части экспериментов ПД вызывали нанесени-
ем электрических стимулов при помощи сере-
бряных электродов, соединенных со стимуля-
тором ЭЛС-2 (Россия, частота 
стимуляции – 3,3 Гц, длительность прямоу-
гольных импульсов – 2 мс, амплитуда им-
пульсов – 3–10 В).

Для отведения ПД использовали стеклян-
ные микроэлектроды (сопротивление – 10–30 
МОм), подключенные к усилителю 
(Neuroprobe Amplifier Model 1600; A-M 
Systems, США). Усиленный сигнал поступал 
на АЦП (E-154; L-Card, Россия) и далее обра-
батывался на компьютере с помощью про-
граммы «Power Graph 3.3» (Ди-софт, Россия). 
Во всех экспериментах с помощью программы 
MiniAnalysis 6.0.7. (Synaptosoft, США) оцени-
вали длительность ПД на уровне 90% реполя-
ризации (ДПД90%).

После получасовой адаптации многокле-
точных препаратов в перфузионной камере 
осуществляли запись, которая состояла из 
двух блоков: запись ПД в контрольных усло-
виях в течение 1 мин; запись ПД при дей-
ствии ДАТФ в концентрации 10 мкМ (Sigma-
Aldrich, США) либо при одновременном 
действии ДАТФ в той же концентрации и НА 
в концентрации 10 мкМ в течение 10 мин.

Следует отметить, что длительность ПД в 
контрольных условиях существенно различа-
ется в препаратах, полученных от крыс разно-
го возраста (рис. 1А). Наибольшая длитель-
ность ПД в наших экспериментах 
наблюдалась в миокарде ЛВ у взрослых жи-
вотных. Длительность ПД, наблюдаемую при 
действии ДАТФ, представляли в % от кон-
трольного значения, полученного для живот-
ного конкретного возраста.

Для статистической обработки результатов 
использовали программу Statistica 6.0 (StatSoft 
Inc., США). Статистически значимые разли-
чия между группами выявляли с помощью 
двухфакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA) с последующим применением те-
стов для множественных сравнений в группах 
с повторными или независимыми измерения-
ми post-hoc, а также последующим внесением 
поправки Даннета после предварительной 
проверки нормальности распределения в 
группах с помощью теста Шапиро-Вилка. 
Тест Фишера использовали для оценки значи-
мости влияния ДАТФ на спонтанную актив-

ность, вызванную НА. Различия считались 
значимыми при p<0,05. Данные представлены 
как среднее ± стандартная ошибка среднего 
за исключением репрезентативных записей.

        Результаты и обсуждение
В наших экспериментах ПД предсердного 

типа в многоклеточных препаратах ЛВ наблю-
дали на всех протестированных этапах пост-
натального развития. Уже начиная с первых 
суток постнатального развития, миокардиаль-
ная ткань ЛВ способна отвечать на электриче-
скую стимуляцию ПД, конфигурация которых 
сходна с таковой в рабочем миокарде пред-
сердий. ДАТФ оказывал существенное влия-
ние на ПД в миокарде ЛВ, что показано впер-
вые. Репрезентативные примеры ПД в 
контрольных условиях, а также при действии 
ДАТФ в разных возрастных группах представ-
лены на рис. 1А. В контроле ДПД90% в пре-
паратах ЛВ, полученных от крыс в возрасте 
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Рис. 1. Влияние диаденозинтетрафосфата (ДАТФ) на 
электрически вызванные потенциалы действия в много-
клеточных препаратах легочных вен, полученных от 
крыс на разных этапах постнатальной жизни. А. Репре-
зентативные примеры потенциалов действия в контроль-
ных условиях (сплошная линия) и при действии ДАТФ 
(пунктирная линия) в концентрации 10 мкМ. Д1 – пре-
параты легочных вен, полученные от животных в конце 
первых суток постнатального развития; Д7, Д14, Д21 и 
Д60 – препараты, полученные на 7-е, 14-е, 21-е и 60-е 
сут постнатального развития. Б. Изменение длительно-
сти потенциала действия (ΔДПД90) на уровне 90% репо-
ляризации при действии ДАТФ в концентрации 10 мкМ 
в препаратах легочных вен крысы на разных этапах 
постнатального онтогенеза. * – достоверное отличие 
длительности потенциала действия на уровне 90% репо-
ляризации при действии ДАТФ от контрольных значе-
ний длительности потенциала действия, р<0,05; NS – 
незначимо (non-significant; различия в проявлении 
эффекта ДАТФ между разными возрастными группами)
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Д1, Д7, Д14, Д21, Д60, составила 37±11 (n=9), 
20±5 (n=6), 22±4 (n=6), 27±3 (n=5) и 55±6 мс 
(n=5) соответственно (рис. 2А). При действии 
ДАТФ в концентрации 10 мкМ ДПД90% в ЛВ 
снизилась на 32±12% (n=4), 31±4% (n=5), 
31±2% (n=5), 28±4% (n=4) от контрольных 
значений в препаратах, полученных от живот-
ных в возрасте Д1, Д7, Д14, Д21, соответ-
ственно. В препаратах ЛВ, полученных от жи-
вотных в возрасте Д60, ДПД90% при действии 
ДАТФ снизилась на 29±3% (n=6) от кон-
трольного показателя. Таким образом, пря-
мым (т.е. постсинаптическим) эффектом 
ДАТФ в миокарде ЛВ крыс разных возрастов 
является уменьшение длительности электри-
чески вызванных ПД.

Следует отметить, что, несмотря на разни-
цу в абсолютной величине длительностей ПД, 
характерных для разных периодов постнаталь-
ного развития, величина эффекта ДАТФ, вы-
ражаемая в процентах, была близка в препара-
тах, полученных от крыс с первых по 60-е сут 

жизни (рис. 1Б). Ранее было показано, что ве-
личина эффекта ДАТФ (укорочение ПД) в ра-
бочем миокарде предсердий сходна у крыс в 
период с 7-х по 60-е сут жизни [21] и лежит в 

диапазоне 25–30%. Наши результаты указыва-
ют на то, что характер и величина эффекта 
ДАТФ в миокарде ЛВ и предсердий оказыва-
ются сходными.

Известно, что для рабочего миокарда крыс 
характерно изменение длительности ПД в 
ходе раннего постнатального онтогенеза, ко-
торое связывают с изменением плотности 
трансмембранных ионных токов, например, 
калиевого тока задержанного выпрямления 
IKr [22]. Пропорциональное снижение дли-
тельности ПД на разных этапах развития в ЛВ 
под действием ДАТФ можно связать с тем, 
что основной конечной мишенью активируе-
мых им сигнальных каскадов является один 
или несколько определенных трансмембран-
ных ионных токов.

В наших экспериментах ДАТФ оказывал 
значимое влияние на ПП в части возрастных 
групп при отсутствии электрической стимуля-
ции. В контрольных условиях ПП в препара-
тах ЛВ, полученных от крыс в возрасте Д1, 

Д7, Д14, Д21, Д60 составил 
-87±4 мВ (n=5), -83±6 мВ (n=6) 
-81±6 мВ (n=6), -68±7 мВ 
(n=7), -62±5 мВ (n=5) соответ-
ственно (рис. 2А). При дей-
ствии ДАТФ в концентрации 10 
мкМ в препаратах ЛВ от живот-
ных в возрасте Д14, Д21, Д60 
наблюдали статистически зна-
чимую гиперполяризацию ПП 
(рис. 2А,Б), которая составила 
6±2, 9±1, 9±1,5 мВ соответ-
ственно. В препаратах, получен-
ных от животных в возрасте Д1 
и Д7, ДАТФ статистически зна-
чимого изменения ПП не вызы-
вал. Таким образом, ДАТФ при-
обретает способность вызывать 
гиперполяризацию ПП в ЛВ 
крысы только начиная с 14-х 
сут постнатальной жизни. 

Следует указать, что во всех 
препаратах ЛВ, полученных от 
крыс в конце первых сут после 
рождения, наблюдали спонтан-
ные (или иначе, автоматиче-
ские) ПД, которые следовали с 
регулярной периодичностью; 
спонтанные ПД наблюдали не-
прерывно в течение всей запи-
си. В таких препаратах ДАТФ 
не снижал частоту следования 
спонтанных ПД, и не подавлял 

их: в миокардиальной ткани ЛВ от новорож-
денных животных спонтанные ПД наблюдали 
в 100% случаев при действии ДАТФ (рис. 
2А,В).

