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Abstract. In the last decade, identification of organisms by trace DNA (eDNA) shed into the environment 
has gained popularity. The main eDNA applications include monitoring of invasive species, conservation 
of rare species, and assessment of community status. In many countries, environmental practitioners 
and legislators have already incorporated the eDNA‑based methods into routine monitoring schemes, 
including human impact assessment. In this review, we discuss the methodology, prospects and challenges 
associated with the use of eDNA for assessing biodiversity of fish communities.
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Экосистемная ДНК (эДНК)  
в исследованиях биоразнообразия рыб

О. В. Колмакова
Институт биофизики СО РАН 

Федеральный исследовательский центр  
«Красноярский научный центр СО РАН» 

Российская Федерация, Красноярск

Аннотация. В последнее десятилетие набирает популярность идентификация организмов 
по ДНК, оставляемой ими в окружающей среде – ​эДНК. К основным областям применения эДНК 
относят мониторинг видов-вселенцев, сохранение редких видов, оценку состояния сообществ. 
Во многих странах специалисты-практики и законодатели в области охраны окружающей среды 
уже включили методы, основанные на эДНК, в рутинные схемы мониторинга, в том числе 
в комплекс мер оценки антропогенного воздействия на окружающую среду. В этом обзоре мы 
обсудим методологию, перспективы и проблемы, связанные с применением эДНК для оценки 
биоразнообразия рыбных сообществ.

Ключевые слова: экосистемная ДНК, акваДНК, ДНК окружающей среды, рыбы, биоразнообразие, 
метабаркодинг.
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Цитирование: Колмакова, О. В. Экосистемная ДНК (эДНК) в исследованиях биоразнообразия рыб / О. В. Колмакова 
// Журн. Сиб. федер. ун-та. Биология, 2023. 16(1). С. 5–23. DOI: 10.17516/1997-1389-0398

Введение

Изучение биоразнообразия имеет важ-
нейшее значение для понимания принципов 
функционирования экосистем и охраны окру-
жающей среды (Duffy et al., 2007; Hillebrand, 
Matthiessen, 2009). Вместе с тем на практике 
изучение биоразнообразия может быть весьма 
сложной задачей. Важным объектом изучения 
являются рыбы как терминальные консументы 
в трофических цепях и как объекты промысла 
(Helfman, 2007). Традиционно при исследовании 
биоразнообразия рыб используются различные 
стандартизированные инструменты для отлова 
и учёта. Сочетание нескольких типов снастей, 
таких как ставные (жаберные) сети, неводы 
и тралы, а также электролов (запрещенный 

в Российской Федерации) позволяет отловить 
рыб разных размерных групп и населяющих 
различные места обитания (Gehri et al., 2021). 
Однако даже при сочетании нескольких методов 
отлова многие виды могут оставаться не обна-
руженными, и учтённая выборка практически 
никогда полностью не отражает истинный со-
став сообщества. Существуют также дополни-
тельные проблемы традиционного отбора проб: 
неправильная идентификация видов в поле-
вых условиях, высокая стоимость организации 
и проведения работ, значительные требования 
к инфраструктуре и рабочей силе, потенциаль-
ное разрушение среды обитания при отлове, 
стресс и гибель рыб и других гидробионтов, 
а также невозможность обнаружить редкие или 
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«неуловимые» виды (Gehri et al., 2021; Czachur 
et al., 2022). Зачастую именно редко встреча-
ющиеся виды представляют особый интерес 
для контролирующих организаций, например, 
находящиеся под угрозой исчезновения или, 
напротив, виды-вселенцы на начальной стадии 
распространения в новые места обитания. Сле-
довательно, ложноотрицательные результаты 
могут привести к ошибочным интерпретациям 
и нерациональным решениям в сфере охраны 
и рационального использования водных био-
ресурсов.

На рубеже XX и XXI веков молекулярно-
генетические методы прочно вошли в  ар-
сенал исследователей окружающей среды 
и  даже с  переменным успехом вытесняют 
традиционные методы экологических иссле-
дований. Сначала, благодаря методам секве-
нирования ДНК, стало возможно заглянуть 
в богатый мир некультивируемых микроорга-
низмов и открыть тысячи новых видов – ​про-
рыв сравнимый с  изобретением микроскопа 
(Shokralla et al., 2012). Затем те  же методы 
приняли на вооружение исследователи более 
крупных, но порой трудноуловимых предста-
вителей флоры и фауны (Thomsen, Willerslev, 
2015). Многоклеточные организмы оставля-
ют в  окружающей среде свою ДНК, благо-
даря чему об  их присутствии можно узнать 
даже тогда, когда их уже и  «след простыл». 
Организмы выделяют ДНК в  окружающую 
среду вместе с  отслоившимися тканями, га-
метами и отходами жизнедеятельности (Gehri 
et al., 2021). Выделяться может свободная вне-
клеточная ДНК, но чаще это ДНК в клетках 
и  их фрагментах (Saito, Doi, 2021), называе-
мая в англоязычной литературе environmental 
DNA (eDNA), в  смысловом переводе на  рус-
ский язык «экосистемная ДНК» (эДНК), или 
«ДНК окружающей среды» (Кирильчик и др., 
2018). Таким образом, эДНК  – ​это генетиче-
ский материал, собранный непосредственно 

из проб окружающей среды без предваритель-
ного отлова отдельных организмов (Taberlet et 
al., 2018). В последние несколько лет исследо-
ватели стали принимать во  внимание эРНК, 
которая также является источником инфор-
мации о  присутствии видов в  окружающей 
среде (Yates et al., 2021).

В качестве пробы обычно берут образец 
воды из природного водоёма, поскольку в ней 
содержится эДНК как гидробионтов, так за-
частую и наземных обитателей водосборного 
бассейна. Поэтому другое название, предло-
женное российскими учёными, – «акваДНК» 
(Никифоров и  др., 2018). Не  только вода, 
но и донные отложения, почва и поверхность 
растений могут служить местами находок 
эДНК, а  в  последнее время стало известно 
о возможности идентифицировать организмы 
по эДНК из воздуха (Clare et al., 2022; Johnson 
et al., 2021). И всё же большинство публика-
ций касается водной среды, и наиболее часто 
исследуемый объект – ​это рыбы ввиду их ис-
ключительной промыслово-хозяйственной 
важности. Данный обзор посвящён текущему 
состоянию дел в  области исследований био-
разнообразия рыб с помощью эДНК.

Ключевые этапы рабочего процесса

В исследованиях биоразнообразия метод 
эДНК используется в сочетании с метабарко-
дингом – ​параллельной амплификацией ДНК 
множества организмов из  смешанной пробы 
с использованием универсальных праймеров 
и  последующим высокопроизводительным 
секвенированием. С  момента начала внедре-
ния технологии около десяти лет назад опу-
бликованы сотни исследований с  примене-
нием самых различных методов отбора проб, 
выделения ДНК, амплификации маркерных 
участков, секвенирования и  последующей 
обработки данных (Shu et al., 2020; Wang et 
al., 2021). В  последнее время предпринима-
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ются шаги для унификации методик, напри-
мер инициативы по  созданию eDNA Society 
[https://ednasociety.org/en/] в Японии с опубли-
кованной методикой (The eDNA Society, 2019), 
европейское объединение исследователей 
COST Action DNAqua-Net [https://dnaqua.net] 
с  собственным практическим руководством. 
В данном разделе мы проведём краткий обзор 
широко применяемых методик, особое вни-
мание уделив наиболее критичным этапам, 
на которых нужно выбрать оптимальный под-
ход среди нескольких применимых методов. 
Также мы обсудим последние тренды стан-
дартизации мониторинга рыбных сообществ 
с помощью эДНК.

Отбор проб

Самым первым и наиболее важным эта-
пом любого исследования природных эко-
систем является грамотно спланированный 
и  качественно проведённый пробоотбор. 
На этапе подготовки необходимо определить 
место и  время пробоотбора в  зависимости 
от поставленных целей. Концентрация эДНК 
в воде зависит от сезона, причём в умеренной 
зоне общая схема выглядит так: минимальная 
концентрация зимой и максимальная в пери-
од нереста (Hayami et al., 2020). Необходимо 
учитывать такие факторы, как сезонная стра-
тификация озёр, гидрологический режим, 
миграция рыб и даже «цветение» воды фито-
планктоном, которое может ингибировать ам-
плификацию ДНК (Bruce et al., 2021; Littlefair 
et al., 2021). Выбор станций для пробоотбора 
зависит от типа и морфологии водоёма, в осо-
бенности от расположения естественных пре-
град для миграции эДНК, а  также потенци-
альных источников контаминации: сточных 
вод, мест рыбной ловли и других видов чело-
веческой деятельности (Harper et al., 2019; The 
eDNA Society, 2019). При отборе проб следует 
избегать взмучивания донных отложений, 

так как эДНК в них может сохраняться гораз-
до дольше, чем в воде (Wood et al., 2020).

Объём и число проб могут серьёзно вли-
ять на  результат оценки биоразнообразия 
рыб. Тем не менее чётко определённого уни-
версального значения этих показателей нет 
и  быть не  может. Необходимый объём проб 
зависит от типа водоёма: например, в чистых 
олиготрофных водах, таких как открытое 
море, концентрация эДНК ниже, поэтому 
нужны пробы большего объёма, чем в  за-
ливах (Kumar et al., 2022). Бессей с  соавто-
рами (Bessey et al., 2020) советуют отбирать 
настолько большой объём воды, насколько 
это возможно (вплоть до  десятков литров). 
В то же время для континентальных вод объ-
ём 1–2 литра считается достаточным. Ми-
нимально необходимое число проб зависит 
от  цели исследования, типа и  размера водо-
ёма, наличия разных местообитаний в преде-
лах одного водоёма (Bruce et al., 2021). Для 
морских экосистем (Czachur et al., 2022) ре-
комендуют брать пробы в трёх повторностях 
на  как можно большем количестве станций. 
Так, Бессей с соавторами (Bessey et al., 2020) 
сообщают, что равные по  объёму аликвоты 
проб из  одного и  того  же объёма морской 
воды содержат менее 60 % общих видов. Ав-
торы рекомендуют предоставлять кривую ак-
кумуляции видов, чтобы подтвердить эффек-
тивность исследования. Максимальное число 
проб ограничивается только финансовыми 
и  временными возможностями исследовате-
лей. Отчёт британской Службы окружающей 
среды (Environment Agency) свидетельствует, 
что 10–20 станций пробоотбора достаточ-
но для описания разнообразия видов в озере 
большого размера (Hänfling et al., 2016a).

Концентрирование эДНК

Сразу после отбора пробы или при пер-
вой возможности необходимо концентриро-
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вать эДНК из объёма воды во избежание де-
градации генетического материала (Goldberg 
et al., 2016). Наиболее часто для этого исполь-
зуется фильтрация, реже спиртовое осажде-
ние. Материал мембраны (нитрат целлюлозы, 
полиэфирсульфан, поливинилидендифторид, 
поликарбонат или стекловолокно) и  размер 
пор (существенно различается, но  обыч-
но менее 1 мкм) ограничивают объем воды, 
который может быть пропущен через один 
фильтр (Goldberg et al., 2016). Сравнение раз-
ных типов фильтров показало преимущество 
стекловолоконных мембран над поликарбо-
натными (Eichmiller et al., 2016). Есть пред-
ложения использовать положительно заря-
женные фильтры для более эффективного 
удержания эДНК на  поверхности фильтра 
(Zaiko et al., 2022).

Максимальный размер пор фильтра огра-
ничивается тем, что при слишком большом 
размере пор клетки и другие ДНК‑содержащие 
частицы могут проходить через фильтр вме-
сте с  фильтратом. Размер большинства ча-
стиц, содержащих эДНК рыб, составляет 1–10 
мкм, поэтому теоретически потеря эДНК 
должна быть минимальной при размерах пор 
до 1 мкм (Bruce et al., 2021). Кумар с соавто-
рами (Kumar et al., 2022) обнаружили, что 
фильтры с порами любого размера в пределах 
0,2–3 мкм улавливают схожие концентрации 
эДНК и,  соответственно, дают схожие оцен-
ки разнообразия рыб, однако поры меньшего 
размера могут забиваться быстрее, что важ-
но учитывать при отборе проб воды с боль-
шим количеством взвешенного вещества. 
Аналогично в  исследовании Зайко с  соавто-
рами (Zaiko et al., 2022) фильтры с большим 
размером пор (5 мкм) позволяли проводить 
фильтрацию больших объёмов воды быстрее 
по  сравнению с  порами меньшего размера, 
при этом сохранялась эффективность кон-
центрирования эДНК и эРНК. Быстрая филь-

трация позволяет сократить деградацию ге-
нетического материала, что особенно важно 
в случае эРНК. Во избежание контаминации 
рекомендуется использование закрытого кар-
триджа вместо мембранных фильтров (Wong 
et al., 2020), однако выбор размеров фильтров 
и  типов мембран в  этом случае ограничен. 
После фильтрации фильтр замораживают, 
сушат или консервируют и хранят до выделе-
ния ДНК (Mauvisseau et al., 2021). Длительное 
хранение фильтров не рекомендуется, так как 
уменьшается концентрация выделенной ДНК 
(Kumar et al., 2022).

Выделение ДНК

Для выделения ДНК чаще всего ис-
пользуются коммерческие наборы и  гораздо 
реже методы разделения жидких фаз: с при-
менением фенол-хлороформа или цетилтри-
метиламмоний бромида (Wang et al., 2021). 
Эффективность методов сильно различается 
как по  концентрации выделенной ДНК, так 
и  по  степени чистоты экстракта. Оптималь-
ное соотношение цена/выход ДНК у  фенол-
хлороформного метода экстракции (Goldberg 
et al., 2016), но  некоторые исследователи от-
мечают недостаточную очистку от ингибито-
ров ПЦР при его использовании (Kumar et al., 
2022). Тем не менее вне зависимости от раз-
ной эффективности методов выделения ДНК 
итоговый результат оценки разнообразия мо-
жет оказаться схожим.

Подготовка библиотек  
для секвенирования

При создании метабаркодинговых би-
блиотек для секвенирования происходит три 
основных процесса: ПЦР‑амплификация бар-
кодингового участка; присоединение к  ам-
пликонам уникальных для каждой пробы 
индексов, состоящих из  нескольких нуклео-
тидов (это позволяет наносить множество об-
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разцов на одну проточную ячейку – ​уникаль-
ный индекс поможет различить пробы при 
последующей биоинформатической обработ-
ке); пришивка адапторов для последующего 
прикрепления ампликона к проточной ячейке 
для секвенирования. Ключевым на этом эта-
пе является выбор молекулярного маркера 
и олигонуклеотидных праймеров для его ам-
плификации.

Для метабаркодинговых исследований 
применяются самые разные молекулярные 
маркеры, в  основном участки мтДНК (COI, 
cytb, 12S рРНК, D‑петля), которые подходят 
для разных таксонов и  методов исследова-
ния (Wang et al., 2021). С  другой стороны, 
высказываются мнения в поддержку исполь-
зования маркеров ядерной ДНК, так как она 
менее подвержена количественным вариаци-
ям в зависимости от возраста и стадии разви-
тия организма (Jo et al., 2020). Оптимальный 
маркер обладает достаточным количеством 
вариабельных сайтов для различения видов, 
но  в  то  же время содержит консервативные 
участки для отжига прямого и  обратного 
праймеров. Исследователи и  пользователи, 
применяющие в  своей практике эДНК, при-
знают, что требуется стандартизация метода 
(Zhang et al., 2020; Wang et al., 2021). В частно-
сти, в Японии создано Общество эДНК (eDNA 
Society, https://ednasociety.org/en/), целью ко-
торого является продвижение и  стандарти-
зация метода для устойчивого природополь-
зования и  охраны окружающей среды. Им 
рекомендуется для метабаркодинговых ис-
следований разнообразия рыб использовать 
праймеры MiFish-U (Miya et al., 2015), пред-
назначенные для амплификации участка 12S 
рРНК длиной примерно 170 пар нуклеотидов. 
MiFish-U является одной из  наиболее часто 
и успешно применяемых пар праймеров, од-
нако и она не является оптимальной для всех 
таксонов. В  идеале маркер должен обладать 

высокой специфичностью ко всем рыбам ис-
следуемой группы, пропорционально ампли-
фицироваться у разных видов и иметь высо-
кую разрешающую способность (Zhang et al., 
2020). Длина маркера также имеет значение: 
чем длиннее фрагмент, тем больше вариа-
бельных сайтов и  лучше таксономическая 
идентификация. Однако, с  другой стороны, 
короткие баркоды успешней амплифициру-
ются и  медленнее деградируют в  окружаю-
щей среде (Jo  et al., 2017). Длина фрагмента 
также ограничена возможностями техноло-
гии секвенирования. Например, у  наиболее 
часто применяемой Illumina MiSeq это около 
450 пар нуклеотидов (Bruce et al., 2021). Нако-
нец, наличие хороших баз данных маркерных 
последовательностей также играет важную 
роль для успеха баркодинга. Все эти требова-
ния могут быть недостижимы, если использо-
вать только одну пару праймеров. Некоторые 
авторы по этой причине предлагают исполь-
зовать сочетание двух или более праймеров 
с разными свойствами (Polanco et al., 2021).

В  работе (Shu et al., 2020) была оценена 
эффективность 18 часто применяемых пар 
праймеров in silico путем выбора наиболее 
оптимальных по  сочетанию следующих па-
раметров: количество охватываемых видов, 
длина маркера, разрешающая способность 
и  специфичность амплификации. На  втором 
этапе исследователи сравнили 4 пары наибо-
лее перспективных праймеров между собой 
в  контролируемом эксперименте с  6 видами 
рыб в разных пропорциях. MiFish-U и 2 пары 
16S рРНК праймеров показали наилучший 
результат, в  том числе значимую положи-
тельную зависимость между числом про-
чтений секвенирования и  биомассой видов. 
В  другом исследовании (Zhang et al., 2020) 
были протестированы 22 пары праймеров in 
silico, а  затем в метабаркодинговом исследо-
вании in situ. 12S рРНК праймеры, в том числе 
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MiFish-U, превосходили все другие по детек-
ции разнообразия рыб (числу амплифициро-
ванных видов). Альтернатива выбору одного 
маркерного участка была предложена Дейнер 
с соавторами (Deiner et al., 2017), которые ре-
комендовали митогеномный метабаркодинг 
рыб с  помощью пары праймеров, позволяю-
щей амплифицировать всю молекулу мтДНК. 
Впоследствии продукт амплификации был 
фрагментирован и  отсеквенирован по  стан-
дартному протоколу. Преимуществом тако-
го метода является высокое разрешение при 
идентификации видов.

Секвенирование

В  подавляющем большинстве мета-
баркодинговых исследований используется 
технология секвенирования путём синтеза, 
осуществляемого на  оборудовании произво-
дителя Illumina, поскольку она зарекомендо-
вала себя наилучшим соотношением цены 
и качества (Bruce et al., 2021). В последнее вре-
мя всё популярнее становится технология на-
нопорового секвенирования Oxford Nanopore 
на компактном приборе MinION по причине 
доступной цены оборудования, портативно-
сти и большой длины прочтения, что может 
быть значительным преимуществом в случае 
секвенирования длинных последовательно-
стей или целого митогенома (Franco‐Sierra, 
Díaz‐Nieto, 2020). C другой стороны, техно-
логия нанопорового секвенирования характе-
ризуется большим процентом ошибок и более 
высокой стоимостью секвенирования в пере-
счете на число нуклеотидов.

Биоинформатический анализ

По  окончании секвенирования полу-
ченные сырые прочтения нуклеотидных 
последовательностей подвергают биоин-
форматической обработке. Для этого исполь-
зуются биоинформатические конвейеры, как 

изначально разработанные для микробиоло-
гических исследований, например QIIME  2 
(Bolyen et al., 2019) и  dada2 (Callahan et al., 
2016), так и специализированные на метабар-
кодинге эДНК, такие как barque и  OBITools 
(Mathon et al., 2021). Разработаны приложения 
для пользователей, не  обладающих биоин-
форматическими навыками, например SLIM 
(Dufresne et al., 2019). SLIM имеет пользова-
тельский интерфейс и позволяет пользовать-
ся алгоритмами dada2, vsearch и  др. Отно-
сительно мало информации доступно о  том, 
какая программа лучше подходит для реше-
ния тех или иных задач. Маче с  соавторами 
(Macé et al., 2022) сравнили несколько конвей-
ерных программ для оценки внутривидово-
го разнообразия по  данным секвенирования 
эДНК и пришли к выводу, что dada2 является 
наилучшей.

Общий принцип биоинформатической 
обработки «сырых» нуклеотидных прочте-
ний сводится к  следующим этапам (в  зави-
симости от  используемого алгоритма этапы 
могут проходить в разном порядке):

демультиплексирование последователь-
ностей, то есть разделение всего пула прочте-
ний на  отдельные образцы, благодаря уни-
кальным индексам;

удаление последовательностей прайме-
ров, адаптеров и индексов;

фильтрация по качеству и длине прочте-
ний;

распределение прочтений на  группы 
близких ОТЕ (операционные таксономиче-
ские единицы, в  англоязычном варианте  – ​
operation taxonomic units, OTU) или идентич-
ных последовательностей ВПА (варианты 
последовательности ампликонов, amplicon 
sequence variants – ​ASV);

удаление химерных последовательно-
стей, которые спонтанно образуются из раз-
ных молекул ДНК в ходе амплификации;
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создание таблицы ОТЕ или ВПА, отра-
жающей число каждого вида последователь-
ности в соответствующем образце;

таксономическая аннотация последова-
тельностей на  основе информации в  специ-
ализированных базах данных.

Заметным препятствием на пути приме-
нения метода эДНК является неполнота баз 
данных, применяемых для таксономической 
аннотации рыб. Дело в том, что в баркодин-
говых исследованиях отдельных организмов 
в качестве «золотого стандарта» применялся 
участок митохондриального гена COI. Сдвиг 
основного маркера с  COI на  12S рРНК по-
требовал дополнения информации об  этих 
последовательностях в  существующих базах 
данных, таких как Genbank, или создание но-
вых, специализированных на метабаркодинге 
рыб. Перспективной в  этом отношении яв-
ляется база митохондриальных геномов рыб 
MitoFish (Sato et al., 2018).

Оценка биомассы и численности рыб  
на основе данных метабаркодинга эДНК

Можно ли с помощью эДНК определить 
не  только наличие/отсутствие видов рыб, 
но  и  дать количественную оценку их разно-
образия? В  первую очередь исследователей 
интересует численность и биомасса. Сочета-
ние высокопроизводительного секвенирова-
ния с количественной ПЦР (кПЦР) позволяет 
провести приблизительную оценку численно-
сти и биомассы отдельных видов рыб. Мета-
анализ, выполненный Ятес с  соавторами 
(Yates et al., 2019), подтвердил, что концентра-
ция видоспецифичной эДНК положительно 
коррелирует с биомассой в лабораторных ис-
следованиях (82  % наблюдаемой вариации), 
но в меньшей степени в полевых исследовани-
ях (57 % наблюдаемой вариации). Ушио с со-
авторами (Ushio et al., 2018) показали возмож-
ность количественной оценки копий эДНК 

рыб c помощью использования внутренних 
стандартных ДНК, добавленных к  образцам 
природной эДНК. В качестве стандартов ис-
пользовались известные количества коротких 
фрагментов ДНК видов рыб, которые никогда 
не наблюдались в районе отбора проб. Расчёт-
ное число копий внутренних стандартов по-
казало значительную положительную корре-
ляцию с числами, определенными с помощью 
кПЦР, что позволяет предположить, что ме-
табаркодинг с добавлением стандартной ДНК 
обеспечивает достоверную количественную 
оценку эДНК. Кроме того, для образцов, в ко-
торых наблюдается высокий уровень ингиби-
рования ПЦР, этот метод может обеспечить 
более точную количественную оценку, чем 
кПЦР, потому что поправочные уравнения, 
созданные с  использованием внутренних 
стандартных ДНК, будут учитывать эффект 
ингибирования ПЦР.

Количественная оценка разнообразия 
видов зависит от  концентрации их эДНК 
во время отбора проб, которая определяется 
взаимодействием между процессами выделе-
ния, транспорта, ресуспендирования и  рас-
пада эДНК в  водоёме (Shogren et al., 2019; 
Trujillo‐González et al., 2021). Также большую 
роль играют ошибки, случающиеся при отбо-
ре и обработке проб и интерпретации резуль-
татов. Например, амплификация маркерных 
участков значительно искажает изначальное 
соотношение эДНК разных видов в  пробе, 
и  хотя разработаны методы, позволяющие 
обходиться без ПЦР (shotgun секвенирование 
и  целевой захват ДНК), используются они 
редко по причине высокой стоимости (Wang 
et al., 2021). В любом случае количественные 
результаты, выражаемые в  виде числа про-
чтений каждого вида/гаплотипа/ОТЕ, нельзя 
напрямую соотносить с числом особей соот-
ветствующего вида, поскольку на  итоговое 
число прочтений влияет большое количество 
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факторов. Тем не  менее при грамотном ис-
пользовании и  интерпретации данные сек-
венирования дают примерное представление 
об  относительной численности рыб. В  этом 
разделе мы обсудим ключевые параметры, 
определяющие концентрацию эДНК, и огра-
ничения этого метода для оценки биоразно-
образия рыб.

Скорость выделения эДНК  
в окружающую среду

Скорость выделения эДНК в  окружаю-
щую среду сильно варьирует в  зависимости 
от  многих факторов: вида рыбы, физиологи-
ческого состояния (стресс/покой), уровня ме-
таболизма (температура, жизненная стадия, 
сезонная активность, размер тела) (Rourke 
et al., 2022). Только что выловленные рыбы, 
помещённые в  аквариум, выделяют больше 
эДНК, так как они более подвижны и  нахо-
дятся в  стрессовом состоянии (Maruyama et 
al., 2014). Чем меньше и  моложе животное, 
тем выше уровень метаболизма и  больше 
ДНК на  единицу массы тела оно выделяет. 
Поскольку уровень метаболизма рыб зависит 
от температуры окружающей среды и от ко-
личества и качества потребляемой пищи, это 
также сказывается на  скорости выделения 
ДНК. Выделение ДНК значительно усилива-
ется во время нереста, особенно в результате 
выделения половых продуктов в среду и воз-
растающей активности (Bruce et al., 2021). 
Более того, нельзя не учитывать неравномер-
ность экскреции ДНК во времени: в некото-
рых экспериментах было показано, что в раз-
ные дни одна и  та  же рыба может выделять 
эДНК в количествах, различающихся на два 
порядка.

Неравномерность распределения эДНК

Рыбы распределены в  водной среде не-
равномерно, часто собираются в  косяки 

и  стайки, а  также могут предпочитать одни 
участки водоёма другим или обитать на опре-
делённой глубине, в  результате чего эДНК 
также имеет неравномерное распределение 
в пространстве (Rourke et al., 2022). Так, Хая-
ми с соавторами (Hayami et al., 2020) обнару-
жили больше видов рыб на отмели, чем в цен-
тре водохранилища.

Движение водных масс также влияет 
на  распределение эДНК в  водоёме, особен-
но усложняется распределение ДНК в  реках 
и  других водоёмах с  высокой скоростью те-
чения, а  также в  приливно-отливной зоне. 
В  некоторых исследованиях пик концентра-
ции эДНК в реке наблюдался в 50–70 метрах 
ниже по течению от места нахождения косяка 
рыбы, тогда как в других работах обнаруже-
но, что эДНК не детектируется на некотором 
удалении от её источника (Bruce et al., 2021). 
Большое влияние на  скорость перемещения 
эДНК может иметь адсорбция эДНК на  раз-
ных типах донных субстратов, где она может 
удерживаться и  потом снова смываться во-
дными массами (Fremier et al., 2019). В неко-
торых случаях за  счет адсорбции на донном 
субстрате из  воды исчезает больше эДНК, 
чем за счет деградации (Shogren et al., 2019).

Скорость деградации ДНК

От скорости деградации эДНК зависит, 
в течение какого времени возможна детекция 
видов (Holman et al., 2022). С  одной сторо-
ны, благодаря тому, что эДНК разрушается, 
по  её наличию можно судить об  актуаль-
ном статусе вида в  данной точке. С  другой 
стороны, в  некоторых случаях быстрая де-
градация препятствует детекции вида, на-
селяющего водоём. Деградация происходит 
в  основном в  результате деятельности ми-
кроорганизмов и  активности внеклеточных 
ферментов (Saito, Doi, 2021). Обнаружено, 
что деградация не  всегда происходит с  по-
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стоянной скоростью, а скорее «скачкообраз-
но», что может быть связано с изначальным 
разрушением клеток и освобождением ДНК, 
затем деградацией самой ДНК микроорга-
низмами. Основными факторами, влияющи-
ми на скорость деградации эДНК, являются 
в первую очередь температура и в меньшей 
степени солнечный свет (ультрафиолет) 
и  химический состав воды (Holman et al., 
2022). Щелочная среда, постоянная темпера-
тура, высокая соленость и концентрация ио-
нов уменьшают скорость деградации эДНК 
(Collins et al., 2018). Так, скорость деграда-
ции эДНК карпа значительно отличалась 
в  дистрофных, эвтрофных и  олиготрофных 
озёрах, что объясняется связыванием эДНК 
с  растворённым органическим веществом, 
препятствующим ферментативной дегра-
дации (Eichmiller et al., 2016). Имеет значе-
ние даже вид организмов и  расположение 
маркерного участка  – ​в  ядерной, митохон-
дриальной или рибосомной ДНК, так как 
органеллы деградируют с разной скоростью 
(Collins et al., 2018). Обычно полная деграда-
ция эДНК происходит примерно за 2–7 дней, 
однако может быть и  от  нескольких часов 
до  тысячелетий (Holman et al., 2022; Saito, 
Doi, 2021). Также стоит учитывать, что чем 
длиннее маркерный фрагмент, тем быстрее 
он будет деградировать, поэтому длинные 
фрагменты более точно свидетельствуют 
о  текущей численности организмов (Jo  et 
al., 2017), в то время как короткие фрагмен-
ты эДНК могут быть детектированы долгое 
время после перемещения или смерти орга-
низмов, что является примером ложнополо-
жительного результата.

Чтобы избежать ложноположительных 
результатов из-за длительной стабильности 
эДНК после перемещения или гибели орга-
низма, предлагается дополнительно одновре-
менно исследовать эРНК (РНК окружающей 

среды) (Pochon et al., 2017). эРНК считается 
менее устойчивой в  окружающей среде мо-
лекулой, однако есть случаи обнаружения 
эРНК спустя несколько часов после изъятия 
организма из водной среды (Wood et al., 2020). 
В любом случае соотношение концентраций 
эРНК/эДНК в  воде уменьшается с  течением 
времени при деградации, что может помочь 
определить возраст геномного материала 
(Marshall et al., 2021).

Контаминация  
и ложноположительные результаты

Ложные положительные результа-
ты могут быть также вызваны кросс-
контаминацией, которая может случиться 
на любом этапе работы, как при отборе проб, 
так и в ходе лабораторного анализа (Thomsen, 
Willerslev, 2015). Во избежание этого работы 
должны проводиться квалифицированным 
персоналом, обработка проб должна осу-
ществляться в оборудованной по всем прави-
лам лаборатории (положительное давление, 
сменная одежда операторов, правильная ор-
ганизация рабочего процесса с  разделением 
зон на пре-ПЦР, ПЦР и пост-ПЦР) (Darling et 
al., 2021). Для контроля контаминации на ос-
новных этапах к набору проб добавляют от-
рицательный контроль (Goldberg et al., 2016). 
Также отдельное внимание необходимо уде-
лять аккуратности таксономической иденти-
фикации видов: правильному выбору прайме-
ров, автоматической аннотации на основании 
последовательностей ДНК, потенциальной 
гибридизации видов (Darling et al., 2021; Gehri 
et al., 2021).

Ингибирование  
и ложноотрицательные результаты

Ещё одним типом ошибки анализа био-
разнообразия на основе эДНК являются лож-
ноотрицательные результаты. Так, содержа-
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щиеся в природной воде гуминовые вещества 
могут ингибировать ПЦР, приводя к  лож-
ноотрицательным результатам (Thomsen, 
Willerslev, 2015). Детектировать ингибиро-
вание помогает добавление внутреннего по-
ложительного контроля, представляющего 
собой ДНК целевых организмов, непосред-
ственно в  образец выделенной эДНК перед 
амплификацией (Goldberg et al., 2016). Бо-
роться с ингибиторами помогает разбавление 
образцов, тщательная очистка образцов ДНК 
или добавление белков, таких как бычий сы-
вороточный альбумин (Harper et al., 2019). 
В некоторых случаях эДНК не детектируется 
из-за низкой концентрации. В таких случаях 
параллельное выделение эРНК может помочь 
детекции благодаря относительно высокой 
концентрации рРНК (Marshall et al., 2021).

Сравнение эДНК  
со стандартными методами  
оценки биоразнообразия рыб

Результаты учёта биоразнообразия 
рыб, полученные с  помощью метабаркодин-
га эДНК, сравнимы или даже превосходят 
по  эффективности традиционные методы 
учёта с помощью орудий лова или подводной 
видеодокументации (Gehri et al., 2021; Hallam 
et al., 2021; Wang et al., 2021). Основным пре-
имуществом эДНК является неинвазивность 
технологии, так как не применяется лов самих 
рыб, и  вмешательство в  их местообитание 
является минимальным. Кроме того, тради-
ционные методы трудоёмкие, требуют спе-
циального разрешения, а  морфологическая 
идентификация может привести к  ошибкам, 
поэтому требует навыков профессионально-
го ихтиолога (Czachur et al., 2022; Kumar et 
al., 2022). Снижение затрат при использова-
нии эДНК позволит проводить исследования 
чаще, охватывать большие территории. Бону-
сом эДНК также является «побочный» улов 

при условии применения универсальных или 
дополнительных праймеров: поскольку пул 
метагеномной эДНК содержит молекулы всех 
обитателей водоёма, то  помимо рыб можно 
идентифицировать амфибий, водных беспоз-
воночных, простейших, планктон и даже на-
земных животных с прилегающих к водоёму 
территорий (Nguyen et al., 2020; Macher et al., 
2021).

Рыбы часто распределены в  простран-
стве неравномерно: собираются в  косяки, 
предпочитают держаться в  определённых 
местах обитания, прячутся от  хищников. 
По  этой причине многие виды рыб могут 
быть не  обнаружены стандартными метода-
ми, если орудие лова не  было расположено 
в точке наибольшего скопления рыб. В то же 
время они могут быть обнаружены с  помо-
щью пробы эДНК, взятой на расстоянии де-
сятков или сотен метров от места расположе-
ния рыб. Молекулы эДНК перемешиваются 
в толще воды при движении водных масс, по-
этому эДНК распределена в водной среде бо-
лее равномерно, чем сами рыбы. В этом пре-
имущество использования метода эДНК для 
оценки наличия/отсутствия видов. С  другой 
стороны, по причине «мобильности» исполь-
зование эДНК может давать ложноположи-
тельный результат. Например, эДНК может 
переноситься на  далёкие расстояния с  фека-
лиями хищников, а  также при перемещении 
мёртвых рыб хищниками или падальщиками 
(Goldberg et al., 2016), то  есть эДНК долгое 
время остаётся детектируемой после смерти 
организма (Gehri et al., 2021). По этой причине 
рекомендуется дополнять эДНК одновремен-
ным исследованием эРНК. Разные скорости 
выделения и деградации эДНК и эРНК могут 
привести к  более точным результатам оцен-
ки биоразнообразия, чем при использовании 
только одной технологии. Комбинация эДНК/
эРНК может помочь в сложных для интерпре-
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тации случаях и  дать более точные данные 
(Marshall et al., 2021). Первое исследование, 
применившее оба метода одновременно для 
изучения биоразнообразия рыб, показало, что 
чувствительность эРНК была эквивалентна 
чувствительности эДНК; однако его прогно-
стическая значимость положительного ре-
зультата была выше, чем у эДНК (Miyata et al., 
2021). Кроме того, исследование эРНК позво-
лило выявить случаи ложноположительного 
обнаружения видов по эДНК в результате за-
грязнения водоёма сточными водами с содер-
жанием отходов рыбопродуктов.

Несмотря на большое преимущество при-
менения эДНК, важная информация может 
быть упущена или искажена, если не допол-
нять метабаркодинг эДНК традиционными 
методами. Например, данные о половой, воз-
растной и  размерной структуре популяций, 
а также о межвидовой гибридизации не могут 
быть получены при использовании метабор-
кодинга эДНК (Goldberg et al., 2016; Gehri et 
al., 2021). Кроме того, как мы уже обсуждали 
выше, даже в контролируемых условиях экс-
перимента часто не удаётся обнаружить зави-
симость количества прочтений эДНК от  ко-
личества особей или их биомассы (Shu et al., 
2020). С  осторожностью следует полагаться 
на данные эДНК при мониторингах биоразно-
образия с целью охраны окружающей среды. 
В то время как обнаружение видов-вселенцев 
с помощью эДНК может дать ранний сигнал 
об их присутствии (Goldberg et al., 2016), ис-
пользование исключительно эДНК для мони-
торинга редких видов может скрыть фактиче-
ское сокращение их численности.

Подводя итог сказанному, нельзя ожи-
дать, что метабаркодирование эДНК полно-
стью заменит стандартные методы для оцен-
ки популяций рыб. Для тех видов, которые 
легко обнаружить визуальным учётом, эДНК 
может быть даже менее эффективным мето-

дом. Однако применение эДНК в комбинации 
с зарекомендовавшими себя традиционными 
методами может помочь исследованию, эф-
фективному использованию и охране популя-
ций рыб.

Особенности применения эДНК  
для оценки биоразнообразия рыб  
в различных типах водоёмов
Озёра

Озёра являются классическими водо-
ёмами для проведения метабаркодинга эДНК 
(Hänfling et al., 2016b; Valdez-Moreno et al., 
2019; Littlefair et al., 2021). Гидрология озёр 
позволяет эДНК распространяться в  толще 
воды относительно предсказуемо, что облег-
чает моделирование динамики популяций 
на  основе данных эДНК. Тем не  менее при 
планировании мест отбора проб необходимо 
учитывать уникальную морфологию озера 
и  тип стратификации (Littlefair et al., 2021). 
Оптимальным является взятие нескольких 
проб вдоль береговой линии, а  также в цен-
тральной части озера в  разных слоях в  слу-
чае глубоких или стратифицированных озёр 
(Bruce et al., 2021).

Пруды

Пруды по  большей части игнорируются 
в  исследованиях биоразнообразия по  причи-
не своей многочисленности и «неуникально-
сти», в то время как они являются отличным 
местом для сбора проб, поскольку ввиду не-
большого объёма часто накапливают высокие 
концентрации эДНК, а также ввиду большо-
го числа в совокупности могут обладать вы-
соким биоразнооразием (Harper et al., 2019). 
К методическим особенностям работы с пру-
дами относится мутность воды с высоким со-
держанием частиц отмершей высшей расти-
тельности и микроводорослей, что приводит 
к быстрому забиванию фильтров.



– 17 –

Olesya V. Kolmakova. Environmental DNA (eDNA) in Fish Biodiversity Studies

Реки

В  проточных водоёмах надёжность ме-
тода эДНК может казаться сомнительной из-
за высокой скорости перемещения носителя. 
Однако многократные исследования доказали 
возможность применения эДНК для оценки 
распределения сообществ рыб в  реках. Так, 
на  основе пространственно-временного мо-
ниторинга эДНК рыб Ляпорте с  соавторами 
(Laporte et al., 2021) выделили 8 видовых со-
обществ, распределённых по речной системе 
с  притоками, причём эти сообщества были 
устойчивыми даже в  разные годы. Халлам 
с  соавторами (Hallam et al., 2021) продемон-
стрировали, что применение метабаркодинга 
эДНК рыб выявляет больше пресноводных 
видов в  реке Темзе, чем сочетание электро-
лова, бортового траления, лова ручной сетью 
и  береговым неводом, даже несмотря на  об-
ширные усилия по  отбору проб с  помощью 
традиционных методов. Авторы считают, 
что некоторая вариабельность в результатах, 
полученных разными методами, не повлияет 
на  точность простых экологических моде-
лей структуры сообщества и, таким образом, 
не  должна рассматриваться как серьезное 
препятствие для внедрения эДНК в  рутин-
ный мониторинг речных сообществ. Анало-
гично в небольшом ручье Олдс с соавторами 
(Olds et al., 2016) с большой достоверностью 
идентифицировали на 4 вида больше с помо-
щью эДНК, чем с помощью электролова.

Исследователи не могут сойтись во мне-
нии, насколько далеко может путешествовать 
эДНК от  источника вниз по  реке. В  одних 
исследованиях концентрация эДНК плавно 
убывает при удалении от источника, в то вре-
мя как в других на протяжении 9 км нет за-
метных трендов в  изменении концентрации 
эДНК (Laporte et al., 2021). Моделирование 
траектории распространения эДНК кумжи 
показало, что она переносилась практически 

без латерального смещения по  прямой ли-
нии на протяжении 5 км (Laporte et al., 2020). 
Предполагается, что лучше всего отражают 
концентрацию эДНК при удалении от источ-
ника гидродинамические модели распростра-
нения ДНК, которые зависят от особенностей 
конкретной речной системы (Laporte et al., 
2021), в первую очередь от скорости течения.

При отборе проб в реках рекомендуется 
отбирать пробы через примерно равные ин-
тервалы, но при этом учитывать расположе-
ние притоков (Bruce et al., 2021).

Моря

Основной сложностью изучения био-
разнообразия морей является высокая логи-
стическая стоимость традиционно применя-
емых программ мониторинга (Czachur et al., 
2022). Данные о распределении морских рыб 
обычно основаны на информации об уловах, 
полученных в результате коммерческого ры-
боловства или экологических исследований, 
поэтому в  основном касаются промысловых 
видов. В связи с этим данные о биоразнообра-
зии морских рыб ограничены как во времени, 
так и в пространстве.

Метабаркодинг эДНК представляет ре-
шение проблем традиционного мониторинга, 
так как пробы можно брать прямо в прибреж-
ной зоне, не выходя в открытое море (Czachur 
et al., 2022). Конечно, в  этом случае могут 
быть не зарегистрированы виды, обитающие 
на больших глубинах или в открытом океане 
(Bruce et al., 2021). Оптимальной схемой от-
бора проб в морских системах является взя-
тие большого количества проб равномерно 
по трансектам и на разных глубинах.

Применение эДНК  
для мониторинга рыб в России

В последние несколько лет в России по-
явились первые исследования рыб с  помо-
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щью метабаркодинга эДНК. Первым из  от-
ечественных проектов стал стартовавший 
мониторинг ценных и исчезающих видов рыб 
Дальнего Востока (Туранов, 2020). Обсужда-
ются перспективы применения и апробирует-
ся метод эДНК для изучения гидробионтов 
Байкала (Kirilchik, 2018). Также иностранные 
исследователи выполняют работы в  верхо-
вьях Волги (Schenekar et al., 2020).

Экономическая эффективность приме-
нения метода эДНК в  российских условиях 
неоднозначна. Зарубежные исследования 
считают метабаркодинг эДНК дешевой аль-
тернативой «научному лову» (Zhang et al., 
2020). Спецификой нашей страны являет-
ся относительно высокая стоимость реак-
тивов для молекулярной генетики и  услуг 
по  секвенированию, из-за чего высокопро-
изводительное секвенирование дороже, чем 
в  США и  многих других странах. В  то  же 
время стоимость профессиональной рабо-
чей силы относительно низкая. Тем не  ме-
нее из-за обширной территории и  нехватки 
специалистов-ихтиологов широкомасштаб-
ные исследования биоразнообразия, такие 
как проводятся в Канаде и Японии, возможны 
только с использованием эДНК и полностью 
оправданы с точки зрения затрат, поскольку, 
как никакое другое мероприятие, позволя-
ют принимать рациональные решения для 
сохранения биоразнообразия в  условиях 
растущего антропогенного пресса на  окру-
жающую среду. Для успешного применения 
эДНК в России понадобится дополнение ге-
нетических баз данных рыб отсутствующи-
ми последовательностями видов-эндемиков 
и местных популяций.

Заключение

Неоспоримо, что в будущем эДНК войдёт 
в арсенал стандартных методов мониторинга 
водных экосистем, как вошли молекулярно-
генетические методы в  криминалистику, 
клиническую диагностику и  другие сферы 
общественной жизни. Во многих странах уже 
работают коммерческие компании, оказыва-
ющие услуги по исследованию биоразнообра-
зия водоёмов и  их водосборных бассейнов, 
в  особенности на  предмет наличия охраня-
емых или инвазивных видов (EnviroDNA, 
Австралия; Naturemetrics, Великобритания; 
Genidaqs, США; eDNASolutions, Швеция 
и др.). Государственные органы охраны окру-
жающей среды многих стран и  другие при-
родоохранные организации рекомендуют 
применять эДНК для рутинного мониторин-
га популяций рыб (Hänfling et al., 2016a; The 
eDNA Society, 2019; Bruce et al., 2021).