Рис. 2. Влияние диаденозинтетрафосфата (ДАТФ) на потенциал покоя 
(ПП) в многоклеточных препаратах легочных вен, полученных от крыс на 
разных этапах постнатальной жизни. А. Оригинальные записи ПП при дей-
ствии ДАТФ в концентрации 10 мкМ в препаратах легочных вен крыс, по-
лученные от животных в конце первых суток постнатального развития (Д1), 
а также на 7-е, 14-е, 21-е и 60-е сут (Д7, Д14, Д21 и Д60) постнатального 
развития. Во всех экспериментах в препаратах из группы Д1 в контрольных 
условиях наблюдали спонтанные потенциалы действия, в то время как в 
других возрастных группах спонтанные потенциалы действия в контроль-
ных условиях отсутствовали. Б. Изменение ПП в препаратах легочных вен 
крыс под действием ДАТФ на разных этапах постнатального онтогенеза. # 
– достоверное отличие ПП под действием ДАТФ от ПП, наблюдаемого в 
конце первых суток развития, р<0,05; ## – то же самое, р<0,005; * – до-
стоверное отличие ПП при действии ДАТФ от контрольных значений ПП, 
р<0,05. В. Спонтанная активность в препаратах легочных вен, полученных 
от крысят в конце первых суток постнатального развития при действии 10 
мкМ ДАТФ (NS – незначимо; non-significant)
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На следующем этапе работы нами было 
исследовано влияние ДАТФ на эффекты НА в 
миокарде ЛВ. Во всех экспериментах в препа-
ратах ЛВ, полученных от животных в возрасте 
Д21 и Д60, НА в концентрации 10 мкМ вы-
звал спонтанную активность. Спонтанные ПД 
развивались через 5–7 мин после начала дей-
ствия НА. В данных экспериментах спонтан-
ная активность имела преимущественно па-
чечный характер: залпы ПД сходной длины 
чередовались с периодами покоя (рис. 3А).
Предполагается, что особенностью миокарди-
альной ткани ЛВ in vivo у млекопитающих, 
включая человека, является способность гене-
рировать спонтанные ПД под действием НА, 
высвобождаемого из симпатических нервов. 
Поскольку такие спонтанные ПД возникают 
вне участков миокарда, являющихся есте-
ственными источниками автоматии и ритмо-

водителями сердца в нормальных условиях, то 
их рассматривают как эктопические. Как ука-

зано выше, эктопическая активность в ЛВ 
служит источником предсердных аритмий. 
Несомненно, что спонтанная активность, вы-
званная действием НА в экспериментальных 
условиях в изолированных участках ЛВ крыс, 
существенно отличается от эктопической ак-
тивности в патологически измененной мио-
кардиальной ткани ЛВ человека, страдающего 
фибрилляцией предсердий. Тем не менее экс-
периментальные исследования с использова-
нием препаратов крыс позволяют получить 
представление о влиянии тех или иных физи-
ологически активных соединений на эктопию 
ЛВ и их роли в «аритмогенезе».

Значение ПП, при котором возникают 
первые спонтанные ПД в пачке, лежало в ди-
апазоне от -70 до -55 мВ в препаратах крыс в 
возрасте как Д7, так и Д60. В препаратах, по-
лученных от животных в возрасте Д7 и Д14 
НА вызывал спонтанные ПД только в 22% (2 
из 9) и 33% случаев (2 из 6); ПД в этих случа-
ях возникали нерегулярно и частота их следо-
вания была низкой (0,5±0,2 Гц). Поэтому эти 
возрастные группы исключили из дальнейше-
го рассмотрения. 

Как указано выше, в препаратах ЛВ, полу-
ченных от крыс в возрасте Д1, всегда наблю-
дали спонтанные ПД. НА не вызвал значимо-
го изменения характера этой активности. 
Например, частота следования спонтанных 
ПД составляла 2,8±1 Гц (n=7) в контрольных 
условиях и 3,2±1 Гц (n=7) при действии НА. 
Как и НА, ДАТФ был неспособен вызвать 
сколь-либо заметное изменение автоматиче-
ской активности в препаратах ЛВ, полученных 
от крыс в возрасте Д1. 

Однако, в отличие от животных в возрасте 
Д1, в ЛВ, полученных от крыс в возрасте Д21 
и Д60, ДАТФ в концентрации 10 мкМ отчет-
ливо вызывал подавление спонтанной пачеч-
ной активности, индуцированной НА. Этот 
эффект был статистически значимым: прекра-
щение спонтанной активности происходило в 
100% препаратов, полученных от крыс обоих 
возрастов (рис. 3А,Б). Во всех случаях спустя 
0,5–1 мин после начала действия ДАТФ про-
исходила гиперполяризация ПП на 7–8,5 мВ, 
в то время как очередного залпа спонтанных 
ПД не возникало. Следует указать, что в ходе 
последнего залпа не наблюдали заметного 
снижения частоты следования спонтанных ПД 
или иных изменений. 

В предыдущей работе [17] нами было ис-
следовано влияние двух других пуриновых со-
единений – никотинамидадениндинуклеотида 
(НАД+) и АТФ, рассматриваемых в настоящее 
время как нейротрансмиттеры, а также как 
комедиаторы в вегетативной нервной системе 
– на биоэлектрическую активность миокарда 
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Рис. 3. Влияние диаденозинтетрафосфата (ДАТФ) на 
спонтанную активность, вызванную норадреналином 
(НА) в многоклеточных препаратах легочных вен, полу-
ченных от крыс на разных этапах постнатальной жизни. 
А. Репрезентативная запись спонтанной активности (пе-
риодические спонтанные залпы потенциалов действия – 
ПД), возникающей при действии 10 мкм НА в миокар-
диальной ткани легочных вен крысы в возрасте 21 сут, а 
также ее подавление ДАТФ (1 – мкМ). Б. Подавление 
ДАТФ спонтанной активности, вызванной НА, в препа-
ратах легочных вен крыс в возрасте Д1, Д21 и Д60. Чер-
ным цветом отмечены препараты, полученные в конце 
первых сут развития, где спонтанная активность наблю-
далась в базальных условиях, т.е. независимо от действия 
НА. В таких препаратах ни НА, ни ДАТФ не вызывали 
каких-либо изменений спонтанной активности. * – до-
стоверное отличие числа препаратов препаратов, в кото-
рых выражено влияние ДАТФ на фоне аппликации НА, 
от числа препаратов, в которых влияния нет,  р<0,05, NS 
– незначимо (non-significant)
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ЛВ. Было установлено, что внеклеточные 
НАД+ и АТФ вызывают снижение частоты 
следования спонтанных ПД, увеличение ин-
тервалов времени между залпами ПД, а также 
снижение длительности залпов спонтанных 
ПД, индуцированных НА в ЛВ. Однако оба 
соединения не приводили к полному подавле-
нию автоматии в ЛВ. Результаты наших ис-
следований позволяют предположить, что 
ДАТФ, возможно, будучи симпатическим ко-
медиатором, ослабляет аритмогенную актив-
ность в миокарде ЛВ и делает это более выра-
женно, чем НАД+ и АТФ. Способность ДАТФ 
подавлять спонтанную активность в ЛВ, воз-
можно, связана с его гиперполяризующим 
действием на ПП. 

В заключение следует отметить, что ДАТФ 
вызывает снижение длительности вызванных 
ПД в миокардиальной ткани крыс как на ран-
них этапах постнатального онтогенеза, так и у 
взрослых животных. Эффект ДАТФ сходен по 

величине с таковым, наблюдаемым в рабочем 
миокарде предсердий крыс в возрасте от Д7 
до Д60. ДАТФ оказывает влияние на электро-
физиологию ЛВ в тот период, когда симпати-
ческий нервный контроль еще отсутствует. 
ДАТФ подавляет спонтанную активность, вы-
званную НА в миокардиальной ткани ЛВ у 
крыс, начиная с третьей недели постнаталь-
ной жизни, однако пуриновое соединение не-
способно влиять на автоматию миокардиаль-
ной ткани ЛВ у неонатальных животных.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (про-
ект № 14-15-00268).
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EXTRACELLULAR DIADENOSINE TETRAPHOSPHATE SUPPRESSES 
ECTOPIC PROARRHYTHMICITY IN THE MYOCARDIAL TISSUE OF THE 

PULMONARY VEINS IN ADULT BUT NOT IN NEONATAL RATS
 

V.M. Potekhina1, V.S. Kuzmin1,2,*, D.V. Abramochkin1,2
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Diadenosine tetraphosphate (Ap4A) belongs to a group of endogenous purine 
compounds that have been recently considered as new neurotransmitters or 
cotransmitters in autonomic nervous system. It has been shown that Ap4A affects 
electrophysiology of a pacemaker and working myocardium; modulates adrenergic 
control of the heart in adult mammals. Nevertheless, the physiological role of 
Ap4A in regulation of bioelectric properties in pulmonary veins (PV) myocardium 
has not still been investigated. It is well known that myocardial tissue in the wall 
of the PV acts as source of the ectopic proarrhythmic activity that underlies 
supraventricular arrhythmias like atrial fibrillation. The aim of the present study 
was to elucidate the effects Ap4A on bioelectrical properties and proarrhythmic 
ectopy in PV in adults and at early postnatal ontogenesis. Thus, the action 
potentials were recorded with use of standard microelectrode technique in 
multicellular isolated PV preparations from male Wistar rats at postnatal day 1-, 
7-, 14-, 21- and, also, from 60-day-old animals, which were considered as 
mature. The application of Ap4A caused significant reduction of action potential 
duration in PV preparations from rats of all ages. Also, Ap4A caused significant 
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resting membrane potential hyperpolarization in quiescent PV preparations from 
14-, 21- and 60-day-old rats.  In addition, Ap4A caused complete and significant 
suppression of ectopic automaticity caused by preliminary noradrenaline 
administration in PV from 21- and 60-day-old rats, but Ap4A was unable to alter 
spontaneous intrinsic activity in PV from neonate (1-day-old) rats. The Ap4A-
caused attenuation of noradrenaline-induced ectopy in PV was accompanied by 
substantial resting membrane potential hyperpolarization in all cases. Our results 
allow suggesting that the release of Ap4A as cotransmitter from autonomic nerves 
endings can reduce proarrhythmic ectopy caused by sympathetic stimulation of 
the PV myocardium in vivo. 