Мониторинг биоразнообразия рыб с по-
мощью эДНК часто превосходит традицион-
ные методы по количеству обнаруженных ви-
дов, при этом он менее трудоёмкий и помогает 
избежать отрицательных последствий для 
рыб и  их мест обитания. С  другой стороны, 
для получения количественной информации 
о численности и биомассе по эДНК необходи-
мо учитывать биологию вида, а  также знать 
возрастно-размерную структуру популяции 
(Maruyama et al., 2014; Rourke et al., 2022), 
а  значит  – ​дополнять метабаркодинг эДНК 
традиционными методами. Будущие иссле-
дования должны сосредоточиться на  разра-
ботке количественных методов мониторинга 
биоразнообразия рыб по эДНК, а также гиб-
ких общепринятых стандартов методики.
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Abstract. One of the current trends in research of botanical institutions is the creation of bioresource 
collections, which are used in scientific experiments, applied research, and education. In the Central 
Siberian Botanical Garden of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences (CSBG SB RAS), 
the bioresource collection USU 44053 is used not only for scientific research, but also for the training 
of bachelors and masters of biological and agricultural sciences. The purpose of the present work is 
to describe research methods employed in the CSBG SB RAS to certify resources and characterize 
specimens in bioresource collections of rare and economically valuable plants using modern molecular 
genetic approaches and digital technologies. The characterization of collection specimens is based on 
the most permanent features such as morphometric parameters of seeds. Micrographs of the digital 
seed library make it possible to describe the morphological features of seeds and carry out statistical 
processing of morphometric parameters using a Carl Zeiss Stereo Discovery V12 stereomicroscope with 
an AxioCam MRc‑5 high-resolution digital sensor (AxioVision 4.8 software). In the work with the digital 
seed library, descriptive-morphological and statistical methods of data processing are used. To date, 
the digital library of the CSBG has more than 280 accessions, the species of the families Asteraceae, 
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Brassicaceae, Caryophyllaceae, Poaceae, Rosaceae, and Solanaceae being the most diversely represented 
in it. The data on the morphology and morphometry of seeds of the species belonging to the families 
Amaranthaceae, Begoniaceae, Capparaceae, Hydrophyllaseae, Onagraceae, Paeoniaceae, Papaveraceae, 
Polemoniáceae, Scrophulariaceae, and Verbenaceae are also used in the educational process. Additional 
characterization is provided by microphotographs of karyotypes, which reveal chromosome races among 
representatives of intraspecific diversity. Storage proteins of mature seeds are the most convenient 
markers for studying intra- and interspecific variability and specifying taxonomic diversity, for related 
species as well. Therefore, electrophoretic analysis of the composition of seed storage proteins is an 
effective method for characterizing plant genotypes included in the bioresource collections. An important 
characteristic of the samples included in bioresource collections is the description of their reproductive 
systems, in particular, seed formation under different pollination modes. Electrophoretic analysis used 
to identify the types of seed reproduction in perennial grasses of the Triticeae tribe showed that in 
all species of Elymus L., the spectra of sister grains were highly identical, supporting the idea of self-
pollination being the main reproduction type of the species of this genus. By contrast, in Agropyron 
cristatum (L.) Gaertn., the spectra of the seeds of the same plant showed high heterogeneity, indicating 
cross-pollination and multiple allelism in the genes that control prolamin proteins.

Keywords: bioresource collection, digital seed library, karyotype, storage protein electrophoresis, 
Hordeum vulgare L., Matthiola incana (L.) Aiton., Salvia splendens Sellow ex Schult., Elymus L., 
Agropyron cristatum (L.) Gaertn., Elytrigia repens (L.) Desv. ex Nevski, Elytrigia geniculata (Trin.) 
Nevski, Psathyrostachys juncea (Fisch.) Nevski, Hordeum jubatum L.
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Паспортизация объектов биоресурсной коллекции  
USU 44053 ЦСБС СО РАН  
с использованием цифровой семенотеки  
и цитолого-генетических методов
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Аннотация. Одним из современных направлений исследований ботанических учреждений 
является создание биоресурсных коллекций, которые используются для проведения научных 
экспериментов, прикладных разработок и в образовательном процессе. В Центральном сибирском 
ботаническом саду СО РАН на базе биоресурсной коллекции USU 44053 проводятся не только 
научные исследования, но также подготовка бакалавров и магистрантов биологических 
и сельскохозяйственных специальностей. Цель работы – ​описание методов, используемых 
в ЦСБС СО РАН для паспортизации и характеристики объектов биоресурсных коллекций 
редких и хозяйственно-ценных растений с использованием современных молекулярно-
генетических методов и цифровых технологий. Для характеристики коллекционных образцов 
привлекаются наиболее константные признаки, например морфометрические показатели 
семян. Микрофотографии цифровой семенотеки позволяют описать морфологические признаки 
семян и провести статистическую обработку морфометрических параметров с использованием 
стереомикроскопа Carl Zeiss Stereo Discovery V12 с цифровой камерой высокого разрешения 
AxioCam MRc‑5 (программное обеспечение AxioVision 4.8). При работе с цифровой семенотекой 
используются описательно-морфологический и статистический методы обработки данных. 
К настоящему времени цифровая семенотека ЦСБС насчитывает более 280 образцов, наиболее 
широко в ней представлены виды семейств Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Poaceae, 
Rosaceae, Solanaceae. Также в учебном процессе используются сведения по морфологии 
и морфометрии семян видов, входящих в семейства Amaranthaceae, Begoniaceae, Capparaceae, 
Hydrophyllaсеае, Onagraceae, Paeoniaceae, Papaveraceae, Polemoniaceae, Scrophulariaceae, Verbenaceae. 
Дополнительной характеристикой являются микрофотографии кариотипов, позволяющие выявить 
среди представителей внутривидового разнообразия коллекционных образцов хромосомные расы. 
Для изучения внутри- и межвидовой изменчивости и уточнения таксономического разнообразия, 
в том числе родственных видов, наиболее удобными маркерами являются запасные белки 
зрелых семян. Поэтому электрофоретическое исследование состава запасных белков семян 
является эффективным методом характеристики генотипов растений, входящих в биоресурсные 



– 27 –

Olga Yu. Vasilyeva, Sultan Kh. Vyshegurov… Certification of Samples in the Bioresource Collection…

коллекции. Важной характеристикой объектов, входящих в биоресурсные коллекции, является 
описание присущих им систем размножения, в частности завязывания семян при различных 
способах опыления. Проверка возможности использования электрофоретического метода с целью 
идентификации способов семенной репродукции у многолетних злаков трибы Triticeae показала, 
что у всех видов Elymus L. спектры сестринских зерновок в высокой степени идентичны, что 
подтверждает представление о самоопылении как основной форме размножения видов этого рода. 
У Agropyron cristatum (L.) Gaertn., напротив, спектры характеризовались высокой гетерогенностью 
семян с индивидуального растения, что является показателем перекрестного опыления при 
наличии множественного аллелизма по генам, контролирующим проламиновые белки.

Ключевые слова: биоресурсная коллекция, цифровая семенотека, кариотип, электрофорез 
запасных белков, Hordeum vulgare L., Matthiola incana (L.) Aiton., Salvia splendens Sellow ex 
Schult., Elymus L., Agropyron cristatum (L.) Gaertn., Elytrigia repens (L.) Desv. ex Nevski, Elytrigia 
geniculata (Trin.) Nevski, Psathyrostaсhys juncea (Fisch.) Nevski, Hordeum jubatum L.
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Введение

Одним из важнейших направлений иссле-
дований отечественных и зарубежных ботани-
ческих садов является изучение и сохранение 
растительного биоразнообразия, а также обо-
снование его рационального использования 
(Volis, Blecher, 2010; Heywood, Iriondo, 2003; 
Новикова, 2013). Традиционно данные работы 
проводятся как in situ, так и ex situ. Особую 
теоретическую значимость имеет изучение 
внутривидового полиморфизма в естественных 
местообитаниях, а прикладным аспектом явля-
ется поиск в природе видов и форм с потенци-
альными хозяйственно-ценными признаками.

К числу новейших научных направлений 
относится создание биоресурсных коллекций 
(Васильева и др., 2018), под которыми, соглас-
но определению Минобрнауки, понимается 
«научно-систематизированное, докумен-
тированное и гарантированно сохраняемое 
на долгосрочной основе собрание биологиче-
ских объектов естественного и (или) искус-
ственного происхождения, обладающее общим 
набором специфических характеристик, ис-
пользующееся для проведения научных ис-
следований, прикладных разработок и (или) 
образовательного процесса». Иными словами 
это – ​систематизированные хранилища био-
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логического материала в любых комбинациях 
и формах. Как правило, коллекции собираются 
десятилетиями и описывают огромное число 
образцов (https://minobrnauki.gov.ru/documents/? 
ELEMENT_ID=36155; Лашин и др., 2018).

Имеющиеся и  создаваемые коллекции 
сельскохозяйственных растений и их дикора-
стущих сородичей, такие как УНУ «Генетиче-
ская коллекция растительных ресурсов ВНИ-
ИССОК» (http://ckp-rf.ru/usu/508567/) и  УНУ 
«Коллекция генетических ресурсов риса, 
овощных и  бахчевых культур» (http://www.
vniirice.ru/page/structure/semennaya-kollekciya-
fgbnu-vnii-risa), имеют непосредственное от-
ношение к  исполнению Указа Президента 
Российской Федерации №  350 от  21.07.2016  г. 
«О  мерах по  реализации государственной 
научно-технической политики в  интересах 
развития сельского хозяйства». Оценка устой-
чивости и  продуктивности образцов подоб-
ных коллекций является важным прикладным 
аспектом исследований (Осипова, 2021).

В  условиях сибирского региона круп-
нейшей биоресурсной коллекцией является 
ГенАгро, созданная на  базе генетической 
коллекции растений ИЦиГ СО РАН и  кол-
лекции полевых культур СибНИИРС, насчи-
тывающая в настоящее время более 11 тысяч 
образцов. Это линии, сорта, гибриды и дико-
растущие формы растений, по которым име-
ется информация об  их морфологических, 
физиологических, биохимических и  гене-
тических характеристиках. Центр коллек-
тивного пользования ГенАгро предостав-
ляет образцы коллекционного материала 
научным организациям и  высшим учебным 
заведениям для проведения исследований 
в  области генетики и  селекции растений 
(http://ckp.icgen.ru/plants/).

В Центральном сибирском ботаническом 
саду СО РАН (г.  Новосибирск) в  биоресурс-
ную коллекцию USU №  440534 входят кол-

лекция редких и исчезающих видов, а также 
коллекция декоративных растений.

Многолетние наблюдения за  видами, 
формами и сортами – ​коллекционными образ-
цами – ​позволяют накопить и статистически 
обработать данные по  их сезонному разви-
тию, онтогенезу, морфогенезу и репродуктив-
ной биологии. Многие признаки, особенно 
количественные, обладают высокой экологи-
ческой пластичностью, подвержены влиянию 
конкретных метеоусловий периодов зимовки 
и  вегетации. Однако для описания образцов 
в качестве объектов биоресурсных коллекций 
необходимо выбирать наиболее константные 
показатели (Сарлаева, Васильева, 2021).

Цель настоящей работы – ​описание мето-
дов, используемых в ЦСБС СО РАН для паспор-
тизации и характеристики объектов биоресурс-
ных коллекций редких и хозяйственно-ценных 
растений с  использованием современных 
молекулярно-генетических методов и  цифро-
вых технологий.

Цифровая семенотека

К числу наиболее константных признаков 
относятся морфометрические характеристики 
семян, которые иногда даже используются в ка-
честве диагностических признаков, особенно 
при привлечении современных возможностей 
сканирующей электронной микроскопии. По-
этому для проведения научных исследований 
и использования в образовательном процессе 
возможностей биоресурсной коллекции ЦСБС 
было начато создание цифровой семенотеки 
(Васильева, Сарлаева, 2021). Первыми объ-
ектами стали виды однолетних красивоцве-
тущих и  декоративно-лиственных растений, 
а также декоративных злаков. На первом эта-
пе цифровая семенотека составлялась за счет 
морфологических описаний и получения мор-
фометрических характеристик семян местной 
репродукции видов однолетних декоративных 
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растений, собранных на  экспериментальных 
участках, входящих в  биоресурсную коллек-
цию ЦСБС (сем. Amarantheceae, Asteraceae, 
Begoniaceae, Brassicaceae, Capparaceae, 
Caryophyllaceae, Hydrophyllaсеае, Onagraceae, 
Paeoniaceae, Papaveraceae, Polemoniaceae, 
Scrophulariaceae, Solanaceae, Verbenaceae). 
В  дальнейшем были описаны семена раз-
личных образцов, собранных в процессе экс-
педиций в  естественных местообитаниях 
(сем. Asteraceae, Caryophyllaceae, Paeoniaceae, 
Poaceae, Ranunculaceae, Rosaceae).

Описание формы семян и  поверхности 
семенной кожуры проводилось по  общепри-
нятым методикам (Дымина, Черемушкина, 
2003) с  использованием стереомикроскопа 
Carl Zeiss Stereo Discovery V12 с цифровой ка-
мерой высокого разрешения AxioCam MRc‑5 
(программное обеспечение AxioVision 4.8). 
Полученные морфометрические параметры 
использовались для статистической обработ-
ки, которая проводилась с применением про-
граммы Excel (Доспехов, 1985).

Снимки семян в  одном поле зрения де-
лались дважды (рис.  1). На  первом снимке, 
используемом для описания цвета, формы 
и  скульптуры поверхности, проставлялась 
масштабная линейка (1 мм). На втором сним-
ке того же поля зрения у выполненных семян 

указывались конкретные параметры длины 
и  ширины, а  у  имеющих округлую форму  – ​
диаметр.

В  случае с  крупными семенами делал-
ся третий снимок уже другого поля зрения, 
чтобы получить по 10–12 параметров длины 
и ширины (рис. 2).

Этого числа измерений оказалось доста-
точно для подавляющего большинства об-
разцов (табл. 1), чтобы собрать статистически 
достоверные данные о размерах семян (отно-
сительная ошибка не превышала 5 %).

Данные морфометрические характери-
стики дополняют сведения, касающиеся по-
тенциальной и  реальной семенной продук-
тивности, что в совокупности является одним 
из  важнейших показателей успешности ин-
тродукции конкретных таксонов.

Высокая информативность цифровой 
семенотеки заключается в подборе достаточ-
но унифицированных (посредством исполь-
зования стереомикроскопа Carl Zeiss Stereo 
Discovery V12) оцифрованных изображений 
в  отличие от  разрозненных микрофотогра-
фий, выполненных с  использованием раз-
личной микротехники. Материалы по  ра-
боте с  цифровой семенотекой включены 
в рабочую тетрадь (Васильева, 2021), что по-
зволяет студентам изучить широкий спектр 

Рис. 1. Matthiola incana (L.) Aiton. Форма (слева) и размеры (справа) семян

Fig. 1. Matthiola incana (L.) Aiton. Shape (left) and size (right) of seeds
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видов на  практических занятиях. Таким об-
разом, при работе с  цифровой семенотекой 
на  первом этапе используются описательно-
морфологический и  статистический методы 
обработки данных. Анализ образцов семян 
однолетних декоративных растений пока-
зал, что Ageratum houstonianum, Amaranthus 
caudatus, A. paniculatus, Arctotis stoechadifolia, 
Brachycome iberidifolia, Gilia capitata, 
G.  tricolor, Godetia amoena, Iberis amara, 
I.  umbellata, Lavatera trimestris, Mentzelia 
lindleyi, Mimulus luteus, Nicandra physaloides, 
Phacelia tanacetifolia, Salpiglossis sinuata, 
Salvia splendens, Venidium fastuosum образуют 
в местных условиях выполненные качествен-

ные семена, что подтвердилось в дальнейшем 
их высокой лабораторной, тепличной, а у об-
разцов, размножаемых подзимним и  весен-
ним посевом, – ​и грунтовой всхожестью.

Хромосомный анализ

Цитологические исследования выполня-
ются согласно рекомендациям Центра кол-
лективного пользования микроскопического 
анализа биологических объектов ЦСБС СО 
РАН (Красников и др., 2016). Семена зерновой 
культуры (Hordeum vulgare L.) помещаются 
в  чашки Петри на  предварительно смочен-
ную дистиллированной водой фильтроваль-
ную бумагу и проращиваются при комнатной 

Таблица 1. Размеры семян однолетних и многолетних декоративных растений

Table 1. Seed sizes of annual and perennial ornamental plants

Вид Размеры семян, мм
Статистические показатели

x±Sx V% Sx%

Matthiola incana
длина 2,34 ± 0,10 14,10 4,27

ширина 1,97 ± 0,09 16,24 4,57

Salvia splendens
длина 3,00 ± 0,05 5,33 1,67

ширина 1,81 ± 0,05 8,84 2,76

Festuca glauca
длина 5,45 ± 0,21 12,11 3,85

ширина 0,78 ± 0,03 14,10 3,88

Примечание: x – ​средняя арифметическая; Sx – ​ошибка средней; V% – ​коэффициент вариации; Sx% – ​относительная 
ошибка средней

Рис. 2. Salvia splendens Sellow ex Schult. Размеры семян в первом (слева) и втором (справа) поле зрения

Fig. 2. Salvia splendens Sellow ex Schult. Seed sizes in the first (left) and second (right) fields of view



– 31 –

Olga Yu. Vasilyeva, Sultan Kh. Vyshegurov… Certification of Samples in the Bioresource Collection…

температуре (+20оС) до  появления всходов, 
периодически увлажняя.

Процесс приготовления давленых препа-
ратов для кариологического анализа состоит 
из предварительной обработки растительного 
материала, фиксации, окраски и  собственно 
приготовления препарата. Предфиксацион-
ная обработка материала проводится в 0,2 % 
растворе колхицина в течение 2-х часов, фик-
сация материала в фиксаторе Кларка.

Ряд объектов наших исследований отно-
сится к  категории редких видов или находя-
щихся под угрозой исчезновения (Новикова, 
Дорогина, 2010), а также не отличается высокой 
семенной продуктивностью (Фомина, 2012), 
кроме того семенам некоторых видов присущ 
не вынужденный, а глубокий покой (Vasil'eva, 
2009). Поэтому при освоении студентами 
и  аспирантами семеноведческих и  цитологи-
ческих методик нами задействованы предста-
вители сем. Мятликовые (Poaceae), отличаю-
щиеся крупными зерновками, находящимися 
в состоянии вынужденного покоя, традицион-
но используемые в качестве сидератов (рис. 3). 
Hordeum vulgare является одним из основных 
модельных объектов, используемых в учебном 
процессе. На рис. 3 показан микропрепарат ка-
риотипа, выполненный в  рамках подготовки 
магистерской диссертации. После освоения 

методик на  модельных объектах приступают 
к  цитологическим исследованиям коллекци-
онных образцов.

Электрофоретические спектры 
проламинов и запасных белков семени

Важной характеристикой объектов, вхо-
дящих в  биоресурсные коллекции, является 
описание присущих им систем размножения, 
в  частности завязывания семян при различ-
ных способах опыления (ксеногамии, авто-
гамии, гейтоногамии) или апомиктическим 
путем. В  ЦСБС интересными модельными 
объектами для изучения ксеногамии, перма-
нентной нечетной полиплоидии (Грант, 1984), 
а  также автогамии является родовой ком-
плекс Rosa L. (Vasil'eva, 2009), а также родо-
вой комплекс Elymus L. (Пырейник), многие 
представители которого используются в  ка-
честве кормовых или декоративных злаков. 
В условиях континентального климата виды 
пырейников ex situ можно размножать вегета-
тивно, а также семенами (рис. 4).

В  биоресурсной коллекции ЦСБС каж-
дый вид пырейника представлен большим 
числом образцов, собранных из  различных 
частей природного ареала. Исходные место-
нахождения образцов и авторы сбора приведе-
ны в табл. 2. Изучались семена дикорастущих 

Рис. 3. Hordeum vulgare L. Форма семян (слева) и общий вид кариотипа (справа)

Fig. 3. Hordeum vulgare L. The shape of the seeds (left) and the general appearance of the karyotype (right)
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растений видов Elymus, собранные авторами 
в Сибири, в Приморском крае, а  также в За-
падном и  Центральном Тянь-Шане в  преде-
лах Республики Кыргызстан. Экстракцию 
и разделение проламинов из изолированного 

эндосперма индивидуальных зерновок прово-
дили по ранее описанным методикам (Агафо-
нов, Агафонова, 1990; Агафонова, Агафонов, 
1991), а  процедуры по  выделению суммар-
ных запасных белков эндосперма и электро-

Рис. 4. Elymus сiliaris (Trin.) Tzvel. (слева) и Elymus sibiricus L. (справа)

Fig. 4. Elymus сiliaris (Trin.) Tzvel. (left) and Elymus sibiricus L. (right)

Таблица 2. Происхождение образцов видов Elymus L., используемых в данной работе

Table 2. Origins of Elymus L. specimens used for the current research

Вид Код образца 
(популяции) Местонахождение, автор сбора

E. sibiricus L. ALT‑8401 Респ. Алтай, Шебалинский р-н, окр. пос. Топучая 
(А. Красников)

E. pendulinus (Nevski) 
Tzvel. VLA‑8601 Приморский кр., окр.г. Владивостока (А. Агафонов, 

О. Агафонова)

E. pendulinus MES‑8608 Приморский кр., Хасанский р-н, окр. пос. Анисимовка 
(А. Агафонов, О. Агафонова)

E. pendulinus GAL‑8913 Респ. Алтай, Онгудайский р-н, дол.р. Б. Ильгумень 
(А. Агафонов, О. Агафонова)

E. fedtschenkoi Tzvel. CHA‑8745 Кыргызстан, Зап. Тянь-Шань, хр. Чандалаш (А. Агафонов, 
О. Агафонова)

E. praecaespitosus (Nevski) 
Tzvel. CHA‑8708 то же

E. praecaespitosus CUR‑8803 Кыргызстан, Центр. Тянь-Шань, хр. Терскей Ала-Тоо, 
окр. пос Каджи-Сай (А. Агафонов, О. Агафонова)

E. caninus (L.) L. BEL‑93 Алтайский кр., Смоленский р-н, окр. пос. Белокуриха, 
галечник вдоль р. Белокурихи (А. Агафонов)

E. nutans Griseb. PMR‑8902 Зап. Памир, окр.г. Хорог (И. Красноборов)

E. nutans BAR‑8801
BAR‑8804

Кыргызстан, Центр. Тянь-Шань, хр. Терскей Ала-Тоо, 
ущ. Барскаун (А. Агафонов, О. Агафонова)

E. tschimganicus (Drobow) 
Tzvelev BAR‑8803 то же
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форез  – ​по  методике U. K.  Laemmli (1970) 
с  модификациями для многолетних злаков 
(Агафонов, Агафонова, 1992). В  алюминий-
лактатной и в SDS‑системе ПААГ‑электрофо-
реза изучали спектры проламинов из индиви-
дуальных зерновок с одного или с нескольких 
растений из разных видов и родов.

К  сожалению, не  всегда удается отли-
чить один вид от  другого только по  морфо-
логическим признакам, особенно если они 
близкородственные. Широкая морфологиче-
ская изменчивость, особенно у видов преиму-
щественно с перекрестным типом опыления, 
спонтанная межвидовая и межродовая гибри-
дизация значительно осложняют идентифи-
кацию растений и,  следовательно, таксоно-
мическую классификацию. Крайне затруднен 
анализ морфологически однородных попу-
ляций, идентификация и  маркирование осо-
бей, не  имеющих внешних фенотипических 
различий. При изучении этой изменчивости 
появляется ряд проблем, например выявле-
ние индивидуальной изменчивости и, в част-
ности, гибридных растений. Для этого не-
обходимо использовать метод, позволяющий 
анализировать отдельные семена, независимо 
от  их массы. Разработанная нами методика 
экстракции электрофоретического разделе-
ния в полиакриламидном геле (ПААГ) прола-
минов у многолетних представителей трибы 
Triticeae (Пшеницевые) позволяет идентифи-
цировать генотипы с массой эндосперма 0,1–
1,0 мг, отделяя при этом оболочку и зародыш. 
Разрешающей способности метода достаточ-
но, чтобы анализировать половину зерновки, 
а оставшуюся часть вместе с зародышем про-
ращивать и получать взрослое растение с из-
вестным исходным составом проламиновых 
компонентов спектра (Агафонов, Агафонова, 
1990; Агафонова, Агафонов, 1991).

С  помощью запасных белков зерновки 
можно проводить анализ не  только внутри- 

и  межпопуляционной изменчивости для вы-
явления генетического полиморфизма, для 
уточнения видовой принадлежности, а также 
определить, какой тип опыления присущ кон-
кретному образцу, не проводя полевых опы-
тов с изоляцией соцветий.

Для идентификации самоопыляющихся 
видов Elymus (в SDS‑системе ПААГ‑электро-
фореза) в  анализ были взяты по  6 зерновок 
с каждого растения из алтайской популяции 
E. caninus BEL‑93 (рис. 5). На рисунке пока-
заны спектры зерновок с  четырех растений 
популяции. Все сестринские зерновки были 
полностью идентичны (мономорфны) при не-
значительных различиях между растениями.

Это означает отсутствие генетического 
расщепления и,  следовательно, высокий уро-
вень гомозиготности растений характерен для 
данной популяции. В целом в результате ана-
лиза этих электрофоретических спектров вы-
явлена полная идентичность спектров внутри 
каждого растения, но при этом обнаружена не-
большая внутрипопуляционная изменчивость.

При анализе дальневосточных видов 
E.  nutans (35 растений) и  E. pendulinus (23 
растения) (по 2 зерновки с каждого растения) 
(рис. 6) мы обнаружили полную идентичность 
спектров внутри пары каждого вида, несмотря 
на  значительные отличия между некоторыми 
растениями одного вида E. praecaespitosus 
(рис. 6, образец № 8). Случаи неполного совпа-
дения проламиновых спектров у сестринских 
зерновок отмечались у E. tschimganicus из Цен-
трального Тянь-Шаня (рис.  6, образец №  10), 
что свидетельствует о возможности переопы-
ления, обеспечивающего некоторый уровень 
гетерозиготности в  природных популяциях. 
При этом для каждого вида был характерен 
свой специфический спектр проламинов.

Исходя из полученных результатов мож-
но сделать вывод, что для полной характе-
ристики по  белкам эндосперма для видов 
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Рис.  5. SDS‑электрофореграмма белков эндосперма с  индивидуальных растений E. caninus (1–4) 
из популяции BEL‑93. Полипептидные спектры отдельных зерновок в варианте с обработкой экстрактов 
редуцирующим агентом 2-меркаптоэтанол (+ Me)

Fig. 5. SDS‑electrophoregram of endosperm proteins from individual E. caninus plants (1–4) from the BEL‑93 
population. Polypeptide spectra of individual grains in the variant with the treatment of extracts with the reducing 
agent 2-mercaptoethanol (+ Me)

рода Elymus достаточно двух-трех отдельных 
зерновок с  растения, если не  ставятся дру-
гие специальные задачи, например изучение 
внутри- и  межпопуляционной изменчивости 
в пределах одного вида и др.

Электрофоретические спектры пролами-
нов при необходимости можно использовать 
и  для межродовой идентификации, а  также 
для выявления типа опыления в роде в целом.

На  рис.  7 можно видеть, что представи-
тели родов с  перекрестным типом опыления 
(Agropyron, Elytrigia, Psathyrostachys) характе-
ризуются изменчивостью компонентного со-
става проламинов даже у сестринских зерновок. 
При этом идентичность проламиновых спек-
тров у зерновок вида Hordeum jubatum не слу-
чайна и может свидетельствовать о самоопыле-
нии вида как форме семенного размножения.

Таким образом, характер полипептид-
ных спектров запасных белков эндосперма 
может служить критерием уровня гетероген-
ности популяций, что можно использовать 
как один из  критериев для идентификации 

и паспортизации популяций, видов и коллек-
ции в целом. Метод применим также для объ-
ективного изучения динамики репродуктив-
ных процессов, а также в целях мониторинга 
популяций в  случаях истощения генофонда 
при антропогенном воздействии.

Особую теоретическую ценность в био-
ресурсных коллекциях имеют родовые 
комплексы, представленные образцами, 
собранными из  различных частей ареала 
конкретных видов, позволяющие более углу-
бленно изучать их генофонд, выявлять вну-
тривидовые категории и  хромосомные расы 
и в дальнейшем вовлекать их в селекцию.

Так, для идентификации и  регистрации 
конкретных генотипов с  помощью пролами-
нов и глютелинов можно выявлять гибридные 
сорта и виды (Асбаганов и др., 2014; Губарева 
и др., 2015; Вишнякова, Гончаров, 2019), изу-
чать внутрипопуляционные и внутривидовые 
пулы и  устанавливать межвидовые и  геном-
ные различия (Badaeva et al., 2019; Baum et al., 
2011; Grigoreva et al., 2019).
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Авторами при изучении внутри- и меж-
популяционной изменчивости на  ряде объ-
ектов показано, что каждая популяция 
и  каждый вид характеризуются различной 
изменчивостью и  специфической картиной 
распределения компонентов запасных белков 
семени (Тарвердян и  др., 2013; Есимбекова 
и др., 2015; Pomortsev et al., 2019).

Также, например, неоднократно выска-
зывалось мнение, что для проламинов всех 
представителей трибы Triticeae характерно 
сходное распределение компонентов, и для их 
регистрации может быть применена единая 
номенклатура, разработанная для хлебных 

культур (Конарев и др., 1983; Koнарев, 2002). 
Результаты наших исследований не  под-
твердили этот тезис в  отношении много-
летних злаков трибы. Каждому таксону ро-
дового уровня свойственно специфическое 
распределение проламиновых компонентов 
на  электрофореграммах, обусловленное их 
свойствами на  молекулярно-генетическом 
уровне. Видимо, можно говорить о специфи-
ческой архитектонике спектра, отражающей 
эволюцию базисных геномов (гапломов) 
или их стабильных комбинаций. По нашему 
мнению, многообразие молекулярных форм 
проламиновых белков многолетних злаков 

Рис.  6. Электрофореграммы проламинов разных видов Elymus L.  Спектры проламинов сестринских 
зерновок в алюминий-лактатной гелево-буферной системе. E. nutans: 1. PMR‑8902 (Памир); 2. BAR‑8801; 
3. BAR‑8804 (Центр. Тянь-Шань). E. pendulinus: 4. VLA‑8601 (г.  Владивосток); 5. MES‑8608 (Прим. 
край.); 6. GAL‑8913 (Респ. Алтай). 7. E. fedtschenkoi: CHA‑8745; E. praecaespitosus: 8. CHA‑8708 (Зап. 
Тянь-Шань); 9. CUR‑8803 (Центр. Тянь-Шань). 10. E. tschimganicus: BAR‑8803 (Центр. Тянь-Шань). ОЭП – ​
относительная электрофоретическая подвижность компонентов; St – ​эталонный спектр линии ALT‑8401 
E. sibiricus

Fig. 6. Electrophoregrams of prolamins of different Elymus L. species. Spectra of prolamins of sister grains in 
an aluminum-lactate gel-buffer system. E. nutans: 1. PMR‑8902 (Pamir); 2. BAR‑8801; 3. BAR‑8804 (Central 
Tien Shan). E. pendulinus: 4. VLA‑8601 (Vladivostok); 5. MES‑8608 (Primorsky Krai); 6. GAL‑8913 (Altai 
Republic). 7. E. fedtschenkoi: CHA‑8745; E. praecaespitosus: 8. CHA‑8708 (Tien Shan); 9. CUR‑8803 (Central 
Tien Shan). 10. E. tschimganicus: BAR‑8803 (Central Tien Shan). ОЭП – ​relative electrophoretic mobility of 
components; St – ​reference spectrum of the ALT‑8401 E. sibiricus line
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не  позволяет вести регистрацию отдельных 
компонентов спектра иначе, чем через вели-
чину относительной электрофоретической 
подвижности (ОЭП).

Дальнейшее развитие молекулярных ме-
тодов исследований помогло создать новые 
тест-системы, позволившие анализировать 
генетический полиморфизм на  уровне про-
дуктов генов (белковый или биохимический 
полиморфизм) и на уровне генетического ма-
териала клетки (полиморфизм ДНК).

В  настоящее время обсуждаются про-
блемы молекулярного полиморфизма и  воз-
можности его использования для решения 
теоретических и  прикладных проблем ге-
нетических ресурсов растений, селекции. 
Адаптивный характер полиморфизма наибо-
лее широко используемых белковых маркер-
ных систем рассматривается как важнейший 

аргумент для успешного использования бел-
ковых спектров не  только в  идентификации 
генетических ресурсов растений, но и для ге-
нетической дифференциации биоразнообра-
зия, а также анализа генетических процессов, 
происходящих в популяциях в естественных 
условиях, в ходе репродукции, селекции и се-
меноводства (Конарев, 2002).

Заключение

Таким образом, при описании образца, 
входящего в  биоресурсную коллекцию, сле-
дует внести в  цифровую семенотеку микро-
фотографии, характеризующие форму, разме-
ры семян и  кариотип образца (на  основании 
метафазных пластинок в  корешках пророст-
ков данных семян).

Современный хромосомный анализ – ​это 
не просто описание кариотипа, а изучение хро-

Рис. 7. SDS‑электрофореграммы белков эндосперма у разных видов Triticeae. Полипептидные спектры 
сестринских зерновок в  варианте с  обработкой экстрактов редуцирующим агентом 2-меркаптоэтанол 
(+Ме). Перекрестно опыляющиеся виды (1–4): 1. Agropyron cristatum; 2. Elytrigia repens; 3. Elytrigia 
geniculata; 4. Psathyrostaсhys juncea; 5. Самоопыляющийся вид Hordeum jubatum. kD – ​ориентировочная 
шкала молекулярных масс

Fig. 7. SDS‑electrophoregrams of endosperm proteins in different species of Triticeae. Polypeptide spectra of 
sister grains in the variant with the treatment of extracts with the reducing agent 2-mercaptoethanol (+Me). Cross-
pollinated species (1–4): 1. Agropyron cristatum; 2. Elytrigia repens; 3. Elytrigia geniculata; 4. Psathyrostaphys 
juncea; 5. Self-pollinated species Hordeum jubatum. kD – ​approximate scale of molecular weights
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мосом с помощью комплекса методов, позволя-
ющих получать разностороннюю информацию 
об  изучаемом объекте. Для этого проводится 
идентификация хромосом с  использованием 
дифференциального окрашивания, гибридиза-
ции in situ, анализа изображения, определение 
локализации отдельных генов и  их семейств 
и  т.п. Такие исследования имеют общебиоло-
гическое значение, так как позволяют устано-
вить главные принципы организации генома 
растений в  целом и  их отдельных хромосом, 
выявить общие черты структуры генов и  их 
регуляторных участков, рассмотреть соотно-
шение функционально активной (генной) ча-
сти хромосомы и различных не кодирующих 
белки межгенных участков ДНК. Хромосом-
ные технологии в обозримом будущем приоб-
ретут большое значение и для эволюционной 
геномики растений.

В  последние годы биологи все яснее 
осознают недостатки изучения только мор-
фологических особенностей организма, 
поэтому там, где это целесообразно при 
решении ряда задач, в частности вопросов так-
сономии, филогении, эволюции, сохранения 
генофондов видов растений и т.д., используют 
молекулярно-генетические методы. Поэто-
му еще одним перспективным направлением 
работы с  биоресурсными коллекциями яв-
ляется оптимизация сохранения генофондов 
редких и  хозяйственно-ценных видов расте-
ний, перспективных популяций, отдельных 
форм и  сортов посредством их молекулярно-
генетической паспортизации и  идентифика-

ции, включая оценку внутри- и межпопуляци-
онной изменчивости, а также выявление типа 
опыления по полипептидным спектрам семян.

Наши исследования подтверждают дан-
ные, полученные рядом авторов о  том, что 
наиболее удобными маркерами в  этом отно-
шении являются электрофоретические спек-
тры многокомпонентных, или множествен-
ных, и  генетически полиморфных белков 
семян с  хорошо выраженной внутривидовой 
изменчивостью. По  сравнению с  другими 
методами идентификации, они позволяют 
оптимизировать характеристики генофондов 
разных видов растений с учетом показателей 
генетического разнообразия. Молекулярно-
генетическая идентификация и  паспорти-
зация генофондов видов растений даёт воз-
можность проведения отбора в  природных 
условиях популяций и  их групп, как с  наи-
более типичными, так и  со  специфичными 
характеристиками. Это необходимо для оп-
тимизации сохранения генетического раз-
нообразия и  экологического статуса популя-
ций и позволяет на основании относительной 
электрофоретической подвижности (ОЭП) 
запасных белков составить молекулярно-
генетическую формулу популяции, вида 
и  обобщить данные в  виде генетического 
паспорта. Создание генбанков представляет 
собой чрезвычайно важную часть экологиче-
ских исследований, так как оно направлено 
на  сохранение информации о  генетическом 
разнообразии растений из  местных условий 
различных регионов мира.
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Abstract. This study aims to assess the developmental characteristics of Crataegus maximowczii 
C. K. Schneid on its introduction to the Kola Peninsula. Introduction of new plants aims to offer a 
range of highly ornamental trees and shrubs for municipal landscaping. Extending lists of highly 
viable and decorative plants that are suitable for landscaping has always been important. The paper 
describes the timing of phenological phases, morphometric parameters of inflorescences and fruits, as 
well as seed propagation under polar conditions. Phenological observations of plants were performed 
2–3 times a week during the growing season. Morphometric characteristics of inflorescences were 
examined during the period of mass flowering of each specimen. The inflorescence density was 
determined as the ratio of the number of flowers in an inflorescence to its width, the fruit-to-flower 
ratio was determined as the percentage of full fruit number to the number of buds. A hundred seeds 
of each specimen were collected, and individual weight of each seed was determined using the 
analytical balance. Pre-sowing treatment included cold stratification or scarification followed by 
two-stage stratification. Crataegus maximowiczii has a short shoot growth period, short pre-floral 
period, annual flowering and fruiting. Flowering phases were first observed at the age of 8 years. 
Flowering and fruiting phases occurred annually; the abundance of flowering and fruiting was given 
4–5 points on the five-point V. G. Kapper scale. The pre-floral period was of medium duration and 
lasted on average for 37 days. Fruit ripening occurred in September. The most stable parameter of 
the examined specimens was the number of flowers per inflorescence, while the number of fruits and, 
consequently, the fruit-to-flower ratio were more dependent on external conditions. Morphometric 
characteristics of inflorescences were species-specific. Average weight samples subjected to combined 
pre-sowing treatment had the highest germination rate.
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Особенности развития  
Crataegus maximowiczii C. K. Schneid.  
при интродукции за Полярным кругом

О. Е. Зотова, О. А. Гончарова
Полярно-альпийский ботанический сад-институт  

им. Н. А. Аврорина 
Российская Федерация, Апатиты

Аннотация. Данное исследование посвящено оценке развития Crataegus maximowczii при 
интродукции на Кольский Север. Одной из целей интродукции является разработка ассортимента 
высокодекоративных деревьев и кустарников для озеленения населенных пунктов. Пополнение 
списков растений, отличающихся высокой жизнеспособностью и декоративностью и подходящих 
для использования в озеленении, остается актуальным в настоящее время. В работе представлены 
сроки наступления фенологических фаз, морфометрические показатели соцветий, плодов, 
особенности семенного размножения при интродукции в условия Заполярья. Фенологические 
наблюдения за растениями проводили 2–3 раза в неделю в течение вегетационного сезона. 
Исследования морфометрических характеристик соцветий проведены в период массового цветения 
каждого образца. Плотность соцветий определяли как отношение числа цветков в соцветии к его 
ширине, процент плодоцветения определяли как отношение числа полноценных плодов к числу 
бутонов. С каждого экземпляра произведен отбор семян и определена индивидуальная масса 
каждого семени. Предпосевная подготовка проводилась методами холодной стратификации 
и скарификации с последующей двухэтапной стратификацией. У Crataegus maximowiczii 
короткий период роста побегов, непродолжительный префлоральный период, ежегодное 
цветение и плодоношение. Фазы цветения впервые отмечены в 8-летнем возрасте. Фазы цветения 
и плодоношения наблюдаются ежегодно, обилие цветения и плодоношения оценивается по шкале 
Капера в 4–5 баллов. Префлоральный период средней продолжительности длится в среднем 
37 суток. Созревание плодов отмечается в сентябре. Фактор видовой специфичности влияет 
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на морфометрические характеристики соцветий. У исследуемых экземпляров наиболее стабилен 
показатель количества цветков в соцветии, в то время как количество плодов и, следовательно, 
показатель плодоцветения в большей степени зависели от внешних условий. Наибольшей 
всхожестью обладают образцы со средними значениями массы, прошедшие комбинированную 
предпосевную подготовку.

Ключевые слова: фенологические фазы, цветение / плодоцветение, масса семян, предпосевная 
подготовка, Субарктика.
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Introduction

Plant introduction is one of the major 
activities of botanical gardens. Introduction of new 
plants aims to offer a range of highly ornamental 
trees and shrubs for municipal landscaping. Since 
the diversity of the native dendroflora of the Kola 
Peninsula is limited and the flowering period of 
woody plants is short, extending lists of highly 
viable and decorative plants that are suitable for 
landscaping remains topical. The paper is based 
on the research conducted at the Polar-Alpine 
Botanical Garden and Institute on Crataegus 
maximowiczii C. K. Schneid plants introduced to 
the Kola Peninsula.

Plants of Crataegus L. genus are distributed 
over a large territory in the northern hemisphere. 
They grow in the temperate and less often in 
the subtropical zone. Species of Crataegus 
genus are highly decorative during flowering 
and fruiting periods. For this reason they are 
widely used in landscaping. Flowering occurs 
at the age of 10–15 years. The flowering period 
follows leaf expansion in late May – ​early June. 
Complex cymose or umbellate inflorescences 

appear on short offshoots of the current year. 
The hawthorn (Crataegus) genus representatives 
are valuable as medicinal, fruit, and ornamental 
plants (Poletiko, 1954). On the Kola Peninsula, 
hawthorns are not found in natural plant 
communities; they occur as cultivated plants but 
do not require special care.

The results of introduction of the Rosaceae 
Juss. family plants in Russia are widely covered 
in scientific publications. O. V.  Skrotskaya and 
S. A. Miftakhova (2011) presented the results of 
the Rosaceae family introduction in the Northeast 
of the European part of Russia. Introduction 
of the Rosaceae family in Yakutia is described 
in the papers by N. S.  Danilova et al. (2006, 
2011). N. A. Kolyada (2009, 2010) addressed the 
results of introduction of the Rosaceae family 
North American plants in the Russian Far East. 
Decorative qualities of the Crataegus genus 
plants were evaluated by S. V.  Mukhametova et 
al. (2013). Some aspects of the Crataegus genus 
plants development and growth on the Kola 
Peninsula were addressed in the papers published 
by the staff members of the Polar Alpine Botanical 
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Garden and Institute (Goncharova et al., 2017; 
Zotova, Goncharova, 2019).

Recently, particular attention has been 
given to studying seed propagation of the 
Crataegus genus plants. Researchers have 
noted that hawthorn seeds remain dormant 
until favourable conditions occur; their thick 
endocarps prevent their germination (Vanstone 
et al., 1982; Nikolaevа, 1979; Vainagii, 1974). 
According to Nikolaeva et al. (1985), the 
dormancy of hawthorn seeds is combined: 
they have deep exogenous and intermediate 
physiological dormancy. In most cases, 
scarification or stratification is recommended 
for disturbing seed dormancy; combination 
of these methods is also possible (Morgenson, 
2000; Bujarska-Borkowska, 2002, 2008).

The research aims to determine the timing 
of phenological phases, describe morphometric 
parameters of flowers and fruits and study 
seed propagation of C. maximowiczii on the 
introduction to polar regions.

Materials and methods

The study was conducted in 2015–2018 
based on the collection of introduced tree species 
in the experimental site of the N. A. Avrorin Polar 
Alpine Botanical Garden and Institute of the 
Kola Scientific Center of the Russian Academy 
of Sciences (PABGI) in Apatity, Murmansk 
Oblast, Russian Federation. PABGI is one of the 
few botanical gardens within the Arctic Circle 
worldwide and the northernmost one in Russia 
(67о38’ N, 33o37’ E).

PABGI was founded in 1931 in the framework 
of the project launched by Professor N. A. Avrorin. 
The collection of PABGI woody plants is located 
at its main sites in Kirovsk and Apatity. The 
woody plants collection in Kirovsk was started 
with the foundation of PABGI and has been 
growing ever since. The tree nursery in Apatity 
was started in 1958. Both sites are located 120 

km to the North of the Arctic Circle. The climate 
of the Murmansk Oblast is Arctic-temperate. 
The climate of the territory varies considerably. 
Although it may be severe due to its circumpolar 
situation, the close proximity to the warm Gulf 
Stream makes it more favourable. The territory 
of the PABGI experimental site is located on a 
piedmont plain, 3 km to the west of Apatity. 
The average monthly temperature in January-
February does not drop below –13  °C; in July 
it varies from +10 to +14 °C. The first air frosts 
may be expected in August, the last frosts have 
been observed in late May and June. Thus, the 
duration of the frost-free season is about 50–70 
days. The maximum precipitation occurs during 
the summer and autumn months, and minimum 
precipitation occurs in spring. The mean annual 
rainfall is 500–600 mm/year. A stable snow cover 
lasts from 180 to 200 days, the snow cover height 
being 60–80 cm. The transition of average daily 
air temperatures through the threshold of +5 °C 
is observed on 31st May. The growing season is 
90–120 days (Semko, 1982).