Keywords: diadenosine polyphosphates, diadenosine tetraphosphate, purines, 
purine receptors, heart, pulmonary veins, ectopic activity, arrhythmia, postnatal 
development
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Антропогенное засоление внутренних вод и его влияние на пре-
сноводную биоту являются актуальными экологическими проблемами. 
Такое засоление приводит к изменениям в природной среде, нежела-
тельным с точки зрения охраны окружающей среды и небезразличным 
для человека. Одним из трех наиболее важных факторов антропоген-
ного засоления пресной воды в странах с умеренным и холодным кли-
матом, наряду с сельскохозяйственной деятельностью и горным делом, 
стало широкое использование химических реагентов в борьбе с обледе-
нением дорог. Сегодня основными компонентами этих реагентов явля-
ются хлориды Na и Ca – дешевые и легко доступные природные мате-
риалы. Их смесь с песком, используемая в практике 
противообледенительной обработки, обычно хранится навалом на спе-
циальных площадках под открытым небом круглый год. Воздействие 
атмосферных осадков делает ее источником засоления окружающих 
почв и вод. В 2015, 2016 и 2018 гг. регистрировали засоленность вну-
тренних водоемов вблизи многолетнего открытого хранилища  проти-
вогололедных реагентов в Калужской области. Установлен антропоген-
ный характер засоления обследованных водоемов. Основные 
составляющие засоления водоемов в районе исследования – хлориды 
Na и Ca. Максимальный уровень засоления в изученных условиях – 
4‰, степень засоления зависит от удаленности водоема от хранилища 
дорожной соли. Рассмотрено влияние антропогенной засоленности на 
стрекоз, главным образом, вида Coenagrion puella L. Обнаружено, что 
влияние повышенной засоленности воды проявляется лишь в замедле-
нии развития особей с высоким уровнем флуктуирующей асимметрии, 
оно не оказывает воздействия на их число в популяции. Высокая соле-
ность воды приводит только к изменению сроков лёта особей с высо-
кой ФА. Предполагается, что стрекозы, как один из массовых объектов 
пресноводной биоты, очевидно, не подвержены значительному влия-
нию антропогенного засоления. 

Ключевые слова: дорожная соль, открытое хранилище, окружающие 
водоемы, стрекозы, флуктуирующая асимметрия, влияние засоления

Настоящая работа выполнена в рамках 
проблемы антропогенного влияния на живую 
природу. Континентальные водоемы Земли в 
основном пресноводные. Однако существует 
природное засоление водоемов и водотоков за 
счет геохимических и климатических процес-
сов, преимущественно хлоридами и сульфата-
ми щелочных и щелочноземельных металлов. 
Показано, что отношение разных групп пре-
сноводных обитателей и к величине природ-
ного засоления, и к его химизму сильно раз-

личается [1, 2]. Соответствующие вариации 
экосистем минерализованных вод исследова-
ны недостаточно.

Проблема изучения биоты минерализо-
ванных водоемов осложняется тем, что к при-
родному засолению присоединяется изменчи-
вое антропогенное, характеризуемое как 
глобальная и растущая угроза, которая может 
быть усилена изменением климата [1]. В каче-
стве основного источника антропогенного за-
соления внутренних вод, наряду с сельскохо-
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зяйственным производством и горным делом, 
рассматривают в настоящее время широкое 
использование химических реагентов для 
борьбы с обледенением автодорог [1–4]. Во 
всем мире до настоящего времени основной 
составляющей противогололедных реагентов 
(ПГР) остается NaCl [5]. Показано, что боль-
шая часть антигололедных солей поступает в 
соседние водоемы и водотоки с осадками и 
при таянии снега [6]. В сельской местности 
более серьезным источником загрязнения сре-
ды, чем зимняя обработка дорог (непостоян-
ная и дозированная), может являться предус-
мотренное соответствующими инструкциями 
постоянное хранение запасов твердых ПГР от-
крытым способом – насыпью на подготовлен-
ных площадках.

Стрекозы – одни из древнейших насеко-
мых, пережившие многие природные ката-
строфы и процветающие сегодня. Как эта мо-
дель выживания чувствует себя при 
современном антропогенном изменении своей 
среды обитания? Эти насекомые известны то-
лерантностью к природному засолению вну-
тренних вод. В обзоре Корбета [7] названы 24 
вида стрекоз, обитающие в естественно соло-
новатых и соленых водах. Показано, что стре-
козы семейств Coenagrionidae, Aeshnidae, 
Gomphidae, Libellulidae, Hemicorduliidae и 
Lestidaе обитают в воде с природной солено-
стью 5,9–40‰ (промилле), Calopterygidae – с 
соленостью 0,21–2,60‰ [8–10]. Отметим, что 
соленость мирового океана около 35‰ (из 
них 19‰ приходится на хлориды), пресных 
вод – менее 0,5‰. О сравнительной толе-
рантности к соли разных стрекоз известно не-
много и данные противоречивы [7, 11]. Так, 
стрекозы рода Aeshna зарегистрированы как 
обитатели воды с соленостью 21,1‰ [10] или 
8,1–11,0‰ [11]. Так же разноречивы литера-
турные данные по стрекозам родов Lestes, 
Enallagma, Sympetrum. При этом авторы выска-
зывают предположение, что не сама соленость 
является определяющим экологическим фак-
тором для стрекоз. Например, показано, что 
Zygoptera преимущественно водятся в водое-
мах среднесоленых (5–18‰), а не в малосоле-
ных (0,5–5‰), так как именно там преобла-
дает их корм – хирономиды [12]. Показано, 
что личинки стрекоз Ischnura heterosticta лучше 
растут в соленой воде, чем в пресной [13]. Для 
вида Enallagma clausum в озере с соленостью 
воды 15,6–16,4‰ показано, что не соленость, 
а глубина и характер грунта – ведущие факто-
ры в распределении личинок [14].

Не решен вопрос о механизме толерант-
ности стрекоз к соли в естественно минерали-
зованных водоемах. Имеем ли мы дело с ло-
кальными генетическими адаптациями 

изолированных популяций или с физиолого-
морфологическими преадаптациями стрекоз в 
целом? Возможно, способность развиваться в 
солоноватой воде – адаптация лишь отдель-
ных популяций к природным условиям, в ко-
торых они существуют многие годы. Отсюда 
противоречивые данные о толерантности к 
соли стрекоз одного рода. Надо отметить, что 
исследователи нередко выбирают стрекоз мо-
делями для изучения эволюционных процес-
сов именно из-за их сравнительной оседлости 
и изолированности популяций, что позволяет 
предполагать значимую популяционно-генети-
ческую дифференциацию типичной характе-
ристикой этого таксона [15–18].

Однако в ряде исследований как общая 
характеристика отряда показана способность 
стрекоз к регулированию осмотического дав-
ления гемолимфы, позволяющая им осваивать 
умеренно соленые воды [7]. Механизм этой 
регуляции обеспечен специфическим строени-
ем эпителия прямой кишки и особенностью 
дыхания личинок стрекоз с использованием 
этого органа. Широта распространения и ви-
доспецифичность этой морфо-физиологиче-
ской особенности в отряде не описана, что не 
дает возможности априори оценивать способ-
ность вида осваивать солоноватую воду.

В представленной работе освещены две 
стороны проблемы. С одной стороны – мас-
штабы и динамика антропогенного засоления 
водоемов за счет открытого хранения ПГР. 
Литературные данные такого рода нам не из-
вестны. С другой стороны, рассмотрено отно-
шение стрекоз местных популяционных груп-
пировок, прежде с соленостью воды не 
сталкивавшихся, к антропогенному засоления 
среды. Важно также было выяснить, является 
ли этот фактор стрессовым для стрекоз и как 
в связи с этим изменяется один из показате-
лей стресса у животных – флуктуирующая 
асимметрия (ФА) [19].

           Материал и методы
Настоящее исследование проведено в 

2015, 2016 и 2018 гг. около г. Балабаново Ка-
лужской области. Выбранный участок позво-
ляет оценить максимальное возможное антро-
погенное засоление в наших условиях. Здесь 
на площадке возле федеральной трассы А-108 
«Большое московское кольцо» более 10 лет 
открыто навалом хранились возобновляемые 
запасы песчано-соляной смеси, предназначен-
ной для зимней обработки автодорог. Это хра-
нилище было уничтожено в начале 2017 г. В 
нашей стране используют песчано-соляную 
смесь с содержанием технической поваренной 
соли 30–40%. Площадка расположена на вер-
шине водораздела. На спуске от нее в долину 
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реки Истья мы обследовали шесть водоемов, 
разно-удаленных от хранилища соли. Разли-
чаются они глубиной и величиной открытых 
водных пространств. Водоемы в обычное вре-
мя не связаны наземными протоками, но вто-
рой-третий и четвертый могут сообщаться в 
период половодья по трубе или ровику. За 
время наблюдения такой ситуации не возни-
кало, что позволяет считать подземные воды 
главным путем распространения соли.

Поскольку водоемы невелики и не имеют 
качественно выделяющихся участков, пробы 
брали в одном месте водоема. Каждое приве-
денное значение – среднее по трем пробам. 
Определяли соленость воды методом выпари-
вания и взвешивания сухого остатка на элек-
тронных весах. Данные определения количе-
ства солей в воде рассматриваемых водоемов, 
а также размеры и положение водоемов пред-
ставлены в табл. 1.

Проведен ионный анализ воды из водоема 
с наиболее высокой засоленностью (№ 1). 
Анализ выполнен в Испытательном центре 
Московского государственного университета 
имени М.В.Ломоносова 17.06.2016 на пробе от 
30.05.2016 (см. табл. 2).

Стрекозы Coenagrion puella L. избраны для 
рассмотрения особенностей ФА как наиболее 
многочисленный вид. Взяты выборки еще 
двух видов стрекоз, менее многочисленных в 
исследуемых водоемах, вида Coenagrion 

hastulatum (Charp.) 28.05.16 – водоемы 2, 5, 6 
и Enallagma cyathigerum (Charp.) 07.07.15 – во-
доемы 3, 6.