The object of research, C. maximowiczii, 
is a prickly deciduous shrub or tree up to 7 m 
high. It is native to Eastern Siberia, Mongolia, 
northern China, northern Japan, and Korea. It 
appears at coastal forest strips, forest edges and 
dry mountain slopes, along roadsides and river 
banks. C. maximowiczii is a very cold-resistant 
plant, capable of withstanding temperatures up 
to –25 °C (Huxley et al., 1992). The inflorescences 
of C. maximowiczii are multi-flowered, up to 6 cm 
in diameter, with densely pubescent pedicels. The 
flowers are 1.5 cm in diameter, white, turn pink 
at the edge when they bloom, with an unpleasant 
smell. The sepals are narrow, triangular, whole-
edged, pubescent, bent downwards in mature 
fruits. The flower has 20 stamina with dark 
pink anthers and 3–4 pistils. The fruits are red, 
pubescent, then glabrous, translucent. The flesh 
of the fruit is orange, powdery, edible, with 
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3–4 convex bones, smooth on the dorsal side, 
furrowed and wrinkled on the sides. The plant 
blooms at the end of May, fruits ripen in early 
August and remain on the trees until late autumn 
(Solovyova, Kotelova, 1986).

For the research, 3 specimens of hawthorn 
C. maximowiczii plants were selected. The age 
of the plants at the time of study was 17–20 
years. The plants have grown from seeds of 
cultural origin obtained from the arboretum of 
the Institute of Forest and Forest Chemistry in 
Arkhangelsk, Russian Federation. In the study 
site, the introduced hawthorn plants are exhibited 
as a group under similar soil and ground 
conditions and exposed to specific climate of the 
Kola subarctic region.

Phenological observations of plants were 
performed 2–3 times a week during the growing 
season (Bulygin, 1976; Aleksandrova et al., 1975) 
in 2015–2018. We recorded the phenophase dates 
of vegetative buds burst, beginning and end of 
linear shoot growth, full lignification of annual 
shoots, leaf budding, completion of leaf growth 
and ripening, appearance of autumn leaf color, 
leaf fall, beginning and end of flowering, ripening 
of fruits. Duration of shoot growth, vegetation, 
pre-floral period and flowering was estimated 
(Aleksandrova, Golovkin, 1978). Abundance 
of flowering and fruiting was evaluated by the 
V. G. Kapper scale (1930).

Morphometric characteristics of 
inflorescences were examined in 2018 during mass 
flowering of each specimen. Ten inflorescences 
per plant were randomly selected from the middle 
part of the crown. The inflorescence and flower 
sizes were determined by the largest diameter 
using a ruler with a measurement accuracy of 0.1 
cm. The inflorescence density was determined 
as the ratio of the number of flowers in an 
inflorescence to its width (Mukhametova et al., 
2013). The fruit-to-flower ratio was determined 
as the percentage of full fruit number to the 

number of buds (Vainagii, 1974). Fruits (100–
150 pcs) were harvested in different parts of the 
crown during their full ripening in September 
2017. The fruit size was measured using a caliper 
to the nearest 0.1 mm.

Seeds were harvested in August-September 
for three years (2015–2017). A hundred seeds were 
collected from each specimen, and the individual 
weight of each seed was determined using the 
analytical balance VLR‑200 to the nearest 0.0001 
g. Seeds were grouped into classes according to 
their weight using the variation statistics methods 
(Dospekhov, 1985).

Pre-sowing treatment included (I) cold 
stratification or (II) scarification followed by 
two-stage stratification.

The 2015 harvest seeds were subjected to cold 
stratification, which stimulates seed germination 
from the state of the deepest dormancy (Nikolaeva, 
1979). Seeds were preliminarily washed in running 
water for three days, then kept in plastic containers 
in a refrigerator at a temperature of 4–6 °C from 
1st March to 12th May, 2016. The stratification 
medium included fibric high-moor peat with 
addition of sapric peat, pH 5.59–6.50, nitrogen 
(NH4 + NO3) – ​no less than 200 mg/l, phosphorus 
(P2O5) – ​no less than 200 mg/l, potassium (K2O) – ​
no less than 250 mg/l. Control samples of seeds in 
the same substrate were kept in a dark room at a 
temperature of 22–25 °C, for the same period from 
1st March to 12th May, 2016.

The 2016 harvest seeds underwent combined 
pre-sowing treatment (scarification followed 
by two-stage stratification). This technique 
stimulates seed germination from the state of 
combined dormancy (Crocker, 1948). Seeds were 
soaked in a concentrated solution of sulfuric 
acid (H2SO4) for 60 minutes and washed under 
running water for three minutes, then subjected to 
two-stage stratification. High-moor peat was also 
used as a stratification medium. At the first stage, 
seeds were kept in a dark room at 22–25 °C from 
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3rd January to 1st March, 2017. At the second stage 
of stratification, seeds were kept in a refrigerator 
at 4–6 °C from 1st March to 18th June, 2017.

Stratified seeds of the 2015 harvest were 
sowed on 12th May, 2016. Scarified and stratified 
seeds of the 2016 harvest were sowed on 18th 
June, 2017. Stratified, scarified and control 
seeds were germinated in soil in sowing boxes 
in an open greenhouse. Soil composition for 
germination included peat, sand, limestone flour, 
expanded clay drainage, pH – ​5.9–6.5, nitrogen 
(NH4 + NO3) – ​325 mg/kg, phosphorus (P2O5) – ​
370 mg/kg, potassium (K2O) – ​500 mg/kg.

Statistical parameters were calculated 
using the Microsoft Excel application following 
standard methods (Ivanter, Korosov, 2003; 
Korosov, Gorbach, 2010).

Results and discussion

In the subarctic climate of the Kola Peninsula, 
the examined C. maximowiczii plants retained their 
habitus, had a well-formed trunk and branches, 
and showed yearly lignification of annual shoots, 
average shoot-forming ability and annual growth in 
height; also, self-seeding was observed.

Table 1 shows phenological observations of 
the plant vegetative organs in 2015–2018. They 
are compared with long-term average annual data 
(2001–2015) published earlier (Goncharova et al., 
2017).

During 2015–2018, the vegetation onset 
of C. maximowiczii was observed during late 
April to late May. Appearance of autumn leaf 
color was observed from the end of August to 
the middle of September (according to the long-
term observations, the average annual date is 3rd 
September). In 2016, the growing season was 
longer due to the earlier start. In general, our 
observations allow to classify C. maximowiczii 
as a plant with an early onset and short growing 
season according to Aleksandrova-Golovkin 
scale (1978).

Plants enter the phase of linear shoot growth 
from the middle of May to the middle of June. 
Before the end of the growing season, shoot linear 
growth and lignification of the observed specimen 
normally come to an end. By linear shoot growth 
duration, C. maximowiczii can be classified as a 
plant with a short period of shoot growth.

The timing of flowering and fruiting 
phenophases is shown in Table 2. The flowering 
phase was first observed at the age of 8 years. The 
phases of flowering and fruiting were observed 
every year; the abundance of flowering and 
fruiting was given 4–5 points on the five-point 
V. G.  Kapper scale. Pre-floral period was of 
medium duration and lasted on average for 37 
days. Fruit ripening was observed in September.

The timing of the phenological phases 
varies from year to year, which is explained by 

Table 1. The timing of the onset of vegetative phenological phases in C. maximowiczii in 2015–2018

Years
Phenological phases

Dg, day VP, day
Vb 2 Gs 1 Gs 2 Lig 2 L 1 L 3 L 4 L 5

2015 8.V 29.V 6.VII 31.VII 25.V 22.VI 1.IX 28.IX 38 116
2016 30.IV 18.V 20.VI 1.VIII 5.V 17.VI 6.IX 25.IX 33 129
2017 25.V 14.VI 2.VIII 21.VIII 8.VI 10.VII 15.IX 20.VII 49 113
2018 10.V 21.V 5.VII 18.VIII 19.V 22.VI 28.VIII 27.IX 45 110

2001–2015* 18.V 30.V 20.VII 6.VIII 25.V 23.VI 3.IX 1.X 51 108

Vb 2 – ​vegetative buds burst, Gs 1 / Gs 2 – ​beginning and end of linear shoot growth, Lig 2 – ​full lignification of annual shoots, 
L 1 – ​leaf budding, L 3 – ​completion of leaf growth and ripening, L 4 – ​appearance of autumn leaf color, L 5 – ​leaf fall; Dg – ​
duration of shoot growth, VP – ​growing season. * Data from (Goncharova et al., 2017).
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the weather conditions of the growing season. 
The closest to the average long-term data are the 
phenophases of 2018 (Table 2).

Seed weight distribution was obtained 
using the methods of variation statistics. 
Individual seed weight distribution curves 
of the 2015–2017 harvest are shown in Fig. 1. 
Approximation of variants to the symmetric 
normal distribution curve was noted in 2015. 
In other years, asymmetric distribution of 
individual seed weight was common. A shift 
towards the smallest weights was observed, 
which could be due to the least favourable 
factors of the growing season.

The individual seed weight distribution 
curves of individual specimens in 2017 are 
shown in Fig. 2. C. maximowiczii plants under 
examination differed in seed weight values. The 
smallest values of seed weight were noted for 
specimen 1, the highest ones for specimens 2 and 
3. Hence, distribution of variants of specimen 
1 shifted from the average toward the smallest 
value. Since all specimens were subjected to an 
identical set of environmental factors, the effect 
of endogenous factors on the studied parameter 
seems unclear.

According to the observations, no seeds 
germinated during the first year, which corresponds 

Table 2. The timing of the onset of the phenological phases of flowering and fruiting in C. maximowiczii in 
2015–2018

Years
Phenological phases

PFP, day / DF, day
Fl4 Fl5 Fr3

2015 26.VI 10.VII 17.IX 49/14
2016 14.VI 24.VI 23.VIII 45/10
2017 15.VII 20.VII 22.IX 51/5
2018 20.VI 30.VI 8.IX 41/10

2001–2015* 24.VI 1.VII 1.IX 37/7

Fl4 / Fl5 – ​beginning and end of flowering, Fr 3 – ​ripening of fruits, PFP – ​pre-floral period, DF – ​duration of flowering. * Data 
from (Goncharova et al., 2017).

Fig. 1. Distribution of seed weight of C. maximowiczii in 2015, 2016, and 2017, total of 100 seeds collected from 
each of the three examined specimens
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to the referenced data that seedlings appear on 
the second or the third year (Nikolaeva, 1979; 
Tyszkiewicz, 1949). The absence of germination 
under favourable conditions can be accounted for 
by organic dormancy of the seeds themselves.

The observations continued during the 
growing seasons of 2017–2018. Seedlings from 
all samples subjected to a variety of pre-sowing 
treatments were obtained within the period from 
June 14 to 30, 2017–2018. Field germination of 
the studied species was estimated as a percentage 
of the number of seedlings out of the number of 
seeds sown. Field germination was estimated for 
each weight class.

The highest germination of C. maximowiczii 
seeds amounted to 35  % and was observed 
for seeds with an average weight of 0.0303 g 
subjected to a combined pre-sowing treatment. 
For stratified samples with an average weight 
of 0.0336 g, the germination equaled 31  %. 
Samples with the highest seed weights (0.0427 
g)  did not germinate; the germination rate of 

low-weight seeds (0.0178 and 0.0241 g)  was 
negligible, regardless of pre-sowing treatment. 
Germination of samples that did not undergo pre-
sowing treatment was observed only in seeds of 
the fourth class (0.0336 g) and amounted to 20 % 
(Fig. 3).

An analysis of field germination dependence 
on individual seed weight of the C. maximowiczii 
representatives revealed that the germination 
rate depended on pre-sowing treatment and seed 
weight. Samples with average weight values that 
underwent combined pre-sowing treatment had 
the highest germination ability.

A similar positive effect of the two-
stage pre-sowing treatment (a  combination of 
acid scarification and cold stratification) on 
germination of some Crataegus species was noted 
by Morgenson G. (2000), Bujarska-Borkowska B. 
(2002, 2008). A positive effect of warm and cold 
stratification was also noted (Nyholm, 1975).

At the next stage, the degree of flowering and 
fruiting of C. maximowiczii plants was evaluated 

Fig. 2. Distribution of seed weight of individual C. maximowiczii plants in 2017
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(Table 3). These important indicators determine 
seed propagation under new conditions.

The examined C. maximowiczii specimens 
differed in morphometric parameters of flowers 
and inflorescences. The smallest inflorescence 
width was observed in specimen 2, the maximum 
width in specimen 1. The average inflorescence 
width of the studied plants was 5.95 ± 0.21 cm. 
The minimum diameter of flowers was observed 
in specimen 3 (0.52 cm), the maximum width in 
specimen 1 (1.62 cm). The average flower width 
was 1.5 ± 0.03 cm.

Specimens 3 and 1 had the largest number 
of flowers. The density of inflorescences was the 
highest (5.37 pcs/cm) in specimen 3, specimen 
1 had lower density inflorescences (4.23 pcs/
cm). Specimen 2 had the smallest number of 
flowers in an inflorescence and the smallest 

diameter of inflorescences. The average density 
of inflorescences was 4.69 ± 0.23 pcs/cm.

A correlation analysis showed a positive 
relationship between the average number of 
flowers and inflorescence density (r  = 0.65 at 
α = 0.001) and between the sizes of inflorescences 
and flowers (r  = 0.64 at α = 0.001). It means 
that, specimens with denser inflorescences are 
characterized by larger numbers of flowers in 
the inflorescence. Samples with small flower 
size form small inflorescences and vice versa. 
No reliable correlation between the inflorescence 
density and flower size, between the width of 
inflorescences and their density and between the 
size of flowers and their number was revealed.

We have previously studied morphometric 
parameters that determine the decorative 
qualities of flowers and inflorescences, i.e. the 

Table 3. Morphometric parameters of C. maximowiczii flowers and inflorescences on the introduction in 2018

Instance Inflorescence diameter, 
cm Flower diameter, cm Number of flowers  

in the inflorescence, pcs.
Inflorescence density, 

pcs./cm
1 6.63±0.30 1.62±0.05 28.00±1.43 4.23±0.21
2 4.96±0.27 1.37±0.05 21.45±1.34 4.50±0.42
3 6.37±0.30 0.52±0.05 33.40±2.23 5.37±0.47

Mean 5.95±0.21 1.50±0.03 27.42±1.29 4.69±0.23

Fig. 3. Germination of C. maximowiczii seeds of different weight
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number of flowers in the inflorescence, the 
diameter of flowers, the diameter and density of 
inflorescences, in C. maximoviczii, C. dahurica, 
C. sanguinea, C. laevigata, C. flabellate (Zotova, 
Goncharova, 2019). It was shown that Crataegus 
species are most decorative during flowering. C. 
maximowiczii and C. dahurica have the largest 
flowers and inflorescences. The dependence of 
morphometric characteristics of inflorescences 
on species affiliation was studied using the 
single-factor analysis of variance. The factor 
of species affiliation affects the morphometric 
characteristics of inflorescences. A single-factor 
analysis of variance showed that the species 
affiliation contributed 63  %, 47  %, 31  % and 
23  % to the variance of the number of flowers 
in inflorescence, inflorescence width, flower 
diameter and inflorescence density, respectively. 
Under the subarctic conditions of the Kola 
Peninsula, the number of flowers in inflorescences 
largely depends on species affiliation, whereas 
other studied parameters are less affected by it. 
Based on these observations, C. maximowiczii is 
recommended for use in landscaping of northern 
cities as a species with highly decorative large 
inflorescences.

In the environment of the Kola Peninsula, 
C.  maximowiczii plants bear fruits of regular 
shape without significant damage. The fruit-
to-flower ratio in C. maximowiczii plants on 
introduction over a three-year period (2016–2018) 
showed stability, the deviation from the average 
value in different years was ±6.7 % (Fig. 4). The 
most stable parameter of the studied specimens 
was the number of flowers in an inflorescence, 
while the number of fruits and, consequently, 
the fruit-to-flower ratio were more dependent on 
external conditions. Morphometric parameters of 
the C. maximowiczii fruits on the introduction are 
shown in Table 4.

Notwithstanding homogeneous soil and 
climate conditions, the specimens showed 
varying fruit-to-flower ratios and fruit diameters 
(Table 4). The average fruit diameter of 
specimens 2 and 3 (9.7 ± 0.2 and 9.9 ± 0.2 mm, 
respectively) was close to the average values 
of 10.0 mm (Solovyova, Kotelova, 1986). The 
variation factor for the fruit size was 14.71  %, 
which corresponds with low variability level of 
this parameter by the S. A. Mamaev scale (1972). 
Hence, under the conditions of introduction to the 
Kola subarctic region, C. maximowiczii plants 

Fig. 4. Fruit-to-flower ratio of C. maximowiczii plants in 2016-2018
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can be classified as small-fruited; the size of 
fruits is determined not only by species affiliation 
but varies phenotypically within the species.

Conclusion

Phenological development of C. maximowi
czii is determined by environmental conditions 
of the Kola Peninsula, these plants complete a 
full development cycle, are winter-resistant and 
viable. C. maximowiczii has a short growing 

Table 4. Morphometric parameters of C. maximowiczii fruits and the fruit-to-flower ratio on the introduction in 
2018

Instance The number of fruits  
in infructescence, pcs. Diameter of fruits, mm Fruit-to-flower ratio, %

1 19.80±1.41 12.5±0.2 70.7
2 12.45±1.37 9.7±0.2 58.1
3 11.60±0.83 9.9±0.2 34.7

Mean 14.55±0.95 10.7±0.2 53.1

season with an early start. The average duration 
of the growing season is 108 days. Plants enter 
the generative stage of ontogenesis at the age of 
8 years. The phases of flowering and fruiting 
are observed annually. A short pre-floral period 
provides enough time for seed ripening. To 
stimulate seed germination, a combined pre-
sowing preparation is recommended: thermal 
and cold stratification, acid scarification and cold 
stratification.
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Abstract. The use of growth regulators is an encouraging trend in plant physiology. The most promising 
approach in agriculture is the application of artificial analogs of plant growth regulators, which are 
used in small amounts and are harmless to humans and the environment. These compounds include 
substances based on plant hormones and their mimetics. The purpose of the current research was to 
study the effect of pre-sowing treatment of oat and wheat seeds with solutions of salicylic and succinic 
acids at concentrations of 0.5 mM, 0.05 mM, and 0.005 mM on germination and morphometric 
parameters of plants. The germination energy was determined on Day 4, the germination capacity 
on Day 7, and the lengths of the roots and shoots, the area of the second leaf, and the wet and dry 
weights of shoots and roots on Day 14 of the growing period. The study showed that the pre-sowing 
treatment of oat plants with salicylic acid at a concentration of 0.005 mM increased germination by 
75 %. At a higher concentration, 0.05 mM, salicylic acid increased the oat root length by 36 % and 
the shoot wet and dry weights by 45 % and 56 %, respectively. Succinic acid at a concentration of 0.5 
mM reduced the germination energy of oat seeds by 40 %, but at a lower concentration, 0.005 mM, 
increased germination energy by 56 % and germination capacity by 53 %. The pre-sowing treatment 
of wheat seeds showed that salicylic acid at a concentration of 0.5 mM reduced the root wet weight 
by 59 %. Succinic acid at the same concentration led to an increase in wet and dry weights of wheat 
shoots by 30 % and 48 %, respectively. Lower concentrations of salicylic and succinic acids should 
be used to increase germination. However, to increase the size or mass of plant seedlings, these 
compounds should be used at higher concentrations (0.05–0.5 mM). Salicylic acid was generally 
more beneficial for oat plants, while succinic acid produced more favorable effects on wheat plants. 
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Thus, pre-sowing treatment of seeds with salicylic and succinic acids can be considered as a method 
for improving plant growth.

Keywords: salicylic acid, succinic acid, oat, wheat, morphometry.
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Влияние салициловой и янтарной кислот  
разных концентраций на всхожесть  
и морфометрические показатели растений  
овса посевного Avena sativa L.  
и пшеницы твёрдой Triticum durum L.

А. В. Якунина, Ю. В. Синицына
Национальный исследовательский Нижегородский  

государственный университет имени Н. И. Лобачевского 
Российская Федерация, Нижний Новгород

Аннотация. Использование регуляторов роста  – ​перспективное направление в  физиологии 
растений. Наиболее перспективен поиск нового поколения химических регуляторов роста – ​
аналогов природных соединений, применяемых в  микродозах, безвредных для человека 
и окружающей среды. К таким соединениям можно отнести вещества на основе фитогормонов 
и  их миметиков. Целью работы было изучить влияние предпосевной обработки семян овса 
и пшеницы растворами салициловой и янтарной кислот концентраций 0,5 мМ, 0,05 мМ и 0,005 
мМ на всхожесть и морфометрические показатели растений. Определяли энергию прорастания 
на 4 сутки, всхожесть на 7 сутки, длину корня и побега, площадь второго листа, сырой и сухой 
вес на 14 день вегетации. Установлено, что предпосевная обработка растений овса салициловой 
кислотой в концентрации 0,005 мМ повышала всхожесть на 75 %. В более высокой концентрации 
0,05 мМ салициловая кислота увеличивала длину корня овса на  36  % и  повышала сырой 
и сухой вес побега на 45 % и 56 % соответственно. Янтарная кислота в концентрации 0,5 мМ 
снижала энергию прорастания семян овса на 40 %, а в более низкой концентрации 0,005 мМ – ​
увеличивала этот показатель на 56 % и повышала всхожесть на 53 %. Предпосевная обработка 
семян пшеницы показала, что салициловая кислота в концентрации 0,5 мМ снижала сырой 
вес корня на 59 %. Янтарная кислота в той же концентрации приводила к увеличению сырого 
и  сухого веса побега пшеницы на  30  % и  48  % соответственно. Чтобы повысить всхожесть 
предпочтительнее использовать низкие концентрации салициловой и янтарной кислот, однако 
для увеличения размеров или массы проростков растений рекомендуется использовать более 
высокие концентрации 0,05–0,5 мМ. На растения овса положительное действие чаще оказывала 
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салициловая кислота, на растения пшеницы – ​янтарная. Таким образом, предпосевная обработка 
семян растворами салициловой и янтарной кислот может рассматриваться в качестве метода 
улучшения роста растений.

Ключевые слова: салициловая кислота, янтарная кислота, овёс посевной, пшеница твёрдая, 
морфометрия.
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Введение

В настоящее время ведётся активный по-
иск препаратов, стимулирующих рост и раз-
витие растений и в то же время являющихся 
безопасными для здоровья человека и  окру-
жающей среды. К  таким препаратам можно 
отнести регуляторы роста на основе природ-
ных соединений и фитогормонов. Салицило-
вая кислота (СК) относится к фитогормонам, 
которые обеспечивают растению устойчи-
вость к  повреждению различными патоге-
нами. Салициловая кислота в  микромоляр-
ных концентрациях обнаружена в  листьях, 
корнях, цветках и  плодах многих растений 
(Raskin, 1992). При участии салициловой кис-
лоты происходит доставка новообразованных 
белков в  ядро, хлоропласты, митохондрии 
и  вакуоли (Тарчевский, 2002). Синтез са-
лициловой кислоты играет ключевую роль 
в  реакции сверхчувствительности, а  также 
в  пролонгированной системной устойчиво-
сти растений к  широкому кругу инфекций 
(Vasyukova, Ozeretskovskaya, 2007). Специфи-
ческой особенностью этого фитогормона яв-
ляется его способность активировать цианид-
устойчивое дыхание растений, приводящее 
к выделению тепла (Vlot et al., 2009). Салици-
ловая кислота вызывает закрытие устьиц на-
ряду с абсцизовой кислотой, участвует в сиг-
нальной регуляции генной экспрессии в ходе 
старения листьев арабидопсиса (Prodhan et 

al., 2018). Салициловая кислота может сни-
жать степень повреждающего действия ионов 
тяжелых металлов на  растения риса (Байбу-
рина, Фазлутдинова, 2015).

Органические кислоты как продукты 
метаболизма растений могут выступать в ка-
честве регуляторов роста растений, поэтому 
представляет интерес изучение их ростре-
гулирующего действия. Янтарная кислота 
(ЯК) является природным миметиком сали-
циловой кислоты (Тарчевский и  др., 1999). 
Существенное преимущество применения 
янтарной кислоты в  растениеводстве перед 
другими биостимуляторами состоит в  том, 
что при весьма незначительных применяю-
щихся для обработки дозах экзогенной янтар-
ной кислоты ее можно получать в  больших 
количествах недорогим способом. Янтарная 
кислота, являясь природным соединением, 
может быстро метаболизироваться растением 
или разрушаться микрофлорой, что обуслав-
ливает отсутствие её остаточных количеств 
в  продуктах и  средах. Поэтому дальнейшее 
изучение применения янтарной кислоты 
в качестве биостимулятора и адаптогена рас-
тений является весьма перспективным на-
правлением, как с экологической, так и с эко-
номической точки зрения (Грабовская и  др., 
2020).

Целью работы было изучение влияния 
предпосевной обработки семян овса и  пше-
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ницы растворами салициловой и  янтарной 
кислот концентраций 0,5 мМ, 0,05 мМ и 0,005 
мМ на  энергию прорастания, всхожесть се-
мян, длину побега и корня, площадь второго 
листа, сырой и сухой вес побегов и корней.

Материалы и методы

Растения овса посевного (Avena sativa L.) 
сорта Кречет и  растения пшеницы твёрдой 
(Triticum durum L.) сорта Харьковская 46 вы-
ращивали в  лабораторных условиях. Семена 
предварительно промывали водой с  мылом 
и обрабатывали 3 % раствором перекиси во-
дорода. Семена растений были разделены 
на  следующие экспериментальные группы: 
первую группу семян замачивали в  дистил-
лированной воде (контроль); вторую – ​в рас-
творе 0,5 мМ салициловой кислоты; третью – ​
в  растворе 0,05 мМ салициловой кислоты; 
четвёртую  – ​в  растворе 0,005 мМ салици-
ловой кислоты. Пятую, шестую и  седьмую 
группы замачивали в  растворах янтарной 
кислоты 0,5 мМ, 0,05 мМ и 0,005 мМ концен-
траций соответственно. Время замачивания 
семян составляло 16 часов. После замачива-
ния семена промывали дистиллированной 
водой и переносили в чашки Петри для опре-
деления энергии прорастания и всхожести.

Определение лабораторной всхожести 
семян и энергии прорастания проводили со-
гласно ГОСТу 12038–84. Для этого отбирали 
из фракции семян четыре пробы по 100 семян 
в каждой. Семена проращивали в чашках Пе-
три в темноте при температуре 22–24 °C, в ка-
честве подстилки применяли фильтроваль-
ную бумагу. Бумагу увлажняли до  полной 
влагоёмкости (опускали в воду, затем давали 
стечь избытку воды). За прорастанием семян 
наблюдали ежедневно в течение 7 суток. Ко-
личество семян, проросших на 4 сутки, опре-
деляли как энергию прорастания, количество 
проростков на 7 сутки – ​как всхожесть. Всхо-

жесть и энергию прорастания семян вычисля-
ли как среднее арифметическое результатов 
анализа четырех проб и выражали в процен-
тах (Беляев, 2000).

После появления первых корешков на 
4  сутки проросшие семена переносили в  ве-
гетационный сосуд на 200 мл, на один сосуд 
сажали 5 семян овса или пшеницы. Вегета-
ционные сосуды предварительно заполняли 
грунтом, имеющим в своём составе смесь тор-
фов различной степени разложения, комплекс-
ное минеральное удобрение, песок речной тер-
мически обработанный, муку известняковую 
(доломитовую). Массовая доля питательных 
веществ грунта для азота (N) – ​250 мг/л; фос-
фора (P2O5) – ​275 мг/л; калия (K2O) – ​275 мг/л. 
рН солевой вытяжки  – ​8,25. Растения овса 
и  пшеницы выращивали при естественном 
освещении и  температуре 24–26  °C. Полив 
осуществляли каждый день. Через две неде-
ли определяли морфометрические параметры: 
длину корня, длину побега, площадь второго 
листа. Также регистрировали сырой и  сухой 
вес побегов и  корней. Рассчитывали среднее 
значение, ошибку среднего. Статистическую 
значимость различий определяли по коэффи-
циенту Стьюдента. Минимальное количество 
измерений каждого показателя для каждой 
группы – ​5 (Гланц, 1998).

Результаты и обсуждение

Определение лабораторной всхожести  – ​
один из  важнейших видов оценки посевных 
качеств семян, так как при плохой всхожести 
получаются изреженные посевы, что снижает 
урожай. Выраженность эффекта от обработки 
семян растений овса зависела от вида исполь-
зованного регулятора роста (табл. 1). Салици-
ловая кислота в целом не влияла на энергию 
прорастания, но  в  самой низкой концентра-
ции (0,005 мМ) увеличила всхожесть на 75 %. 
В отличие от салициловой кислоты янтарная 
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кислота имела более выраженный эффект 
на  энергию прорастания: в  низкой концен-
трации (0,005 мМ) увеличивала этот показа-
тель на 56 %, а в высокой – ​0,5 мМ наоборот 
снижала его на 40 %. Также янтарная кислота 
в  концентрации 0,005 мМ повышала всхо-
жесть овса на 53 %.

На  энергию прорастания и  всхожесть 
семян пшеницы обработка салициловой 
и  янтарной кислотами не  повлияла, только 
янтарная кислота в концентрации 0,5 мМ не-
значительно снижала энергию прорастания 
семян на 3 % (табл. 2). Пшеница изначально 

имела высокую степень всхожести (96  %), 
поэтому обработка исследуемыми органиче-
скими кислотами не  улучшила данный по-
казатель, однако и не снизила его. В отличие 
от пшеницы, овёс прорастал медленно, поэто-
му на 4 и 7 сутки регистрации получены до-
вольно низкие показатели энергии прораста-
ния и всхожести. Вероятно, именно медленно 
прорастающие культуры наиболее чувстви-
тельны к  применению регуляторов роста, 
но эффект зависит от концентрации.

Результаты проведённого эксперимента 
сопоставимы с  данными других исследова-

Таблица 1. Влияние салициловой (СК) и  янтарной (ЯК) кислот на  энергию прорастания и  всхожесть 
растений овса

Table 1. The effects of salicylic (СК) and succinic (ЯК) acids on the germination energy and germination rate of 
oat plants

Вариант опыта Энергия прорастания, % Всхожесть, %

Контроль 11,5 ± 1,8 17,0 ± 2,1
Обработка СК 0,5 мМ 14,8 ± 1,8 20,8 ± 1,7
Обработка СК 0,05 мМ 15,3 ± 1,7 23,5 ± 3,5
Обработка СК 0,005 мМ 16,8 ± 1,7 29,8 ± 4,5*
Обработка ЯК 0,5 мМ 7,0 ± 0,7* 11,3 ± 1,4
Обработка ЯК 0,05 мМ 14,3 ± 3,2 20,8 ± 4,6
Обработка ЯК 0,005 мМ 18,0 ± 1,5* 26,0 ± 3,2*

*- различия с контролем статистически значимы, р < 0,05

Таблица 2. Влияние салициловой и  янтарной кислот на  энергию прорастания и  всхожесть растений 
пшеницы

Table 2. The effects of salicylic and succinic acids on the germination energy and germination rate of wheat plants

Вариант опыта Энергия прорастания, % Всхожесть, %

Контроль 94,8 ± 0,9 96,0 ± 1,4
Обработка СК 0,5 мМ 91,5 ± 1,9 94,0 ± 2,0
Обработка СК 0,05 мМ 92,3 ± 3,3 95,3 ± 0,6

Обработка СК 0,005 мМ 91,0 ± 1,7 94,0 ± 2,0
Обработка ЯК 0,5 мМ 91,5 ± 0,9* 93,5 ± 0,3
Обработка ЯК 0,05 мМ 91,8 ± 2,6 95,8 ± 1,1

Обработка ЯК 0,005 мМ 91,5 ± 1,7 95,8 ± 1,3

*- различия с контролем статистически значимы, р < 0,05
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телей, а  именно с  более частым проявлени-
ем активирующего рост эффекта при при-
менении салициловой и  янтарной кислот 
низких концентраций и  ингибировании при 
высоких концентрациях. Так, в  исследова-
нии Movaghatian, Khorsandi (2013) предпо-
севная обработка семян пшеницы 0,00001 мМ 
и  0,001 мМ салициловой кислотой увеличи-
вала всхожесть по  сравнению с  контролем, 
а в концентрации 1 мМ – ​снижала: самый вы-
сокий показатель всхожести (97,2 %) наблю-
дался при концентрации салициловой кисло-
ты 0,00001 мМ, а самый низкий (78,3 %) – ​при 
концентрации 1 мМ (Movaghatian, Khorsandi, 
2013). Исследование Dolatabadian et al. (2009) 
показало, что предварительное замачивание 
семян пшеницы в растворе салициловой кис-
лоты 0,5 мМ, в отличие от наших результатов, 
повышало всхожесть семян, но  увеличение 
концентрации до 1 мМ снижало данный по-
казатель (Dolatabadian et al., 2009).

Определение морфометрических показа-
телей используют у молодых проростков для 
прогноза возможной скорости роста и  про-
дуктивности растений. Этот метод является 
недеструктивным, отличается своей оператив-
ностью, низкой трудоемкостью и  простотой, 

поэтому часто используется для характеристи-
ки проростков растений. Среди морфометри-
ческих показателей длину и  ширину листьев 
и  других органов можно легко и  непосред-
ственно измерить с помощью простейших при-
боров, они не требуют последующих громозд-
ких вычислений (Полонский, Полякова, 2014). 
Салициловая и янтарная кислоты не изменили 
такие показатели, как длина побега и площадь 
второго листа. Можно отметить, что в наших 
экспериментах у  2-недельных проростков 
предпосевная обработка овса салициловой 
кислотой в концентрации 0,05 мМ приводила 
к увеличению длины корня на 36 % (табл. 3).

Обработка растений пшеницы раство-
рами салициловой и  янтарной кислот также 
не  приводила к  существенным изменениям 
длины побега и корня и площади второго ли-
ста (табл. 4).

В отличие от наших результатов, в лите-
ратуре представлены данные о  выраженном 
активирующем или ингибирующем влиянии 
салициловой и янтарной кислот на морфоме-
трические показатели. Так, в  исследовании 
Рахманкуловой и др. (2006) предпосевная об-
работка семян пшеницы салициловой кис-
лотой в  концентрации 0,05 мМ приводила 

Таблица 3. Влияние салициловой и янтарной кислот на длину побега и корня и площадь второго листа 
растений овса

Table 3. The effects of salicylic and succinic acids on the length of the shoot and root and the area of the second 
leaf of oat plants

Вариант опыта Длина побега, см Длина корня, см Площадь  
второго листа, см2

Контроль 30,0 ± 1,9 10,7 ± 0,8 5,7 ± 0,6
Обработка СК 0,5 мМ 31,8 ± 1,6 11,6 ± 0,9 6,5 ± 0,7
Обработка СК 0,05 мМ 33,1 ± 1,5 14,6 ± 1,0* 6,8 ± 0,6
Обработка СК 0,005 мМ 34,2 ± 0,9 10,0 ± 0,9 6,7 ± 0,4
Обработка ЯК 0,5 мМ 31,6 ± 1,6 13,0 ± 1,3 7,4 ± 0,7
Обработка ЯК 0,05 мМ 32,9 ± 1,0 12,2 ± 1,3 6,7 ± 0,4
Обработка ЯК 0,005 мМ 31,6 ± 1,1 10,9 ± 1,2 7,0 ± 0,5

*- различия с контролем статистически значимы, р < 0,05
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к увеличению длины надземной и подземной 
частей растений. Салициловая кислота в кон-
центрациях 0,5 мМ и 1 мМ увеличивала длину 
проростков и  корней пшеницы (Dolatabadian 
et al., 2009). Обработка семян яровой мягкой 
пшеницы янтарной кислотой в концентрации 
1 мМ увеличивала площадь листовой поверх-
ности пшеницы на 17–20 % по сравнению с ва-
риантом без обработки (Цыганова и др., 2019).

В  то  же время мы обнаружили стиму-
лирующее действие салициловой и янтарной 
кислот не  на  длину, а  на  сырой и  сухой вес 
побегов овса и  пшеницы. Обработка семян 
овса салициловой кислотой в  концентрации 

0,05 мМ повышала сырой и сухой вес побега 
на 45 % и 56 % соответственно (табл. 5). А об-
работка семян пшеницы янтарной кислотой 
в  концентрации 0,5 мМ приводила к  увели-
чению сырого и  сухого веса побега на  30  % 
и 48 % соответственно (табл. 6).

Для растений пшеницы, обработанных 
салициловой кислотой в концентрации 0,5 мМ, 
показано снижение сырого веса корня на 59 % 
(табл. 6).

Относительное содержание воды в  по-
бегах и  корнях обоих видов растений почти 
не отличалось от контрольных групп – ​изме-
нения этого показателя не  превышали 4  %. 

Таблица 4. Влияние салициловой и янтарной кислот на длину побега и корня и площадь второго листа 
растений пшеницы

Table 4. The effects of salicylic and succinic acids on the length of the shoot and root and the area of the second 
leaf of wheat plants

Вариант опыта Длина побега, см Длина корня, см Площадь  
второго листа, см2

Контроль 31,7 ± 0,8 10,8 ± 0,5 6,1 ± 0,4
Обработка СК 0,5 мМ 29,6 ± 1,2 9,6 ± 0,3 5,3 ± 0,2
Обработка СК 0,05 мМ 30,1 ± 0,7 10,4 ± 0,4 5,6 ± 0,3
Обработка СК 0,005 мМ 30,3 ± 0,8 10,8 ± 0,5 6,3 ± 0,2
Обработка ЯК 0,5 мМ 32,4 ± 1,5 9,9 ± 0,5 5,9 ± 0,5
Обработка ЯК 0,05 мМ 30,3 ± 1,4 10,2 ± 0,4 5,6 ± 0,3
Обработка ЯК 0,005 мМ 29,5 ± 1,0 10,6 ± 0,4 5,2 ± 0,3

Таблица 5. Влияние салициловой и янтарной кислот на сырой и сухой вес побега и корня растений овса

Table 5. The effects of salicylic and succinic acids on the wet and dry weights of the shoot and the root of oat plants

Вариант опыта Сырой  
вес побега, г

Сухой  
вес побега, г

Сырой  
вес корня, г

Сухой  
вес корня, г

Контроль 0,338 ± 0,047 0,025 ± 0,004 0,061 ± 0,023 0,004 ± 0,003
Обработка СК 0,5 мМ 0,249 ± 0,045 0,019 ± 0,004 0,036 ± 0,013 0,002 ± 0,001
Обработка СК 0,05 мМ 0,490 ± 0,022* 0,039 ± 0,002* 0,072 ± 0,015 0,004 ± 0,001
Обработка СК 0,005 мМ 0,312 ± 0,029 0,024 ± 0,003 0,031 ± 0,001 0,002 ± 0,001
Обработка ЯК 0,5 мМ 0,307 ± 0,070 0,026 ± 0,006 0,041 ± 0,002 0,002 ± 0,001
Обработка ЯК 0,05 мМ 0,360 ± 0,053 0,031 ± 0,005 0,073 ± 0,020 0,004 ± 0,001
Обработка ЯК 0,005 мМ 0,394 ± 0,063 0,033 ± 0,005 0,067 ± 0,011 0,003 ± 0,001

*- различия с контролем статистически значимы, р < 0,05



– 61 –

Anastasia V. Yakunina and Yulia V. Sinitsina. The Effects of Different Concentrations of Salicylic and Succinic Acids…

Можно предположить, что в условиях нашего 
эксперимента при нормальном водоснабже-
нии салициловая и янтарная кислоты изменя-
ли в первую очередь скорость накопления су-
хого вещества в проростках пшеницы и овса, 
не влияя на их водный обмен.

В  литературе часто можно встретить 
сообщения о  похожем эффекте увеличения 
сырой и сухой массы надземных частей при 
использовании близких к  нашим концентра-
ций салициловой и  янтарной кислот. Так, 
обработка семян пшеницы 0,5 мМ и  1 мМ 
салициловой кислотой увеличивала сухой 
вес проростков (Dolatabadian et al., 2009). 
Обработка семян яровой мягкой пшеницы 
янтарной кислотой в  концентрации 1 мМ 
увеличивала массу сухого вещества на 33 % 
в  сравнении с  вариантом без предпосевной 
обработки (Цыганова и  др., 2019). В  работе 
Hayat et al. (2005) показано, что предваритель-
ное замачивание семян пшеницы в растворе 
салициловой кислоты концентрации 0,01 мМ 
приводило к увеличению числа листьев, уве-
личению сырой и сухой массы, однако пред-
варительное замачивание в  более высокой 
концентрации 1 мМ салициловой кислоты 
снижало все вышеперечисленные параметры. 

Предпосевная обработка семян пшеницы рас-
твором 0,05 мМ салициловой кислоты спо-
собствовала увеличению массы надземных 
и подземных частей растений (Рахматуллина, 
2007). Вероятнее всего, для растений пшени-
цы салициловая и янтарная кислоты в высо-
ких концентрациях 0,5–1 мМ, первоначально 
снижая энергию прорастания, впоследствии 
вызывают большую скорость роста вегета-
тивных органов у молодых растений.

Если сравнить действие исследуемых 
кислот между сельскохозяйственными куль-
турами, то можно отметить, что салициловая 
кислота чаще оказывала положительный эф-
фект, чем янтарная, на растения овса. На рас-
тения пшеницы оба исследованных регуля-
тора роста оказывали слабое воздействие, 
но на основании увеличения веса побега луч-
ше рекомендовать использование янтарной 
кислоты, чем салициловой.

Для активации всхожести предпочти-
тельнее использовать низкие концентрации 
салициловой и  янтарной кислот. Для увели-
чения размеров или массы проростков рас-
тений рекомендуется использовать салицило-
вую или янтарную кислоту в более высоких 
концентрациях 0,05–0,5 мМ.

Таблица 6. Влияние салициловой и  янтарной кислот на  сырой и  сухой вес побега и  корня растений 
пшеницы

Table 6. The effects of salicylic and succinic acids on the wet and dry weights of the shoot and the root of wheat 
plants

Вариант опыта Сырой  
вес побега, г

Сухой  
вес побега, г

Сырой  
вес корня, г

Сухой  
вес корня, г

Контроль 0,250 ± 0,019 0,025 ± 0,002 0,101 ± 0,015 0,005 ± 0,001
Обработка СК 0,5 мМ 0,247 ± 0,025 0,023 ± 0,003 0,041 ± 0,009* 0,003 ± 0,001
Обработка СК 0,05 мМ 0,285 ± 0,024 0,028 ± 0,002 0,092 ± 0,009 0,005 ± 0,001
Обработка СК 0,005 мМ 0,280 ± 0,005 0,029 ± 0,001 0,069 ± 0,011 0,006 ± 0,001
Обработка ЯК 0,5 мМ 0,325 ± 0,019* 0,037 ± 0,002* 0,079 ± 0,005 0,005 ± 0,001
Обработка ЯК 0,05 мМ 0,267 ± 0,048 0,029 ± 0,005 0,078 ± 0,009 0,005 ± 0,001
Обработка ЯК 0,005 мМ 0,255 ± 0,027 0,028 ± 0,002 0,081 ± 0,014 0,007 ± 0,001

*- различия с контролем статистически значимы, р < 0,05
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Заключение

Обработка семян овса салициловой кис-
лотой в  концентрации 0,005 мМ повышала 
всхожесть растений овса на  75  %. В  более 
высокой концентрации 0,05 мМ салицило-
вая кислота увеличивала длину корня овса 
на 36 % и повышала сырой и сухой вес побега 
на 45 % и 56 % соответственно. На растения 
пшеницы предпосевная обработка салицило-
вой кислотой повлияла слабо, только в  кон-
центрации 0,5 мМ наблюдалось снижение 
сырого веса корня на 59 %.

Предпосевная обработка растений овса 
янтарной кислотой в  концентрации 0,5 мМ 
снижала энергию прорастания на  40  %, 
а в более низкой концентрации 0,005 мМ, на-
оборот, увеличивала этот показатель на 56 %. 
Также янтарная кислота в  концентрации 
0,005 мМ повышала всхожесть овса на 53 %. 

У растений пшеницы янтарная кислота в вы-
сокой концентрации 0,5 мМ приводила к уве-
личению сырого и сухого веса побега на 30 % 
и 48 % соответственно.

При использовании правильно подобран-
ных концентраций салициловой и  янтарной 
кислот можно добиться повышения всхоже-
сти семян и увеличения роста и веса растений 
овса и пшеницы. Для растений овса предпо-
чтительно использование салициловой кис-
лоты в  концентрациях 0,005–0,05 мМ. Для 
растений пшеницы лучше применять янтар-
ную кислоту в концентрации 0,5 мМ.

Таким образом, предпосевную обработку 
семян растений овса и пшеницы салициловой 
и  янтарной кислотами можно рассматривать 
в качестве метода улучшения роста растений 
при условии использования правильно подо-
бранных концентраций.
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Abstract. The biological activity of humic acids in the form of nanoparticles with a size of 6.5 nm 
and 68 nm was studied in a hydroponic culture of Triticum aestivum L. Both smaller and larger humic 
nanoparticles at the studied concentrations neither inhibited root growth nor caused destructive changes 
in the root apexes of 2-day-old seedlings. A dose-dependent increase in the contents of markers of 
induced oxidative stress such as carbonylated proteins, malonaldehyde, and proline was observed in 
the roots of seedlings on media with humic nanoparticles. Malondialdehyde was the main product of 
free radical oxidation for smaller nanoparticles and carbonylated proteins – ​for larger ones. Oxidative 
stress induced by humic nanoparticles was accompanied by a dose-dependent increase in the number 
of free border cells and the size of the mucilaginous sheaths on the root apexes of 2-day-old seedlings. 
For smaller (6.5 nm) nanoparticles, these changes were much more pronounced than for larger (68 nm) 
nanoparticles. The results obtained allow us to consider humic nanoparticles as adaptogens: contributing 
to an increase in the population of border cells and the mucilaginous sheath system (as a product of the 
excretory activity of border cells), nanoparticles enhance the resistance of the root apex to the effects 
of unfavorable biotic and abiotic factors.