Всего рассмотрена ФА крыльев 295 особей 
C. puella. Вылет имаго этих стрекоз наблюдали 
во всех шести водоемах на всем протяжении 
лётного сезона – с конца мая до конца июля, 
так что речи о драматически летальном влия-
нии на них засоления думать не приходится. 

Толерантность вида к соли в литературе не 
отмечена. О развитии описываемой особи в 

данном водоеме говорили ее мягкие еще по-
кровы и неполная окраска, характерные для 
нелетающих полноценно молодых, только что 
вышедших из воды имаго стрекоз. Число яче-
ек подсчитывали в крыльях самцов, отловлен-

ных в начале и в конце сезона 
лёта вида (май или начало июня 
– середина июля). Подсчет ячеек 
крыла проводили по схеме, пред-
ложенной в работе акад. А.В. 
Яблокова с соавт. [18]: по отдель-
ным полям крыла, ограниченным 
продольными жилками. Крыло 
равнокрылой стрекозы содержит 
13 таких полей. Оценили частоту 
встречаемости ФА (число асимме-
тричных пар полей в крыльях) и 
степень асимметрии (величину 
различий числа ячеек в парах по-
лей) – табл. 3.

 Все результаты подсчета яче-
ек обработаны статистическими 
методами. Использованы непара-
метрический критерий «U» Вил-

коксона–Манна-Уитни и четырехпольные та-
блицы с критерием χ2.

          Результаты и обсуждение
Общая минерализация воды по данным 

анализа Испытательного центра МГУ – 1,11 
г/л, то есть несколько меньше, чем получен-
ная нами. Возможно, это следствие ограни-
ченности набора ионов, определяемых Испы-
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№ 
водо-
ема

Площадь
поверх-
ности
(м)

Удален-
ность

от 
хранили-
ща соли 

(м)

Соленость воды (‰)

2015г. 
14.06 

2016 г. 2018 г.

30.05 07.07 27.05 15.07

1 40 х 8 250 3,5 1,4 3,2 2,8 4,0

2 75 х 15 520 2,4 1,1 - 2,1 -

3 145 х 30 600 1,4 0,7 1,3 1,1 1,4

4 40 х 15 760 1,6 - - 1,1 1,1

5 70 х10 1150 0 0 0 0 0

6 30 х20 1400 0,01 0 0 0 0

Таблица 1

Характеристики обследованных водоемов

Определяемый 
показатель

Результат 
измерения

 (мг/л)

Нормативное 
значение*(мг/л)

Катионы

Магний 33,6 5-65

Кальций 168 25-130

Калий 5,1 20

Натрий 283 200

Анионы

Сульфат 24,2 500

Хлорид 593 350

Нитрат 0,2 45

Фосфат <0,1 3,5
* – гигиенические требования к качеству воды централизо-

ванных систем питьевого водоснабжения. Контроль качества, 
СанПиН 2.1.4.1074-01.

Таблица 2

Содержание в пробе воды водоема № 1 от 30.05.2016 
катионов и анионов

Г.И. Рязанова
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тательным центром МГУ. Этот набор 
учитывает наиболее массовые ионы и отвечает 
гигиеническим требованиям к качеству воды 
централизованных систем питьевого водо-
снабжения, утвержденным как контроль каче-
ства в рамках СанПиН (санитарно-эпидемио-
логические правила и нормативы). 

Установлено, что основная минерализация 
обследованных водоемов осуществляется, как 
и ожидалось, за счет NaCl, составляющего ос-
нову химических реагентов пескосоли, и 
CaCl2.

Между выборками стрекоз из разных во-
доемов, взятыми в одно время, не обнаружено 
значимых различий в частоте встречаемости 
ФА (табл. 3). Исключением является только 
выборка из водоема № 1 в сравнении с выбор-
кой из водоема № 3 в начале лёта стрекоз в 
2016 г. (χ2=3,9, p<0,05). 

Достоверно также различие в частоте ФА 
у стрекоз водоема № 1 в начале лёта и конце 
лёта в 2015 и 2016 гг. В начале лёта она значи-
мо меньше (χ2=3,9, p<0,05 и χ2=4,4, p<0,05 
соответственно). Во всех других водоемах ФА 
крыльев стрекоз не изменяется значимо в ходе 
сезона.

Во всех выборках была определена доля 
стрекоз с ФА полей крыла минимальной ве-
личины – в одну ячейку. Эта характеристика 
свидетельствует о степени асимметрии. Досто-
верных различий между выборками не обна-
ружено, как и различий в большем числе яче-
ек (определяемых по критерию «U»). 

У видов C. hastulatum и E. cyathigerum зна-
чимых различий в частоте асимметрии кры-
льев в водоемах с нулевой соленостью (№ 5, 
№ 6) и в водоемах, имеющих соленость в 1,1–
1,4‰ (№ 2, № 3), не обнаружено. 

Наблюдаемая связь степени засоленности 
воды с удалением от хранилища пескосоли, 
как и состав ионов, соответствующий составу 
ПГР в хранилище, свидетельствует о том, что 
основным источником засоления является 
хранилище, в котором за время нашего иссле-
дования в 2015–2016 гг., круглый год находи-
лась пескосоль. 

Обнаруженное антропогенное засоление 
водоемов сравнительно невелико. Вода в об-
следованных водоемах соответствует уровню 
малосоленой в естественно минерализованных 
водоемах – от 0,5 до 5‰. Тем не менее, по 
литературным данным [2, 4, 23], такая соле-
ность может заметно влиять на пресноводную 
биоту. Водоемы, удаленные от хранилища бо-
лее чем на 1 км, не содержат соли вообще.

Измерение в разные годы и дважды в ходе 
сезона показывает, что степень засоления во-
доемов весьма изменчива. Она явно зависит 
от осадков. Так, наименьшая засоленность  
всех водоемов отмечена 30.05.2016 после силь-
ных дождей. Несмотря на уничтожение храни-
лища в 2017 г. и прекращение новых посту-
плений из него соли, максимальная 
засоленность водоема № 1 наблюдалась в 
июле засушливого 2018 г., когда водоем № 2 
практически пересох. Соленость наибольшего 

№ 
водоема

В р е м я  в з я т и я  в ы б о р о к

2015 2016 2018

14-16.06 4-7.07 28-29.05 9.07 13-14.06 15-16.07

Число пар полей крыльев/из них асимметричных – из них на 1 ячейку
(% асимметричных  пар полей - из них асимметричных на 1 ячейку)

1
257/113-96

(44-85)
270/153-101

(57-66)
208/83-66
(40-82)

247/140-96
(57-67)

 283/149-110
(53-74)

198/124-87
(63-70)

2
259/115-72

(44-63)
285/136-97

(48-71)
260/114-93

(44-82)
–

247/126-94
(51-75)

–

3
249/120-84

(48-70)
273/123-87

(45-71)
221/124-87

(56-77)
 234/135-85

(58-63)
260/145-98

(56-68)
260/144-98

(55-68)

4 –
297/159-118

(54-74)
– –

260/136-98
(52-72)

247/132-85
(53-64)

5
156/61-45
(39-74)

231/105-79
(45-75)

104/49-48
(47-98)       

– – –

6
259/118-97

(46-82)
278/137-101

(49-74)
182/87-75
(48-86)

286/158-105
(55-66)

284/151-107
(53-71)

308/169-107
(55-63)

* – достоверность различий см. в тексте.

Таблица 3

Флуктуирующая асимметрия жилкования  крыльев у стрекоз Coenagrion puella в водоемах с разной 
соленостью воды*
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водоема № 3 в это время вновь достигла уров-
ня 2015 г. после падения в 2016 г. Очевидно, 
запасы соли в почве, несмотря на прекраще-
ние новых поступлений из хранилища, обе-
спечивают высокий уровень засоленности во-
доемов и более года спустя после его 
уничтожения, а вымывание соли пресными 
водами, поступающими с атмосферными 
осадками, процесс не быстрый.

При выявленном уровне засоленности во-
доемов в основном NaCl во всех шести разви-
вались стрекозы C. puella. Мы не обнаружили 
в литературе упоминания этого вида в связи с 
естественным засолением пресных вод, и не 
известны границы его возможной толерантно-
сти к солености. 

В районе нашего исследования – кроме 
водоемов № 5 и № 6, удаленных от хранилища 
пескосоли более чем на 1 км и имеющих со-
вершенно пресную воду, – мы оценили мине-
рализацию еще двух водоемов в долине реки 
Истья, заселенных стрекозами C. puella. Эти 
водоемы удалены от хранилища более чем на 
3 км. Содержания солей в них также не обна-
ружено. Вероятно, геохимические и климати-
ческие условия района не способствуют есте-
ственному засолению пресных вод, и местная 
метапопуляция стрекозы C. puella с естествен-
ным засолением прежде не сталкивалась. 

Была сделана попытка оценить негативное 
влияние на избранных стрекоз антропогенно-
го засоления. Использована гипотеза о влия-
нии стрессовых (негативных) факторов на на-
рушение стабильного развития особей и на 
повышение у них уровня ФА [19]. В мировой 
литературе ФА признана пригодной в качестве 
биоиндикатора антропогенных стрессов у во-
дных беспозвоночных [20, 21]. В то же время 
подчеркивается необходимость осторожного 
подхода к ее использованию и предполагается, 
что связь стресса и ФА – нелинейная. Дей-
ствительно, негативный фактор может вызы-
вать не только развитие ФА, но и дифферен-
цированную смертность особей и, прежде 
всего, особей с нестабильным развитием, при-
водя к сокращению в популяции ФА и созда-
вая видимость экологического благополучия. 
Ранее нами была показана такая парадоксаль-
ная ситуация у стрекоз Ischnura elegans (V.d. 
Linden) [22]. Показано, также, что действие 
стресса на ручейника приводит к выборочной 
смертности личинок младших возрастов с не-
стабильным развитием (имеющих большую 
ФА). В итоге вылетевшие имаго имеют общую 
небольшую ФА, несмотря на стресс [23].