Keywords: hydroponic culture of Triticum aestivum, humic acids, border cells, oxidative stress, root 
apex, rhizosphere.
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Дозозависимые эффекты наноразмерных форм  
гуминовых кислот в гидропонной культуре Triticum aestivum:  
индукция окислительного стресса  
и увеличение численности пограничных клеток

Н. Г. Мензяноваа, С. А. Пятинаа,  
А. В. Шабановб, Е. И. Шишацкаяа

аСибирский федеральный университет 
Российская Федерация, Красноярск 
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Аннотация. В гидропонной культуре Triticum aestivum L. изучали биологическую активность 
гуминовых кислот в форме наночастиц размером 6,5 нм и 68 нм. Гуминовые наночастицы (мелкие 
и крупные) в изученных концентрациях не ингибировали рост корня и не вызывали деструктивных 
изменений корневого апекса 2-дневных проростков. На средах с гуминовыми наночастицами 
в корнях проростков наблюдалось дозозависимое увеличение содержания карбонилированных 
белков, малонового альдегида и пролина – ​маркеров индуцированного окислительного стресса. 
Для мелких наночастиц основным продуктом свободнорадикального окисления был малоновый 
диальдегид, для крупных – ​карбонилированные белки. Индуцированный гуминовыми 
наночастицами окислительный стресс сопровождался дозозависимым увеличением численности 
свободных пограничных клеток и размеров гелевого чехла в корневом апексе 2-дневных 
проростков. Для мелких наночастиц (6,5 нм) эти изменения были выражены в значительно 
большей степени, чем для крупных наночастиц (68 нм). Полученные результаты позволяют 
рассматривать гуминовые наночастицы в качестве адаптогенов: способствуя увеличению 
численности популяции пограничных клеток и системы гелевого чехла (как продукта экскреторной 
активности пограничных клеток), наночастицы увеличивают устойчивость корневого апекса 
к воздействию неблагоприятных биотических и абиотических факторов.

Ключевые слова: гидропонная культура Triticum aestivum, гуминовые кислоты, пограничные 
клетки, окислительный стресс, корневой апекс, ризосфера.
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параметры, как лабильность и устойчивость, 
могут влиять на биологическую активность 
препаратов ГК (García et al., 2016a).

В условиях массового культивирования 
вариабельность эффективности препаратов 
ГК может значительно влиять на урожайность 
и себестоимость продукции. Это определяет 
практическую значимость изучения биологи-
ческой активности препаратов ГК в модельных 
системах для прогнозирования их эффектив-
ности в условиях агрокультуры.

В связи с этим целью представленной 
работы было изучение биологической актив-
ности препаратов ГК, полученных электрохи-
мическим методом из водных суспензий торфа, 
в гидропонной культуре проростков Triticum 
aestivum L.

Материалы и методы
Проращивание зерна

Зерно пшеницы промывали в  течение 
5–6 ч под проточной водой и  замачивали 
на 24 ч в дистиллированной воде при комнат-
ной температуре. Проклюнувшиеся зерновки 
раскладывали по  чашкам Петри по  50  штук 
в каждую. В контрольном варианте в чашки 
вносили по  7 мл дистиллированной воды. 
В  экспериментальные варианты вносили 
по  7 мл растворов гуминовых наночастиц 
с концентрацией 5, 25 и 100 мг/л.

Стабильные водные растворы гумино-
вых кислот (концентрация 1 г/л, по  методу 
Lamar et al., 2014) в форме наночастиц были 
предоставлены ООО  «Биотех» (Красноярск). 
Гуминовые наночастицы получали из  тор-
фа (Кедровское месторождение, переходный 
тип торфа) электрохимическим методом. Раз-
меры наночастиц определяли на анализаторе 
частиц Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd., Вели-
кобритания). Исходные растворы гуминовых 
кислот разводили дистиллированной водой 
для получения необходимых концентраций.

Введение

Гуминовые кислоты (ГК) – ​водораствори-
мые органические соединения, которые образу-
ются в результате биодеградации растительных 
и животных останков с участием почвенных 
микроорганизмов (Stevenson, 1994). ГК ис-
пользуются как стимуляторы роста растений 
(Chen et al., 2017; Busato et al., 2018; Morozesk et 
al., 2017) и как агенты, повышающие устойчи-
вость растений к различным стресс-факторам 
(Taspinar et al., 2017; Ondrasek et al., 2018) и не-
матодным инфекциям (Kesba, El-Beltagi, 2012). 
Многочисленные экспериментальные данные 
позволяют полагать, что биологические эффек-
ты ГК реализуются через перестройку систем 
транскрипции и посттрансляционных собы-
тий, что приводит к значительным изменени-
ям метаболизма и процессов развития и роста 
растений (Mora et al., 2014; Tahiri et al., 2016). 
Однако сигнальные пути и эффекторные ми-
шени ГК изучены фрагментарно и отсутствует 
комплексная модель биотропных эффектов ГК 
(Mora et al., 2014).

В большинстве случаев эффекты ГК свя-
зывают с гормон- и АФК‑зависимым сигналин-
гом (Nagasawa et al., 2016; García et al., 2016 b; 
Olaetxea et al., 2016). Взаимодействие этих двух 
систем сигналинга определяет стимулирующее 
влияние ГК на рост побегов и корневой систе-
мы. Но тонкие регуляторные взаимодействия 
этих систем сигналинга могут варьировать в за-
висимости от вида и возраста растений, условий 
культивирования, а также от концентрации 
и способов получения ГК (Trevisan et al., 2010). 
Так, ГК, полученные из почвы, стимулируют 
углеродный метаболизм (Muscolo et al., 2007), 
а ГК, выделенные из вермикомпоста, – ​развитие 
боковых корней (Aguiar et al., 2013). ГК лигнита 
(с меньшим молекулярным весом) более эф-
фективны как стимуляторы роста корней, чем 
ГК, полученные из навоза крупного рогатого 
скота (Nagasawa et al., 2016). Показано, что такие 
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Зерно проращивали при комнатной тем-
пературе. У 2-дневных проростков определя-
ли длину главного корня.

Оценка численности популяции  
пограничных клеток

Пограничные клетки смывали с  поверх-
ности корневого апекса на  магнитной ме-
шалке. Для этого срезали 20 главных корней 
2-дневных проростков, зажимали пинцетом 
и  смывали в  1 мл дистиллированной воды 
на магнитной мешалке в течение 1 мин. Полу-
ченную суспензию клеток центрифугировали 
3000g, 10 мин. Супернатант после центрифу-
гирования представлял собой водный раствор 
компонентов гелевого чехла (белков, полисаха-
ридов и др.). Супернатант собирали для опре-
деления общего белка по Лоури (Lowry et al., 
1951). Осадок пограничных клеток суспенди-
ровали в  дистиллированной воде и  повторно 
центрифугировали 3000g, 10 мин. Клеточный 
осадок фиксировали в 500 мкл 2,5 % глутаро-
вого альдегида (на фосфатном буфере, рН 7,0) 1 
ч. После фиксации клетки дважды промывали 
дистиллированной водой и окрашивали 0,01 % 
трипановым синим. В  клеточной суспензии 
определяли общее количество клеток (одиноч-
ные клетки, клеточные цепочки, клеточные 
пласты) и количество одиночных клеток в %.

Получение полутонких срезов

У  2-дневных проростков срезали глав-
ные корни. Корни фиксировали в  2,5 глута-
ровом альдегиде на  фосфатно-солевом рас-
творе, pH=7,0, в течение 3 ч. Корни отмывали 
от фиксатора в дистиллированной воде и по-
вторно фиксировали в 1 % OsO4, 30 мин. По-
сле второй фиксации корни промывали дис-
тиллированной водой, обезвоживали образцы 
в спиртах восходящей концентрации и ацето-
не и заливали в эпон (EMbed 812 Kit, Merck). 
Полутонкие срезы окрашивали 1  % основ-

ным фуксином и 0,1 % толуидиновым синим 
в 2,5 % Na2CO3 (pH 11,1). На срезы наносили 
эпон, накрывали покровными стеклами и по-
сле полимеризации препараты анализировали 
под световым микроскопом.

Подготовка образцов для сканирующей  
электронной микроскопии

Образцы фиксировали и  обезвоживали 
как описано в предыдущем пункте, напыляли 
платиной и анализировали с помощью скани-
рующего микроскопа ТМ‑3000 (Japan).

Определение содержания  
карбонилированных белков,  
малонового диальдегида и пролина

У  2-дневных проростков срезали глав-
ные корни с  корневыми апексами длиной 
в 1 см. Полученную биомассу корней гомоге-
низировали в 0,05 М Трис-НСl буфере, рН=7,4, 
при Т=4  °C. Гомогенаты центрифугировали 
для удаления грубого дебриса при 5000g, 
45  мин, при Т=4  °C. Супернатант собирали 
и использовали для определения содержания 
карбонилированных белков по  методу Carty 
et al. (2000), малонового диальдегида по мето-
ду Bailly et al. (1996) и пролина по методу Bates 
et al. (1973). Содержание карбонилированных 
белков, малонового диальдегида и  пролина 
пересчитывали на 1 мг белка гомогената кор-
ней. Содержание белка в  гомогенате корней 
определяли по методу Lowry et al. (1951). Ста-
тистическую обработку результатов прово-
дили с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты
Влияние гуминовых наночастиц  
на длину корня и популяцию  
пограничных клеток в корневом апексе 
проростков T. aestivum

Мелкие гуминовые наночастицы (сред-
ний размер 6,5 нм) в изученных концентраци-
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ях не влияли на длину корней 2-дневных про-
ростков. Крупные гуминовые наночастицы 
(средний размер 68 нм) стимулировали рост 
корней только в концентрации 100 мг/л: дли-
на корней была в 1,4 раза больше, чем в кон-
троле (рис. 1). Таким образом, в гидропонной 
культуре существенной стимуляции роста 
корня на средах с гуминовыми наночастица-
ми не наблюдалось.

На  следующем этапе работы эффекты 
гуминовых наночастиц оценивали на  уров-
не ризосферы. Ризосфера является одной 
из  потенциальных эффекторных мишеней 
стандартных препаратов ГК. Важную роль 
в  формировании ризосферной системы раз-
вивающегося проростка играют пограничные 

клетки (ПК) корневого апекса. ПК на поверх-
ности корневого апекса выявляются на самых 
ранних этапах прорастания корня; вероятно, 
эта популяция клеток формируется еще под 
колеоризой (рис. 2).

ПК представляют собой морфологи-
чески гетерогенную популяцию клеток 
(рис.  3). На  вершине апекса локализуются 
округлые клетки, по  мере удаления от  вер-
шины апекса клетки удлиняются, приобре-
тая палочковидную форму. На  микрофото-
графиях можно наблюдать различные фазы 
и  особенности отделения ПК от  корневого 
апекса. Округлые и овальные клетки на вер-
шине апекса «уходят» в  матрикс гелевого 
чехла «по одиночке». На  боковых поверх-
ностях удлиненные клетки, и  особенно па-
лочковидные клетки, отслаиваются груп-
пами, в  форме длинных цепочек и  пластов: 
ПК теряют контакты с поверхностью апекса, 
но сохраняют контакты с соседними клетка-
ми в отделяющемся монослое.

Свободные одиночные ПК и  агрегаты 
ПК удерживаются вблизи корневого апекса 
матриксом гелевого чехла, сформированным 
продуктами экскреции ПК (рис.  3 б-г). Из-
вестно, что ПК активно экскретируют в  ри-
зосферу более 100 различных белков (Knox et 
al., 2007; Wen et al., 2007).

О размерах гелевого чехла можно судить 
по  величине «разброса» свободных ПК. Не-
большие гелевые чехлы с немногочисленной 
популяцией ПК наблюдаются в контрольном 
варианте (проращивание на  дистиллирован-
ной воде) (рис.  3 а). При культивировании 
на  средах с  гуминовыми наночастицами 
размеры гелевых чехлов значительно увели-
чиваются: свободные ПК могут находиться 
на  расстоянии 500–600 мкм от  поверхности 
корневого апекса (рис. 3 б-г). При этом значи-
тельно увеличивается и численность свобод-
ных ПК в составе гелевого чехла.

Рис.  1. Длина главного корня 2-дневных 
проростков пшеницы. Культивирование 
на  средах с  различными концентрациями 
гуминовых наночастиц. * – ​значение, достоверно 
отличающееся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ – ​крупные наночастицы (68 нм), МЧ – ​мелкие 
наночастицы (6,5 нм)

Fig. 1. Length of the main roots of 2-day-old wheat 
seedlings. Cultivation on media with different 
concentrations of humic nanoparticles. *  – ​value 
significantly different from the control (p<0.05). 
КЧ  – ​larger nanoparticles (68 nm), МЧ  – ​smaller 
nanoparticles (6.5 nm)
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Рис.  2. Популяция пограничных клеток (ПК) в  корневом апексе проростков пшеницы (8–10 ч 
проращивания). Длина главного корня 250–500 мкм. А,  Б  – ​контрольный вариант (проращивание 
на дистиллированной воде); В, Г – ​проращивание на среде с гуминовыми наночастицами. Корни окружены 
разорванной колеоризой (белые звездочки). Корневые апексы покрыты ПК: шапочками из светло-серых 
клеток с выступающими на поверхности округлыми ядрами (белые стрелки). В контрольном варианте 
(А, Б) ПК плотно прилегают к поверхности апекса. На средах с гуминовыми наночастицами наблюдается 
разрыхление слоя ПК (В) и  отслаивание клеток от  поверхности (Г, по  нижнему краю шапочки ПК, 
короткие тонкие стрелки)

Fig. 2. Border cell (BC) population in the root apex of wheat seedlings (8–10 h, germination). The length of the 
main root is 250–500 µm. А, Б – ​control (germination on distilled water); В, Г – ​germination on the medium with 
humic nanoparticles. Roots are surrounded by ruptured coleorhiza (white stars). Root apexes are covered with 
BCs: caps of light gray cells with rounded nuclei protruding on the surface (white arrows). In the control (А, Б), 
BCs closely adhere to the surface of the apex. On media with humic nanoparticles, loosening of the BC layer (В) 
and exfoliation of cells from the surface (Г, along the lower edge of the BC cap, short thin arrows) are observed

Для вариантов культивирования с  гу-
миновыми наночастицами можно выделить 
3 морфотипа ризосферного пространства во-
круг апекса (рис. 3 б-г):

1. Активное боковое отслаивание це-
почек удлиненных, палочковидных клеток. 
Из цепочек ПК вокруг апекса формируется 
«венчик», который сохраняет контакт с кор-
невым апексом (за счет клеток в основании 

«венчика») (рис. 3 б). При культивировании 
на среде с наночастицами размером 6,5 нм 
(100 мг/л) почти у половины проанализиро-
ванных корневых апексов (47±8  %) наблю-
далось выраженное боковое отслаивание 
ПК.

2. Активное отделение ПК с  вершины 
апекса (одиночные клетки) и  с  боковой по-
верхности апекса (рис. 3 в).
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3. Вся поверхность апекса покрыта рых-
ло расположенными клетками, многие из ко-
торых еще сохраняют контакты с  поверхно-
стью апекса (рис. 3 г).

Эффекты гуминовых наночастиц были 
выявлены только в  популяции ПК. Ана-
лиз серийных полутонких срезов корневого 
апекса не  выявил деструктивных изменений 
цитоархитектоники апикальной меристе-
мы проростков в  условиях культивирования 
на средах с мелкими и крупными гуминовы-
ми наночастицами (для всех исследованных 

концентраций, рис.  4 г-и, 5 б). В  то  же вре-
мя на поперечных и продольных полутонких 
срезах выявляется хорошо развитый гелевый 
чехол с  многочисленными ПК, утративши-
ми контакт с поверхностью корневого апекса 
(рис. 4 г-и, 5 б). В контроле (дистиллирован-
ная вода) гелевый чехол был идентифициро-
ван в виде узкого цветного кольца по периме-
тру среза (рис.  4 а-в, 5 а). Анализ корневых 
апексов проростков с помощью сканирующей 
электронной микроскопии показал, что по-
верхность эпиблемы (ризодермы) при культи-

Рис.  3. Корневой апекс 2-дневных проростков пшеницы. Окраска трипановым синим. Масштабная 
линейка 400 мкм. А – ​культивирование на дистиллированной воде. Б, В, Г – ​культивирование на среде 
с гуминовыми наночастицами. Б – ​активное боковое отслаивание цепочек удлиненных, палочковидных 
клеток. Из цепочек пограничных клеток (ПК) вокруг апекса формируется «венчик», который сохраняет 
контакт с  корневым апексом (за  счет клеток в  основании «венчика»); В  – ​активное отделение ПК 
с вершины апекса (одиночные клетки) и с боковой поверхности апекса; Г – ​поверхность апекса покрыта 
рыхло расположенными клетками, многие из которых еще сохраняют контакты с поверхностью апекса

Fig. 3. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. Trypan blue stain. Scale bar 400 µm. A – ​cultivation on distilled 
water. Б, В, Г – ​cultivation on the medium with humic nanoparticles. Б – ​active lateral exfoliation of chains of 
elongated, rod-shaped cells. The border cell (BC) chains form a “circlet” around the apex, which maintains 
contact with the root apex (due to the cells at the base of the “circlet”); В – ​active separation of BCs from the top of 
the apex (single cells) and from the lateral surface of the apex; Г – ​the surface of the apex is covered with loosely 
located cells, many of which still retain contact with the surface of the apex
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Рис.  4. Корневой апекс 2-дневных проростков пшеницы. Серийные поперечные полутонкие срезы, 
от  вершины апекса к  основанию. Окраска основным фуксином и  толуидиновым синим. А,  Б, 
В  – ​корневой апекс в  контроле (проращивание на  дистиллированной воде). По  периметру срезов 
локализуется узкий ободок гелевого чехла фиолетового цвета (указано стрелками). Г-И – ​корневой апекс 
на среде с гуминовыми наночастицами. Апекс окружен хорошо развитым гелевым чехлом: субстанция, 
окрашенная в фиолетово-пурпурный цвет, в которой находятся пограничные клетки (ПК), утратившие 
контакт с поверхностью апекса (ПК отмечены черными звездочками). Гелевый чехол закрывает вершину 
и боковую поверхность апекса. Г, Д – ​срез верхней части гелевого чехла со свободными ПК, без среза 
самого корневого апекса

Fig. 4. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. Serial transverse semi-thin sections, from the top to the base of 
the apex. Stained with basic magenta and toluidine blue. А, Б, В – ​root apex in control (germination in distilled 
water). Along the perimeter of the sections, there is a narrow rim of a violet mucilaginous sheath (indicated by 
arrows). Г-И – ​root apex on a medium with humic nanoparticles. The apex is surrounded by a well-developed 
mucilaginous sheath: a violet-purple colored substance containing border cells (BCs) that have lost contact with 
the apex surface (BCs are marked with black asterisks). The mucilaginous sheath covers the top and the lateral 
surface of the apex. Г, Д – ​section of the upper part of the mucilaginous sheath with free BCs, with root apex 
uncut
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вировании на  средах с  гуминовыми наноча-
стицами оставалась интактной, без видимых 
изменений (рис.  6 б-г). На  участках поверх-
ности эпиблемы, от которых отделялись ПК, 
также отсутствовали видимые деструктив-
ные изменения (рис. 7 б-г).

Для оценки количества ПК, уже поте-
рявших контакт с  поверхностью корневого 
апекса, гелевый чехол смывали на  магнит-
ной мешалке и  анализировали полученную 
популяцию клеток. Было показано, что по-
сле «растворения» гелевого чехла контакты 
между клетками сохраняются: в  клеточной 
суспензии наряду с одиночными клетками на-
блюдались клеточные цепочки и  клеточные 
пласты (рис. 8). В контроле количество оди-
ночных клеток составило 47 % от общего чис-
ла ПК, смытых с поверхности корневого апек-
са. Внесение в культуральную среду крупных 
гуминовых наночастиц (68 нм) в  концентра-
ции 100 мг/л приводило к увеличению числа 
одиночных клеток в 1,4 раза, а мелких нано-
частиц (6,5 нм) в той же концентрации, наобо-

рот, – ​к снижению количества одиночных ПК 
в 1,6 раза по сравнению с контролем (рис. 9). 
То есть на среде с крупными наночастицами 
ПК уходили в  ризосферу в  основном в  виде 
одиночных клеток (64 % одиночных клеток), 
а на среде с мелкими наночастицами – ​в ос-
новном в  виде клеточных пластов и  клеточ-
ных цепочек (71 % всех ПК).

Гуминовые наночастицы не только вли-
яли на  «способ» перехода ПК в  ризосферу, 
но  и  вызывали дозозависимое увеличение 
численности ПК в  ризосфере. Так, крупные 
наночастицы в  концентрации 100  мг/л уве-
личивали количество ПК в 1,6 раза, а мелкие 
наночастицы – ​в 3,7 раза, по сравнению с кон-
трольным вариантом (рис. 10).

Активное смывание позволило не только 
собрать ПК, но и получить раствор компонен-
тов гелевого чехла и определить содержание 
общего белка в нем. На средах с гуминовыми 
наночастицами наблюдалось дозозависимое 
увеличение содержания белка в гелевом чех-
ле корневого апекса 2-дневных проростков 

Рис. 5. Корневой апекс 2-дневных проростков пшеницы. Полутонкие продольные срезы. Плоскость среза 
проходит выше середины апекса. А – ​апекс в контрольном варианте (проращивание на дистиллированной 
воде). Б – ​апекс на среде с гуминовыми наночастицами. На вершине апекса располагаются пограничные 
клетки (отмечены черными звездочками), которые утратили контакт с  боковой поверхностью апекса, 
но удерживаются за счет гелевого чехла

Fig. 5. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. Semi-thin longitudinal sections. The plane of the cut passes 
above the middle of the apex. A – ​apex in the control (germination in distilled water). Б – ​apex on the medium 
with humic nanoparticles. At the top of the apex, there are border cells (marked with black asterisks) that have 
lost contact with the lateral surface of the apex but are held by the mucilaginous sheath
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(рис.  11). Поскольку компоненты гелевого 
чехла (в  том числе и  белки) экскретируются 
ПК, выявленные закономерности могут быть 
связаны как с  увеличением количества ПК, 
так и  с  увеличением их секреторной актив-
ности. Для оценки влияния гуминовых на-
ночастиц на  экскреторную активность ПК 
использовали расчетный показатель: отно-

шение «содержание белка в  одном гелевом 
чехле»/«количество ПК на  апекс». Это соот-
ношение определяли как экскреторную ак-
тивность ПК.