По литературным данным, соленость 
воды, будучи негативным фактором, в зависи-
мости от концентрации может оказывать на 
стрекоз летальное или сублетальное действие. 

В нашем случае соленость невелика и далеко 
не достигает экспериментально показанного 
для некоторых стрекоз летального уровня. Для 
пресноводных  беспозвоночных было показа-
но, что сублетальная соленость может приво-
дить всего лишь к изменениям в воспроизвод-
стве, росте и развитии особей [13]. 

Обнаруженный нами уровень антропоген-
ного засоления водоемов не является леталь-
ным фактором для стрекоз, так как при самом 
высоком наблюдаемом уровне засоленности 
изучаемый вид благополучно развивается с 
обычной плотностью. Влияет ли вообще най-
денный уровень антропогенной засоленности 
водоемов на стрекоз как фактор негативный, 
но сублетальный? Нами не выявлено значи-
мой связи частоты встречаемости ФА с соле-
ностью воды даже при уровне в 4‰. Обнару-
женный градиент солености воды не 
коррелирует ни с градиентом частоты встреча-
емости асимметрии (кроме одного исключе-
ния, описанного выше), ни со степенью асим-
метрии. Подобное отсутствие действия на ФА 
стрекоз описано и для безусловно негативного 
фактора – инсектицида карборила. Обнаруже-
но, что его сублетальные дозы не изменяют 
ФА Xanthocnemis zealandica (McLach.) – равно-
крылых стрекоз семейства Coenagrionidae [24]. 
Выше [12–14] было показано, что в ряде слу-
чаев авторы, невысоко оценивая значение для 
стрекоз даже большей солености воды, не 
считают естественное засоление главным фак-
тором, определяющим распределение стрекоз 
в водоемах. Изучение ФА (длины бедра) личи-
нок стрекоз Calopteryx splendens (Harr.) на 
участке в 20 км реки Мёрт (Франция) при 
градиенте естественной солености от 0,2 до 
2,6‰ показало, что рассматриваемая ФА не 
определяется соленостью воды [25]. То есть 
отсутствие связи частоты ФА в популяции 
стрекоз и солености воды уже отмечали. 

Следует учитывать, что литературные дан-
ные о влиянии засоления водоемов на стрекоз 
получены главным образом в исследованиях 
популяций, долговременно обитающих в есте-
ственно засоленных водах. В настоящей рабо-
те рассматривается популяция, долговременно 
существовавшая в пресной воде, а отсутствие 
связи ее ФА с засолением свидетельствует о 
том, что небольшое антропогенное засоление 
не является для данной популяции заметным 
негативным фактором. Два другие использо-
ванные в настоящем исследовании вида стре-
коз подтверждают это предположение, расши-
ряя его, по крайней мере, на семейство 
Coenagrionidae. Отсутствие различий в харак-
тере ФА популяционных группировок засо-
ленных и несоленых водоемов свидетельствует 
о том, что соль в обнаруженном количестве не 
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является серьезным стрессовым фактором для 
изучаемых видов. 

Тем не менее, некоторое отрицательное 
влияние засоления на изучаемых стрекоз мы 
все же обнаружили при рассмотрении ФА по-
пуляционной группировки при максимальном 
наблюдаемом нами уровне засоления – в во-
доеме № 1. При солености в 4‰ найдена зна-
чимая связь частоты встречаемости ФА со 
временем лёта стрекоз. В этом водоеме, в от-
личие от всех других, ФА крыльев стрекоз в 
2015 и в 2016 гг. изменяется со временем – 
увеличивается в конце лёта вида. Мы полага-
ем, что сравнительно высокая соленость как 
фактор, в какой-то мере неблагоприятный, за-
медляет онтогенез особей с нестабильным 
развитием, имеющих большую ФА. Такие осо-
би начинают лететь в водоеме № 1 позже, чем 
в других, – в июле, и только тогда здесь уве-
личивается общая частота ФА крыльев стре-
коз. В 2018 г. водоем № 1 – единственный, 
где, судя по процентному соотношению асим-
метричных особей, обнаруженное различие 
сохраняется, но только как  тенденция (не 
хватает достоверности: χ2=1,3, p>0,05). Боль-
ше ни в одном из водоемов и ни в одном из 
трех сезонов такое явление мы не наблюдали. 
То есть, при максимальном обнаруженном 
нами уровне соленость воды все же фактор 
негативный, хотя и не влияющий на ФА рас-
смотренных популяционных группировок.

Полученные данные позволяют считать, 
что хранение под открытым небом запасов та-
ких противогололедных реагентов как песко-
соль с превалированием в ее составе дешевой 

технической поваренной соли приводит к за-
солению близлежащих водоемов. В худших 
случаях, при расстоянии от хранилища до во-
доема около 200 м и при особенностях ланд-
шафта, не препятствующих стоку от хранили-
ща в сторону водоема поверхностных и 
подземных вод, засоленность пресных вод мо-
жет составлять 4‰. Уровень антропогенной 
засоленности изменяется в зависимости от ве-
личины осадков. 

Соленость как негативный физико-хими-
ческий фактор могла бы обладать заметным 
воздействием на стрекоз. Однако эти насеко-
мые, по-видимому, в масштабах отряда, даже 
независимо от экологической истории попу-
ляции, отличаются морфо-физиологической 
особенностью, позволяющей претерпевать без 
заметного ущерба такое небольшое антропо-
генное засоление водоемов. Неизбежные же 
изменения, происходящие в составе биоты во-
доемов в связи с описанным антропогенным 
засолением и касающиеся кормовой базы 
стрекоз, не критичны для этого хищника – 
очень широкого полифага. При известном 
разнообразии отношения к засоленности раз-
ных групп пресноводной экосистемы для 
стрекоз, по-видимому, изученная антропоген-
ная засоленность не является стрессовым фак-
тором, угрожающим существованию популя-
ции.

Исследования проведены с соблюдением 
этических норм работы с животными, уста-
новленными Комиссией по биоэтике МГУ. 
Автор заявляет об отсутствии конфликта инте-
ресов.
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Anthropogenic salinization of inland waters and its effect on freshwater biota 
is one of the current environmental problems. Such salinization leads to changes 
in the natural environment, undesirable from the point of view of environmental 
protection and not indifferent to humans. One of the three most important 
factors of anthropogenic salinization of freshwater in countries with a temperate 
and cold climate, along with agricultural activities and mining, has today become 
the widespread use of chemical reagents in the fight against road icing. Today, 
the main components of these reagents are chlorides of Na and Ca – cheap and 
easy to obtain natural materials. The mixture of sand and salt used in the practice 
of de-icing is usually stored in bulk in special open-air areas all year round. The 
impact of atmospheric precipitation makes its a source of salinization of the 
surrounding soils and waters. In 2015, 2016 and 2018 recorded salinity of inland 
waters near the long-term open storage of anti-icing agents in the Kaluga region. 
The anthropogenic nature of salinization of the examined reservoirs has been 
established. The main components of salinization of reservoirs in the study area 
are Na and Ca chlorides. The maximum level of salinity in the studied conditions 
is 4‰ (ppm), the degree of salinity depends on the distance of the reservoir from 
the salt storage. The influence of anthropogenic salinity on dragonflies, mainly of 
the species Coenagrion puella L., has been studied. It has been found that the 
negative effect of salt manifests itself only as a slowdown in the development of 
individuals with a high level of fluctuating asymmetry, the number of which in 
the population is not determined by water salinity. High salinity of water only 
leads to a change in the time of emergence of imago of sabjects with high FA. It 
is assumed that dragonflies, as one of the mass objects of freshwater biota, 
obviously do not suffer significantly with anthropogenic salinization.
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fluctuating asymmetry, salinization effect
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ПЦР-ИДЕНТИФИКАЦИЯ ПАТОГЕННЫХ АГРОБАКТЕРИЙ, ВЫЯВЛЕННЫХ 
НА ВИНОГРАДНИКАХ КРАСНОДАРСКОГО КРАЯ, ПО ТИПУ СОДЕРЖА-

ЩИХСЯ В НИХ Ti-ПЛАЗМИД

М.В. Макаркина*, Е.Т. Ильницкая, С.В. Токмаков

Северо-Кавказский федеральный научный центр садоводства, виноградарства, виноде-
лия, Россия, 350901, г. Краснодар, ул. имени 40-летия Победы, д. 39

*e-mail: konec_citatu@mail.ru

    Agrobacterium vitis и некоторые штаммы A. tumefaciens и A. rhizogenes 
вызывают опасное хроническое заболевание на виноградных растениях 
– бактериальный рак. С использованием молекулярно-генетического 
метода проведена работа по идентификации и изучению разнообразия 
патогенных агробактерий, вызывающих бактериальный рак на вино-
градниках Краснодарского края. В качестве материала использовали 76 
образцов молодых и одревесневших опухолевидных наростов бактери-
ального рака винограда, собранных с растений в четырнадцати вино-
градарских хозяйствах Краснодарского края и имеющих различное 
происхождение посадочного материала (Италия, Франция, Австрия, 
Сербия, Болгария, Россия). Во всех исследуемых образцах, по данным 
ДНК-анализа с помощью тест-системы PGF/PGR, идентифицировано 
присутствие A. vitis. При изучении разнообразия агробактерий по типу 
содержащихся в них Ti-плазмид определены 4 группы, содержащие Ti-
плазмиды: октопинового (59,5%), октопин/витопинового (13,5%), ви-
топинового (13,5%) и нопалинового (13,5%) типов. На основе полу-
ченных данных сделан вывод, что на виноградниках Краснодарского 
края бактериальный рак винограда вызывается агробактериями A. vitis, 
преимущественно октопинового типа.  

    Ключевые слова: Agrobacterium vitis, бактериальный рак винограда, по-
лимеразная цепная реакция, Ti-плазмида, типы опинов, тест-системы

Бактериальный рак винограда – хрониче-
ское заболевание виноградной лозы, возбуди-
телем которого являются бактерии рода 
Agrobacterium spp. Агробактерии вызывают за-
болевание, если обладают крупной Ti- или Ri-
плазмидой (от 200 до 800 тыс. п.н.) [1]. Визу-
ально поражённые кусты определяются по 
опухолевидным наростам растительной ткани. 
Опухолеобразование инициируется интеграци-
ей переданной ДНК в растительный ядерный 
геном, что приводит к активации экспрессии 
генов, кодирующих ферменты биосинтеза гор-
монов растения. Выработка огромного коли-
чества гормонов роста (ауксинов и цитокини-
нов) приводит к неуправляемому делению и 
росту зараженных клеток растения, из кото-
рых образуется опухолевидный нарост. Осо-
бенностью протекания заболевания является 
наличие латентной стадии, что способствует 

распространению возбудителя бактериального 
рака при заготовке посадочного материала с 
визуально здоровых растений [2, 3]. 

Систематика видов Agrobacterium spp. не-
однократно пересматривалась. Исследования 
Керр и Панагопулос, а также результаты био-
химических и ДНК-тестов, проведенных 
Офель и Керр, показали, что Agrobacterium 
spp., выделенные из виноградной лозы, обра-
зуют отдельную группу и отличаются от изо-
лятов, выделенных из других растений (плодо-
вых, ягодных и некоторых цветочных) [4, 5]. 
Долгое время была принята номенклатура, ос-
новывающаяся на классификации 
Agrobacterium spp. по биотипам: биотип-1, био-
тип-2 и биотип-3 – соответственно, A. 
tumefaciens, A. rhizogenes и А. vitis [4, 5]. Однако 
Мусави и др. по данным мультилокусного 
секвенирования (MLSA) доказали, что вид A. 



51

vitis отличается от Agrobacterium и предложили 
его перенести в род Allorhizobium [6]. На то, 
что A. vitis не принадлежит к роду 
Agrobacterium, указывают и Рамирес-Baхeнa и 
др. [7]. Эти авторы определили, что члены 
рода Agrobacterium характеризуются наличием 
линейной хромосомы рядом с круговой хро-
мосомой. В отличие от генома Agrobacterium 
spp. основной геном A. vitis состоит из двух 
круговых хромосом [8]. 

Онкогенные виды Agrobacterium классифи-
цируют по типу бактериального рака, индуци-
руемого ими. Так агробактерии (A. rhizogenes), 
паразитирующие на корнях, обладают Ri-
плазмидой и вызывают болезнь называемую 
«бородатые корни», а агробактерии (A. 
tumefaciens, A. vitis) имеют в своем составе Ti-
плазмиду и вызывают опухолеобразования 
(корончатые галлы) на корнях и надземных 
частях растения. Ti-/Ri-плазмиды агробакте-
рий различаются по типу синтезируемых ими 
опинов. Одна плазмида не всегда индуцирует 
только один определенный тип опинов, чаще 
– несколько типов опинов в различных ком-
бинациях связаны с единичной Ti-/Ri-
плазмидой. A. vitis преимущественно синтези-
руют нопалин, витопин или октопин и редко 
– другие типы опинов [9]. 

Точная идентификация опухолегенных аг-
робактерий – принципиальный вопрос по 
причине их большого разнообразия. Особенно 
это важно для вирулентных штаммов. Первые 
значимые результаты ПЦР-идентификации аг-
робактерий опубликованы в 1995 г. Тогда 
были предложены универсальные маркеры для 
выявления патогенных агробактерий [10]. Да-
лее последовала серия работ, направленных на 
точную видовую, а позже и штамм-
специфичную идентификацию агробактерий. 
Были разработаны тест-системы для 
Agrobacterium spp. [11–14], A. tumefaciens и А. 
vitis [15–19]. Созданы ДНК-маркеры и для 
выявления различий агробактерий по типу со-
держащихся в них Ti-плазмид. Для идентифи-
кации изолятов, содержащих Ti-плазмиды ок-
топинового, нопалиного и витопинового типа, 
были разработаны тест-системы детекции ге-
нов, определяющих синтез соответствующих 
опинов (OCTF/OCTR, NOPF/NOPR, VisF/
VisR) [15, 20, 21]. Также были сконструирова-
ны праймеры (TF/TR, NF/NR, SF/SR) к по-
следовательностям гена 6b, который полимор-
фен в изолятах с различным типом 
Ti-плазмиды (октопиновой, нопалиновой и 
витопиновой) [15, 22]. В результате совмест-
ной работы итальянских и немецких ученых 
были разработаны ДНК-маркеры, позволяю-
щие разделять штаммы A. vitis на две подгруп-
пы по типу плазмид (октопин/нопалиновые и 

витопиновые), основываясь на нуклеотидной 
последовательности гена virD2 [23]. 

В настоящее время в разных районах ви-
ноградарства проводится изучение патогенных 
агробактерий. Турецкие ученые исследовали 
биоразнообразие агробактерий на виноградни-
ках Турции в Центральной Анатолии [24]. 
Преобладающий вид онкогенных агробакте-
рий, выделенных из опухолевидных наростов 
растений – A. vitis. Генетическое разнообразие 
изолятов оценивали путем сравнения ДНК-
фингерпринтов межгенной спейсерной обла-
сти гена 16S-23S рибосомальной ДНК, а так-
же с использованием тест-систем к генам 
агробактерий pehA, virA [16]. Выделились две 
основные группы: содержащие Ti-плазмиду 
октопиного типа и нопалин/витопиновую Ti-
плазмиду. В Словении из 80 изолятов 
Agrobacterium spp., отобранных в ходе фитопа-
тологического исследования в 2006 г. [25], 75 
изолятов были идентифицированы как A. vitis, 
5 – как A. tumefaciens с помощью тест-системы 
к гену pehA [16] и мультиплексного ПЦР-
анализа [12], позволяющему определять пато-
генные агробактерии, относящиеся к 3 видам 
– A. tumefaciens, A. rhizogenes и А. vitis. Изуче-
ние в Болгарии биоразнообразия агробактерий 
[26], выделенных из виноградной лозы, почвы 
и опухолей растений, проводили с помощью 
четырех тест-систем (PGF/PGR [17], virD2A/
virD2C [10], virE2PF/virE2PR [27] и visF/visR 
[20, 21]) к генам A. vitis и A. tumefaciens. Из 75 
опухолегенных образцов большинство (88 %) 
было идентифицировано как A. vitis и некото-
рое количество (12 %) – как атипичные изо-
ляты A. tumefaciens. На виноградной лозе в 
Египте было выделено 12 изолятов агробакте-
рий [28]. Генетическое разнообразие оценива-
ли, используя мультиплексный ПЦР-анализ с 
тремя специфичными парами праймеров к ге-
нам pehA, virF и virD2 [15]. Изоляты были раз-
делены на три основные группы в зависимо-
сти от типа Ti-плазмиды – октопиновые, 
витопиновые и октопин-витопиновые. Так 
как ни один из изолятов не принадлежал к 
нопалиновому типу, авторы сделали предпо-
ложение, что в египетских штаммах A. vitis от-
сутствует Ti-плазмида этого типа. Исследова-
ние биоразнообразия A. vitis на виноградниках 
Вожводинской провинции Сербии проводили 
с помощью маркеров к гену virC [14], локали-
зованному на Ti-/Ri-плазмидах, а также иден-
тифицировали виды агробактерий с помощью 
универсальных маркеров [12]. Всего было 
определено пять штаммов, для которых под-
твердили их патогенность и принадлежность к 
виду A. vitis [29]. На виноградниках в Иране 
также изучалось разнообразие агробактерий. В 
работе использовали маркеры к генам virD2, 
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pehA и к опинсинтазным генам (OCT, NOP, 
Vis). Из 105 собранных образцов 77 были 
идентифицированы как A. vitis, а 28 – как A. 
tumefaciens, 49 образцов были отнесены к 
штаммам октопиного типа, 35 – к витопино-
вому типу и 8 – к нопалиновому типу [30].

Актуальность изучения биоразнообразия 
агробактерий в различных зонах виноградар-
ства определяется не только фундаментальны-
ми целями, но и практическим значением по-
добных работ для разработки биологических 
методов контроля развития бактериального 
рака, так как известен ряд штаммов-антагони-
стов, сдерживающих развитие опухолей, вы-
зываемых определенными штаммами [31]. Та-
ким образом, анализируя информацию о 
наличии тех или иных видов и штаммов в ис-
следуемой зоне, можно подобрать соответ-
ствующие штаммы-антагонисты для борьбы с 
бактериальным раком. В настоящее время ис-
пользование штаммов-антагонистов является 
перспективным направлением борьбы с бак-
териальным раком винограда.

В Краснодарском крае расположены ос-
новные площади промышленных виноградни-
ков Российской Федерации. Тем самым, изу-
чение патогенов виноградной лозы в данном 
регионе – актуальная задача. Целью представ-
ляемой работы является исследование разноо-
бразия по типу Ti-плазмиды агробактерий, 
вызывающих бактериальный рак, на вино-
градниках Краснодарского края с использова-
нием молекулярно-генетических методов 
идентификации.

           Материалы и методы
Сбор образцов. Сбор образцов производил-

ся в 2016–2017 гг. В качестве материала ис-
пользовали молодые и частично одревеснев-
шие опухоли, обнаруженные на надземных 
частях растений винограда в четырнадцати 
виноградарских хозяйствах различных зон 
Краснодарского края и имеющие различное 
происхождение посадочного материала (Ита-
лия, Франция, Австрия, Сербия, Болгария, 
Россия). Всего проанализировано 76 образцов.

Выделение ДНК. ДНК из опухолей выде-
ляли с применением методики на основе 
ЦТАБ (цетилтриметиламмоний бромид) с до-
бавлением поливинилпирролидона попереч-
носшитого (PVPP) на этапе гомогенизации и 
с использованием изопропилового спирта в 
качестве осаждающего агента [32]. 

ПЦР-анализ. Для исследования изолятов 
агробактерий применяли классический метод 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). В ра-
боту были включены ДНК-маркеры к генам 
pehA, virF и virD2, 6b, а также октопинсинтаз-

ному (OCT), нопалинсинтазному (NOP) и ви-
топинсинтазному (Vis) генам [10, 15, 21, 22].

ПЦР-анализ проводили с предваритель-
ной оптимизацией таких параметров, как тем-
пература и длительность циклов отжига прай-
меров и элонгации, общее количество циклов, 
концентрация дезоксинуклеотидтрифосфатов 
(dNTP), праймеров и т.д. В состав смеси для 
ПЦР общим объёмом 20 мкл входило: 50–70 
нг ДНК, ПЦР-буфер для Taq-полимеразы с 
сульфатом аммония и магнием, 0,125 мМ/мкл 
dNTP, 0,25 пМ/мкл каждого праймера, 0,05% 
БСА (бычий сывороточный альбумин), 0,125 
e.a./мкл Taq-полимераза (ООО «Бигль», Рос-
сия). ПЦР осуществляли с использованием 
прибора «Терцик» («ДНК-технология», Рос-
сия) при условиях: 5 мин при 94оС – началь-
ная денатурация; последующие 40 циклов – 
18 с денатурация при 94оС, 40 с отжиг 
праймеров при температуре 60оС (для прайме-
ров PGF/PGR, VIRFF1/VIRFR2, 
VIRD2S4F716/VIRD2S4R1036, NF/NR, TF/
TR, SF/SR) или 55оС (для VIRD2A/VIRD2C, 
VIRD2A/VIRD2F; Visf/Visr, OCTF/OCTR, 
NOPF/NOPR),  1 мин – элонгация при 72оС; 
4 мин – финальная элонгация при 72оС. 

Разделение продуктов ПЦР проводили 
методом электрофореза в 1,5%-ном агарозном 
геле («Helicon», Россия), содержащем 1 мкг/
мл бромистого этидия. Визуализировали и 
анализировали размер амплифицированных 
фрагментов ДНК по интенсивности свечения 
в УФ-свете с использованием маркера моле-
кулярного веса 100–1500 п.н. («СибЭнзим», 
Россия).

Исследования выполнены на оборудова-
нии центра коллективного пользования «Ге-
номные и постгеномные технологии» Северо-
Кавказского федерального научного центра 
садоводства, виноградарства, виноделия.

          Результаты и обсуждение
Для изучения агробактерий были выбраны 

тест-системы для детекции вирулентных генов 
A. vitis – pehA, virF, virD2, 6b, витопинсинтаз-
ного, нопалинсинтазного и октопинсинтазно-
го, а также ДНК-маркеры к высококонсерва-
тивным участкам virD2 гена A. tumefaciens и A. 
rhizogenes, которые принято считать универ-
сальными для идентификации патогенных 
Agrobacterium spp.

На первом этапе был произведен скри-
нинг всех исследуемых образцов тест-
системами VIRD2A/VIRD2C и VIRD2A/
VIRD2F к высококонсервативным участкам 
гена virD2, который обнаруживается у A. 
tumefaciens и A. rhizogenes. Следует отметить, 
что указанные тест-системы дают не всегда 
воспроизводимые результаты [15]. Маркерной 
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системой VIRD2A/VIRD2C, согласно литера-
турным данным, можно определить все пато-
генные агробактерии. В нашем случае удалось 
амплифицировать целевые фрагменты у 85% 
анализируемых изолятов. Считается, что тест-
система VIRD2A/VIRD2F определяет штам-
мы, содержащие Ti-плазмиду витопиного 
типа. С помощью тест-системы VIRD2A/
VIRD2F обнаружили целевые ПЦР-
фрагменты у 28,5% образцов. Подобные не-
стабильные результаты были отмечены и в не-
которых других работах по изучению 
патогенных агробактерий [15, 29]. Причиной 
этому может быть высокое генетическое раз-
нообразие изучаемых образцов, а также веро-
ятность того, что данная тест-система обнару-
живает большей частью A. tumefaciens, а не все 
патогенные агробактерии. 

Следующим шагом была проверка образ-
цов с помощью мультиплексной тест-системы 
PGF/PGR/VIRFF1/VIRFR2/VIRD2S4F716/
VIRD2S4R1036 к основным генам A. vitis – 
pehA, virF и virD2 [15]. PehA – полигалактуро-
назный ген, присутствующий во всех агробак-
териях вида A. vitis и отсутствующий в 
агробактериях A. tumefaciens и A. rhizogenes; ген 
virF присутствует в агробактериях с Ti-
плазмидой октопинового и нопалиного типа, 
ген virD2 – только в агробактериях с Ti-
плазмидой витопиного типа. Указанная тест-
система была нами апробирована ранее [33]. 
По результатам проведенного исследования 
было определено, что возбудителем бактери-
ального рака в Краснодарском крае являются 
агробактерии вида A. vitis, различающиеся по 
типу Ti-плазмиды.

В настоящей работе мы расширили вы-
борку и географию сбора образцов. Получены 
следующие результаты: целевой фрагмент (466 
п.н.) гена pehA A. vitis выявлен нами во всех 
проанализированных образцах, что говорит о 
присутствии агробактерий вида A. vitis в опу-
холевидных тканях растений (рис. 1). Целевой 
фрагмент гена virF (382 п.н.) отмечен в 92% 
образцов (в 13 хозяйствах из 14) – эти образ-
цы несут Ti-плазмиды октопиного или нопа-
линого типа. Целевой фрагмент гена virD2 
(320 п.н.) идентифицирован в 28,5 % образцов 
(в 4 хозяйствах из 14). Кроме того, в 13,5 % 
образцов (в двух хозяйствах) обнаружены од-
новременно целевые фрагменты генов и virF, 
и virD2. Это свидетельствует о наличии двух 
типов Ti-плазмид в данных образцах (рис. 1, 
образцы 1 и 10).

Следует отметить, что мультиплексную 
тест-систему PGF/PGR/VIRFF1/VIRFR2/
VIRD2S4F716/VIRD2S4R1036 можно успешно 
использовать для идентификации возбудителя 

бактериального рака в латентной стадии в по-
садочном материале винограда [34].

При изучении агробактерий по типу со-
держащихся в них Ti-плазмид (октопиновой, 
витопиновой, нопалиновой) проводили парал-
лельные анализы всех образцов и другими, 
более специфичными, тест-системами. Так, 
точная принадлежность к конкретному типу 
Ti-плазмиды (октопиновому или нопалиново-
му) изучалась ДНК-маркерами (ОСTF/OCTR, 
NOPF/NOPR) к октопинсинтазному и к но-
палинсинтазному гену, а также тест-
системами (TF/TR, NF/NR) к различным 
участкам  гена 6b, характерным для агробакте-
рий с октопиновой и нопалиновой Ti-
плазмидой.

С помощью тест-системы ОСTF/OCTR 
удалось детектировать целевые фрагменты 
(475 п.н.) у 73% исследуемых образцов (в 11 
из 14 хозяйств) (рис. 2А). Проведенные анали-
зы с маркером TF/TR к гену 6b  подтвердили 
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   Рис. 1. Результаты мультиплексного ПЦР-анализа: 
PGF/PGR (целевой фрагмент 466 п.н.), VIRFF1/VIRFR2 
(382 п.н.) и VIRD2S4F716/VIRD2S4R1036 (320 п.н.). Анали-
зируемые образцы из: 1 – поселок Абрау-Дюрсо, 2 – 
село Молдаванское; 3 – поселок Сенной; 4 – станица 
Старотитаровская; 5 – хутор Копанской; 6 – хутор Уса-
това балка; 7 – город Горячий ключ; 8 – станица Крас-
носельская; 9 – станица Гастагаевская; 10 – станица На-
тухаевская; 11 – станица Старовеличковская; 12 – хутор 
Колосистый; 13 – хутор Северный; 14 – село Тамань; 15 
– хутор Северный. 16 – отрицательный контроль (ПЦР-
смесь без ДНК). M – маркер веса
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полученные результаты, был амплифицирован 
целевой продукт (520 п.н.) в тех же образцах 
(рис. 2Г).

С помощью тест-системы NOPF/NOPR 
целевой фрагмент (394 п.н.) идентифицирован 
в 13,5% исследуемых образцов, в этих же ва-
риантах маркером NF/NR также выявили це-
левые фрагменты (570 п.н.), что подтверждает 
наличие Тi-плазмиды нопалинового типа (рис. 
2Б, рис. 2Д). 

С использованием тест-систем VisF/VisR к 
Vis-гену и SF/SR к 6b-гену A. vitis, согласно 
литературным данным, могут быть идентифи-
цированы патогенные агробактерии, несущие 
витопиновую Ti-плазмиду. Указанными тест-
системами были проанализированы все 76 об-
разцов (рис. 2В, 2Е). В образцах, собранных в 
четырех хозяйствах, обнаружили целевые 

фрагменты данных генов по результатам 
ПЦР-анализа (27% образцов). Кроме того, 10 
образцов (13,5%) из двух хозяйств (поселок 
Абрау-Дюрсо и станица Натухаевская) показа-
ли наличие целевых фрагментов всех исследу-
емых генов, т.е. они несут Ti-плазмиды окто-
пинового и витопинового типа.

Таким образом, в девяти из четырнадцати 
хозяйств образцы содержат целевые фрагмен-
ты генов virF, 6b и октопинсинтазного гена, 
характерные для штаммов A. vitis с Ti-
плазмидой октопинового типа. В образцах из 
двух хозяйств (станица Натухаевская и посе-
лок Абрау-Дюрсо) обнаружены агробактерии с 
фрагментами генов virD2, 6b, а также вито-
пинсинтазного гена витопиновой Ti-плазмиды 
A. vitis вместе с фрагментами генов virF, окто-
пинсинтазного и 6b, что говорит о наличии 
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    Рис. 2. Результаты ПЦР-анализа исследуемых образцов A. vitis тест-системами по определению типа Ti-
плазмиды: А – OCTF/OCTR (целевой фрагмент 475 п.н.); Б – NOPF/NOPR (394 п.н.); В – VisF/VisR (561 
п.н.); Г – TF/TR (520 п.н.); Д – NF/NR (570 п.н.); Е – SF/SR (620 п.н.). Анализируемые образцы из: 1 – 
поселок Абрау-Дюрсо, 2 – село Молдаванское; 3 – поселок Сенной; 4 – станица Старотитаровская; 5 – ху-
тор Копанской; 6 – хутор Усатова балка; 7 – город Горячий ключ; 8 – станица Красносельская; 9 – стани-
ца Гастагаевская; 10 – станица Натухаевская; 11 – станица Старовеличковская; 12 – хутор Колосистый; 13 
– хутор Северный; 14 – село Тамань; 15 – хутор Северный. 16 – отрицательный контроль (ПЦР-смесь без 
ДНК). M – маркер веса
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Ti-плазмиды витопин/октопинового типа у 
данных агробактерий. В образцах из хозяйства 
в городе Горячий ключ и в окрестностях горо-
да Краснодар были обнаружены целевые 
фрагменты генов virD2, 6b и витопинсинтаз-
ного, но не обнаружены фрагменты генов virF 

и октопинсинтазного, что указывает на нали-
чие Ti-плазмиды только витопинового типа 
(таблица). ДНК-анализ образцов из станицы 
Гастагаевская и станицы Старовеличковская 
выявил в них наличие всех исследуемых генов 
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Анализируемые образцы Тест-системы

Место сбора
Кол-во, 

год 
отбора

Сорт

Происхож-
дение 

посадочного 
материала V

ir
D

2A
/

V
ir
D

2F

P
G

V
IR

F

V
IR

D
2S

4

T N S

O
C

T

N
O

P

V
is

Образцы, содержащие Ti-плазмиду октопинового типа

Темрюкский район, 
станица Старотитаров-

ская
4, 2016

Совиньон блан, 
Каберне-Совиньон

Сербия - + + - + - - + - -

Темрюкский район, 
поселок Сенной

4, 2016 Аттика Италия - + + - + - - + - -

Темрюкский район, 
село Тамань

4, 2017
Цвайгель, Алиготе, 

Ркацители,
Молдова

Австрия - + + - + - - + - -

Анапский район, 
хутор Усатова балка

5, 2016
Молдова, Бархат-

ный
Россия - + + - + - - + - -

Крымский район, 
село Молдаванское

4, 2017
Рислинг, Шардоне, 

Совиньон блан, 
Коломбар

Франция - + + - + - - + - -

Динской район, 
станица Красносельская

4, 2016
Преображение, 
Тасон, Низина

Россия - + + - + - - + - -

город Краснодар, 
хутор Копанской

6, 2016
Каберне-Совиньон, 

ТАНА
Россия - + + - + - - + - -

город Краснодар, 
поселок Колосистый

5, 2017 Аттика, Марадона
Италия,
Россия

- + + - + - - + - -

город Краснодар, 
поселок Северный

4, 2017
Кишмиш молдав-

ский, Страшенский
Россия - + + - + - - + - -

Образцы, содержащие Ti-плазмиду нопалинового типа

Анапский район, 
станица Гастагаевская

6, 2017
Мерло, Каберне-

Совиньон
Австрия - + + - - + - - + -

Калининский район, 
станица Старовеличков-

ская
10, 2016

Мерло, Шардоне, 
Каберне Фран, 

Каберне-Совиньон, 
Морава

Сербия - + + - - + - - + -

Образцы, содержащие Ti-плазмиду витопинового типа

Горячий ключ 5, 2017
Баклановский, 

Восторг идеальный
Россия + + - + - - + - - +

город Краснодар, 
поселок Северный

4, 2017 Ромулус, Августин Болгария + + - + - - + - - +

Образцы, содержащие Ti-плазмиду октопин-витопинового типа

Анапский район, 
станица Натухаевская

6, 2017
Мерло,
Сира

Сербия + + + + + - + + - +

город Новороссийск, 
поселок Абрау-Дюрсо

5, 2017 Пино Нуар Австрия + + + + + - + + - +

Таблица
Генетическая характеристика агробактерий, паразитирующих на виноградниках Краснодарского края
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(virF, нопалинсинтазный, 6b), относящихся к 
нопалиновому типу Ti-плазмиды.

Согласно полученным данным, все иссле-
дуемые нами образцы агробактерий, обнару-
женные на пораженных бактериальным раком 
растениях винограда, можно разделить на 4 
группы по типу содержащихся в них Ti-
плазмид: октопиновые (59,5 %), октопин-ви-
топиновые (13,5%), витопиновые (13,5%) и 
нопалиновые (13,5%). 

В 100% изученных образцов ДНК, выде-
ленных из опухолевидных наростов бактери-
ального рака винограда, был выявлен фраг-
мент гена pehA, встречающийся только у 
агробакатерий вида A. vitis. Полученные нами 
данные свидетельствуют о принадлежности аг-
робактерий, паразитирующих на виноградни-
ках Краснодарского края, к виду A. vitis, что 
согласуется с результатами исследований уче-
ных из Федерального исследовательского цен-
тра «Фундаментальные основы биотехноло-
гии» РАН, которые занимались подобной 
проблемой в Крыму [35].

Результаты проведенных ДНК-анализов 
показывают преобладание A. vitis, содержащей 
плазмиду октопинового типа (59,5%), над изо-

лятами, содержащими плазмиды витопин-ок-
топинового (13,5%), витопинового (13,5%), 
нопалинового (13,5%) типов на виноградниках 
Краснодарского края.

Анализ происхождения посадочного мате-
риала растений винограда, на которых были 
обнаружены опухоли бактериального рака, не 
выявил четких зависимостей в различии выяв-
ленных типов агробактерий и страны проис-
хождения посадочного материала. Можно от-
метить незначительное превалирование 
агробактерий, несущих плазмиды октопиново-
го типа, в насаждениях из посадочного мате-
риала из Италии и Сербии, витопинового и 
октопин-витопинового типов – из Болгарии и 
Австрии, нопалинового типа – из Сербии и 
Австрии.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект № 16-34-00827 мол_а).

Исследования выполнены без использова-
ния животных и без привлечения людей в ка-
честве испытуемых. Авторы заявляют, что у 
них нет конфликта интересов.
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PCR IDENTIFICATION OF PATHOGENIC AGROBACTERIES DETECTED 
ON VINEYARDS OF KRASNODAR TERRITORY BY THE TYPE OF 

CONTAINED Ti PLASMIDS

M.V. Makarkina*, E.T. Ilnitskaya, S.V. Tokmakov 

North-Caucasian federal scientific center of horticulture, viticulture, wine-making, 40 
years of Victory street, 39, Krasnodar, 350901, Russia

*e-mail: konec_citatu@mail.ru

Agrobacterium vitis and some strains of A. tumefaciens and A. rhizogenes cause 
a dangerous chronic disease on grape plants – crown gall. Using molecular 
genetic methods, work has been carried out to identify and study the diversity of 
pathogenic agrobacteria that cause crown gall in the vineyards of the Krasnodar 
Territory. 76 samples of young and lignified tumor-like outgrowths of crown gall 
of grapes collected from plants in fourteen vineyards of the Krasnodar Territory 
and having a different origin of planting material (Italy, France, Austria, Serbia, 
Bulgaria, Russia) were used as material. In all studied samples, the presence of A. 
vitis was identified using the PGF/PGR test-system for DNA analysis. When 
studying the diversity of agrobacteria by the type of Ti plasmids contained 
therein, four groups were identified: containing octopine-type Ti plasmids 
(59.5%), octopine/vitopine (13.5%), vitopine (13.5%) and nopaline type (13.5%). 
The obtained data indicate that in the vineyards of the Krasnodar Territory crown 
gall of grapes is caused by agrobacteria A. vitis, mainly of the octopine type.

Keywords: Agrobacterium vitis, crown gall of grape, polymerase chain reaction, 
Ti plasmid, opine-types, test-systems
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