Гуминовые наночастицы достоверно 
повышали экскреторную активность ПК, 
но дозозависимая динамика экскреторной ак-
тивности существенно отличалась для круп-

Рис.  6. Корневые апексы 2-дневных проростков пшеницы. А  – ​контрольный вариант, проращивание 
на дистиллированной воде; пограничные клетки (ПК) плотно прижаты к поверхности апекса. Б, В, Г – ​
проращивание на среде с гуминовыми наночастицами. Б – ​рыхлый слой ПК, которые еще не утратили 
связи с  апексом; В  – ​от  поверхности апекса отделяются одиночные клетки; Г  – ​ПК отделяются 
от поверхности апекса пластами (указано стрелками). Поверхность эпиблемы (ризодермы) в контроле 
и экспериментальных вариантах одинакова (темно-серые гофрированные участки поверхности корня). 
Под отделяющимися ПК поверхность эпиблемы сохраняет свою интактность

Fig. 6. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. A – ​control, germination on distilled water; border cells (BCs) 
closely adhere to the surface of the apex. Б, В, Г – ​germination on the medium with humic nanoparticles. Б – ​
loose layer of BCs that have not yet lost contact with the apex; В – ​single cells are separated from the surface of 
the apex; Г – ​BCs are separated from the surface of the apex in layers (indicated by arrows). The surface of the 
epiblema (rhizodermis) in the control and treatments is the same (dark gray corrugated areas of the root surface). 
Under the flaking BCs, the surface of the epiblema remains intact
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ных и  мелких наночастиц (рис.  12). Так, на-
ночастицы размером 68 нм в  концентрации 
5  мг/л повышали экскреторную активность 
ПК, но  дальнейшее увеличение концентра-
ции наночастиц не  приводило к  существен-
ным изменениям экскреторной активности. 
Для мелких наночастиц (6,5 нм) максималь-
ный стимулирующий эффект наблюдался для 
концентрации 25  мг/л, а  при концентрации 
100  мг/л наблюдалось резкое снижение экс-
креторной активности ПК.

Полученные результаты свидетельству-
ют о  том, что гуминовые наночастицы уве-
личивают активность отделения ПК от  по-
верхности корневого апекса и  в  результате 
численность свободных ПК в гелевом чехле. 
Выявленные эффекты имеют дозо-зависимый 
характер и существенно отличаются для на-
ночастиц размером 68 нм и 6,5 нм.

Еще одной эффекторной системой гуми-
новых наночастиц является окислительно-
восстановительный гомеостаз: их биологиче-

Рис. 7. Пограничные клетки (ПК) корневого апекса 2-дневных проростков пшеницы. А – ​контрольный 
вариант, проращивание на  дистиллированной воде; ПК плотно прижаты к  поверхности апекса 
и  контактируют друг с  другом, образуя монослой. Б, В, Г  – ​проращивание на  среде с  гуминовыми 
наночастицами. Б – ​рыхлый слой ПК на поверхности апекса, контакты в слое ПК уже нарушены, но есть 
точки «соприкосновения» с  поверхностью апекса; В  – ​одиночные ПК, отделяющиеся от  поверхности 
апекса; Г – ​ПК отделяются от поверхности апекса цепочкой (указано стрелкой)

Fig. 7. Border cells (BCs) of the root apexes of 2-day-old wheat seedlings. A – ​control, germination on distilled 
water; BCs closely adhere to the surface of the apex and are in contact with each other, forming a monolayer. Б, 
В, Г – ​germination on the medium with humic nanoparticles. Б – ​loose BC layer on the apex surface; contacts in 
the BC layer are already broken, but there are points of “contact” with the apex surface; В – ​single BCs separating 
from the surface of the apex; Г – ​BC chains are detached from the surface of the apex (indicated by an arrow)
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Рис.  8. Пограничные клетки в  суспензии после активного смывания. А  – ​одиночные овальные 
клетки с  гранулами крахмала в  цитоплазме. Масштабная линейка 50 мкм. Б  – ​фрагмент монослоя 
из палочковидных клеток и две одиночные палочковидные клетки. Масштабная линейка 100 мкм

Fig. 8. Border cells in suspension after active rinsing. A – ​single oval cells with starch granules in the cytoplasm. 
Scale bar 50 µm. Б – ​a fragment of a monolayer of rod-shaped cells and two single rod-shaped cells. Scale bar 
100 µm

Рис. 9. Количество одиночных клеток в суспензии 
пограничных клеток. Активное смывание клеток 
с  корневых апексов 2-дневных проростков. 
Звездочкой отмечены значения, достоверно 
отличающиеся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ  – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ  – ​
мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 9. Number of single cells in border cell suspension. 
Active washing off of cells from root apexes of 
2-day-old seedlings. Asterisks indicate values that 
are significantly different from the control (p<0.05). 
КЧ – ​larger humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic 
nanoparticles

Рис.  10. Количество пограничных клеток 
в корневом апексе 2-дневных проростков пшеницы. 
Активное смывание клеток с  корневых апексов. 
Звездочкой отмечены значения, достоверно 
отличающиеся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ  – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ  – ​
мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 10. The number of border cells in the root apexes 
of 2-day-old wheat seedlings. Active washing off of 
cells from root apexes. Asterisks indicate values that 
are significantly different from the control (p<0.05). 
КЧ – ​larger humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic 
nanoparticles
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ская активность может реализоваться через 
индукцию мягкого окислительного стресса. 
В  связи с  этим на  следующем этапе работы 
оценивали содержание карбонилированных 
белков (КБ), малонового диальдегида (МДА) 
и  пролина (как маркеров окислительного 
стресса) в корнях 2-дневных проростков.

Влияние гуминовых наночастиц 
на содержание МДА, карбонилированных 
белков и пролина в корнях 2-дневных 
проростков T. aestivum

При культивировании на средах с круп-
ными наночастицами в концентрации 25 мг/л 
и  100  мг/л в  корнях 2-суточных проростков 
содержание КБ значительно возрастало, соот-

ветственно, в 2 и 5 раз, по сравнению с кон-
тролем (рис.  13 б). Крупные наночастицы 
в изученных концентрациях не влияли на со-
держание МДА (рис. 13 а).

Сравнение динамики содержания КБ 
и МДА позволяет предположить, что на сре-
де с  крупными гуминовыми наночастицами 
значительная часть образующегося в корнях 
МДА включается в  окислительные модифи-
кации белков, а  ТБК‑активный пул остается 
в  пределах значений, характерных для кон-
трольного варианта (рис. 13).

В  отличие от  крупных наночастиц, 
на  среде с  мелкими гуминовыми наноча-
стицами (6,5 нм) содержание МДА в корнях 

Рис. 11. Содержание белка (нг/апекс) в гелевом чехле 
корневого апекса 2-дневных проростков пшеницы. 
Звездочкой отмечены значения, достоверно 
отличающиеся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ  – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ  – ​
мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 11. Protein content (ng/apex) in the mucilaginous 
sheath of the root apex of 2-day-old wheat seedlings. 
Asterisks indicate values that are significantly 
different from the control (p<0.05). КЧ – ​larger humic 
nanoparticles; МЧ – ​smaller humic nanoparticles

Рис.  12. Экскреторная активность пограничных 
клеток (ПК). Экскреторную активность оценивали 
как соотношение количества белка в  гелевом 
чехле апекса и количества ПК на апекс. Звездочкой 
отмечены значения, достоверно отличающиеся 
от контрольного варианта (р<0,05). КЧ – ​крупные 
гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые 
наночастицы

Fig. 12. Excretory activity of border cells (BCs). 
Excretory activity was assessed as the ratio of the 
amount of protein in the mucilaginous sheath of the 
apex to the number of BCs per apex. Asterisks indicate 
values that are significantly different from the control 
(p<0.05). КЧ  – ​larger humic nanoparticles; МЧ  – ​
smaller humic nanoparticles
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проростков увеличивалось в  2 раза (концен-
трации 25 мг мг/л и 100 мг/л). Увеличение со-
держания КБ в корнях было отмечено только 
для концентрации 100 мг/л (рис. 13).

Увеличение содержания КБ и МДА сопро-
вождалось дозозависимым увеличением содер-
жания пролина в корнях проростков при куль-
тивировании на среде и с мелкими, и крупными 
гуминовыми наночастицами (рис. 14).

Полученные результаты свидетель-
ствуют, что в  условиях гидропонной куль-
туры гуминовые наночастицы индуцируют 
окислительный стресс в  корнях 2-дневных 
проростков. Уровень продуктов свободнора-
дикального окисления белков и  липидов за-
висит от концентрации и размера наночастиц. 
Следует отметить, что индуцированный гу-
миновыми наночастицами окислительный 
стресс не  сопровождался ингибированием 
роста корней.

Обсуждение

В литературе эффекты ГК часто объясня-
ют их влиянием на ризосферный метаболизм 
(García et al., 2016a; Olaetxea et al., 2015, 2016). 
Ризосфера, прикорневая зона, формируется 
в процессе корневой экскреции и играет важ-
ную роль в  процессах адаптации развиваю-
щегося корня проростка и взрослого растения 
к  различным биотическим и  абиотическим 
факторам среды (De-la-Peña, Loyola-Vargas, 
2014; Holz et al., 2018; Javed et al., 2018; Rekha 
et al., 2018; Preece et al., 2018).

Показано, что важнейшим структурно-
функциональным элементом ризосферной си-
стемы являются ПК (Hawes et al., 1998, 2002, 
2016 a, b). ПК представляют собой специфиче-
скую популяцию соматических метаболиче-
ски активных клеток. На разных этапах диф-
ференцировки ПК могут реализовать свои 
функции в  условиях физического контакта 

Рис.  13. Содержание МДА (А) и  карбонилированных белков (Б) (нМ/мг белка) в  корнях 2-дневных 
проростков пшеницы. Звездочкой отмечены значения, достоверно отличающиеся от  контрольного 
варианта (р<0,05). КЧ – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 13. The contents of MDA (A) and carbonylated proteins (Б) (nM/mg of protein) in the roots of 2-day-old 
wheat seedlings. Asterisks indicate values that are significantly different from the control (p<0.05). КЧ – ​larger 
humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic nanoparticles
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с корневым апексом, а после утраты физиче-
ского контакта с корневым апексом – ​в геле-
вом чехле, полисахаридно-гликопротеиновом 
матриксе, который окружает апекс и являет-
ся продуктом экскреторной активности ПК. 
О  возможности длительного автономного 
функционирования свидетельствуют много-
численные гранулы крахмала в  цитоплазме 
ПК (рис. 8 а).

Гуминовые наночастицы увеличивали 
активность отделения ПК от  поверхности 
корневого апекса и  перехода в  гелевый че-
хол (рис.  3). Отделение ПК связано с  ремо-
делированием клеточных стенок. Известно, 
что в  ремоделировании клеточных стенок 
участвуют не  только ферменты (эндо‑1,4-
манназы, пектинметилэстеразы, целлюлазы), 
но  и  активные формы кислорода (АФК): не-
ферментативная окислительная модифика-
ция компонентов клеточной стенки вносит 
существенный вклад в  разрыхление клеточ-
ных стенок на  ранних этапах развития про-

ростка (Nonogaki et al., 2010; Scheler et al., 
2015; Chen et al., 2016 a, b). Так как гуминовые 
наночастицы индуцировали окислительный 
стресс (повышали содержание КБ, МДА, про-
лина, рис. 13–14), можно полагать, что увели-
чение активности отделения ПК от поверхно-
сти корневого апекса в значительной степени 
связано с окислительным ремоделированием 
клеточных стенок. При этом следует отме-
тить, что вклад АФК в  процессы ремодели-
рования участков клеточных стенок, контак-
тирующих с поверхностью корневого апекса, 
и участков клеточных стенок между самими 
ПК может быть различным. Так, гуминовые 
наночастицы увеличивали активность боко-
вого отслаивания ПК от поверхности корне-
вого апекса, но при этом сохранялись контак-
ты ПК друг с другом (рис. 8).

На  средах с  гуминовыми наночастица-
ми увеличивалась не  только численность 
свободных ПК, но и размеры гелевого чехла 
(рис. 3). Динамика расчетного параметра ак-

Рис.  14. Содержание пролина (мкг/мг белка) в  корнях 2-дневных проростков пшеницы. Звездочкой 
отмечены значения, достоверно отличающиеся от  контрольного варианта (р<0,05). КЧ  – ​крупные 
гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 14. Proline content (µg/mg protein) in the roots of 2-day-old wheat seedlings. Asterisks indicate values 
that are significantly different from the control (p<0.05). КЧ – ​larger humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic 
nanoparticles
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тивности экскреции позволяет полагать, что 
увеличение размеров гелевого чехла связано 
не только с увеличением численности проду-
центов (ПК), но и  с увеличением экскретор-
ной активности ПК (рис.  12). Известно, что 
ПК активно экскретируют в ризосферу более 
100 различных белков (Knox et al., 2007; Wen 
et al., 2007). Возможно, что влияние гумино-
вых наночастиц на экскреторную активность 
ПК реализуется через индукцию окислитель-
ного стресса. Известно, что индукторы окис-
лительного стресса увеличивают активность 
экскреции корневых экзометаболитов (UdDin 
et al., 2015; Javed et al., 2018).

Гуминовые наночастицы не  стимули-
ровали рост корней проростков, но  инду-
цированное наночастицами формирование 
многочисленной популяции свободных ПК 
и  активная экскреция экзометаболитов мо-
жет способствовать быстрому становлению 
ризосферной системы и в результате обеспе-
чивать быстрый рост и  развитие корневой 
системы, ее устойчивость к различным био-
тическим и абиотическим факторам на более 
поздних этапах развития проростка.

Реализацию биологических эффектов 
ГК связывают с индукцией мягкого окисли-
тельного стресса: ГК увеличивают продук-
цию АФК в растительных клетках (García et 
al., 2016a, b). АФК‑сигналинг, окислительная 
модификация белков, липидов и  РНК игра-
ют важную роль на  ранних этапах прорас-
тания зерновки (Job et al., 2005; El-Maarouf-
Bouteau et al., 2013; Oracz, Karpiński, 2016; Li 
et al., 2017). В  прорастающей зерновке окис-
лительная модификация белков увеличивает 
активность их протеолитической деградации 
в  различных типах протеосомных систем 
и  определяет доступность аминокислот для 
включения в  синтез новых белков (Oracz, 
Stawska, 2016). Можно полагать, что актив-
ность окислительной модификации белков 

в значительной степени определяет скорость 
изменений протеома проростка на  ранних 
этапах его развития.

Гуминовые наночастицы способствова-
ли дозозависимому увеличению содержания 
КБ (рис. 13 б). Опираясь на данные литерату-
ры, этот факт можно рассматривать как сви-
детельство более активного синтеза белков 
de novo в  проростках при культивировании 
на средах с гуминовыми наночастицами.

Дозозависимое увеличение содержания 
МДА наблюдалось только для гуминовых 
наночастиц размером 6,5 нм (рис. 13 а). Уро-
вень МДА является маркером структурно-
функциональных перестроек мембранных 
систем клетки. Окислительные модификации 
липидов могут влиять на стабильность мем-
бранных рафтов, плотность упаковки жирно-
кислотных цепей и микровязкость мембраны 
(Conte et al., 2015; Neto, Cordeiro, 2016), ин-
дуцировать деформации липидного бислоя, 
образование пор и  переход в  мицеллярную 
фазу (Boonnoy et al., 2015). Эти структурные 
перестройки рассматриваются как регулятор-
ные механизмы, определяющие активность 
мембраносвязанных процессов и  функци-
ональный статус клетки. Белковый синтез 
в значительной степени зависит от мембран-
ных систем клетки и  окислительные моди-
фикации мембранных липидов могут играть 
важную роль в активации синтеза белков de 
novo и перестройках протеома проростка при 
культивировании на средах с гуминовыми на-
ночастицами.

Наряду с КБ и МДА, маркером индуци-
рованного окислительного стресса в  расти-
тельных клетках является содержание проли-
на. АФК являются медиаторами сигнальных 
систем, которые контролируют метаболизм 
пролина (Yang et al., 2009; Zhang, Becker, 2015; 
Copley et al., 2017). Пролин в условиях окис-
лительного стресса «работает» как: а) хими-
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ческий шаперон, стабилизирует белки и пре-
дотвращает их агрегацию (Samuel et al., 2000); 
б)  молекулярный скавенджер АФК (Kaul 
et al., 2008; Signorelli et al., 2014); в)  предот-
вращает истощение внутриклеточного пула 
глутатиона GSH (Hoque et al., 2008; Xu et al., 
2009). Окисление 1 молекулы пролина в ми-
тохондриях приводит к образованию прибли-
зительно 30  АТФ‑эквивалентов (Hare, Cress, 
1997; Cabassa-Hourton et al., 2016), которые ис-
пользуются для реализации компенсаторно-
адаптивных перестроек метаболизма в усло-
виях стресса. В  связи с  этим дозозависимое 
увеличение содержания пролина в  корнях 
проростков при культивировании на  средах 
с гуминовыми наночастицами (рис. 14) мож-
но рассматривать как свидетельство пере-
строек энергетического метаболизма про-
ростка: увеличения пула энергетических 
эквивалентов, которые могут использоваться 
для активного синтеза белков de novo (и дру-
гих энергозависимых процессов).

С  другой стороны, индуцированное гу-
миновыми наночастицами повышение уров-
ня пролина может поддерживать активность 
окислительных модификаций белков и липи-
дов на  «регуляторном уровне» и  предотвра-
щать развитие деструктивных процессов.

Oкисление пролина в  митохондриях 
и  образование АТФ‑эквивалентов сопрово-
ждается образованием АФК и вторичной ак-
тивацией процессов окислительной модифи-
кации белков и  липидов и  АФК‑сигналинга 
(Garcia de la Garma et al., 2015). Этот феномен 
не  позволяет оценить «величину» окисли-
тельного стресса, который вызывают сами 
гуминовые наночастицы.

Полученные результаты позволяют 
предполагать, что гуминовые наночастицы 
индуцируют глубокие перестройки метабо-
лизма корня развивающегося проростка. Эти 
перестройки на более поздних этапах разви-

тия проростка могут реализоваться в  выра-
женной стимуляции роста корневой системы 
и надземной части проростка.

В  заключении следует отметить, что 
выявленные дозозависимые эффекты суще-
ственно различались для мелких и  крупных 
наночастиц. Наночастицы размером 6,5 нм 
оказывали значительно более выраженное 
влияние на  изученные параметры (рис.  13–
14). При этом взаимоотношения между 
параметрами (соотношения Пролин/КБ, 
Пролин/МДА, КБ/МДА) значительно варьи-
ровали в зависимости от размеров наночастиц 
(рис.  15). Особенности динамики соотноше-
ний Пролин/КБ, Пролин/МДА, КБ/МДА по-
зволяют предположить, что АФК‑зависимый 
сигналинг может существенно различаться 
для гуминовых наночастиц разных размер-
ных классов.

Известно, что биологические эффекты 
наночастиц в  значительной степени зависят 
от размеров (Kulikova et al., 2017; Wang et al., 
2018; Zheng et al., 2018). В  целом мелкие на-
ночастицы биологически более активны, чем 
крупные: уровень индуцированного окис-
лительного стресса для мелких наночастиц 
выше, чем для крупных (Carlson et al., 2008; 
Makama et al., 2018). Предполагается, что 
способность гуминовых наночастиц инду-
цировать окислительный стресс в  корневой 
системе связан с тем, что наночастицы могут 
временно «закупоривать» поровые комплексы 
в клеточных стенках и тем самым индуциро-
вать дозозависимый окислительный стресс. 
Под влиянием корневых экзометаболитов 
происходит молекулярная дезинтеграция гу-
миновых наночастиц и  поровые комплексы 
освобождаются (Piccolo, 2002; Olaetxea et al., 
2015). Авторы не изучали зависимость окис-
лительного стресса от  размеров молекуляр-
ных агрегатов ГК, но  можно предположить, 
что более мелкие частицы ГК «закупорива-
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Рис.  15. Динамика соотношений между основными маркерами окислительного стресса (пролин, 
карбонилированные белки и МДА). КЧ – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые 
наночастицы

Fig. 15. Dynamics of proportions of the main markers of oxidative stress (proline, carbonylated proteins, and 
MDA). КЧ – ​larger humic nanoparticles, МЧ – ​smaller humic nanoparticles

ют» поровые комплексы на более длительное 
время и  в  результате индуцированный ими 
окислительный стресс будет выражен в боль-
шей степени, чем для более крупных частиц 
ГК.

Полученные результаты позволяют пред-
полагать, что варьирование размеров гуми-
новых наночастиц может быть использовано 

для целенаправленной регуляции их биоло-
гической активности в  ризосфере на  ранних 
этапах прорастания.

Заключение

Гуминовые наночастицы увеличивали 
численность популяции ПК корневого апек-
са 2-дневных проростков. Размеры гелевого 
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чехла и  содержание общего белка в  составе 
гелевого чехла корневого апекса 2-дневных 
проростков на  средах с  гуминовыми на-
ночастицами значительно увеличивались. 
При проращивании на средах с гуминовыми 
наночастицами деструктивные изменения 
в  корневом апексе 2-дневных проростков 
не выявлялись. Гуминовые наночастицы ин-

дуцировали окислительный стресс: в корнях 
2-дневных проростков увеличивалось содер-
жание КБ, МДА и пролина. Индуцированный 
гуминовыми наночастицами окислительный 
стресс не сопровождался ингибированием ро-
ста корня. Эффекты гуминовых наночастиц 
имели дозозависимый характер и существен-
но варьировали в зависимости от их размеров.
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Abstract. The ‘Abakanskaya’ anabranch of the Yenisei River located in Krasnoyarsk is influenced 
by several anthropogenic factors (a dam in the upper reaches; heated water discharge from a thermal 
power plant; fish farming). The aim of the present work was to assess the anthropogenic impact on the 
lentic part of the Yenisei River in Krasnoyarsk based on elemental analysis of macrophytes and water. 
Inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES) was used to determine the contents 
of macro- and trace elements in water and macrophytes. Results showed that Cu, Mn, Mo, and Al 
concentrations in water were higher than their MACs for fishery reservoirs, and specific conductivity and 
concentrations of B, Ba, Ca, Mg, Li, Na, Sr, and Mn in water exceeded their background values, which 
could be associated with the input of sewage and ground waters. The elevated concentration of Cu could 
be attributed to the input of that element with the heated waters of the thermal power plant, and increased 
concentrations of K and NO2

- in water were probably caused by fish farming. Increased contents of Ba, 
Ca, Cu, Sr, and Zn in Elodea canadensis Michx. and Ca, Cu, Pb, Sr, and Li in Myriophyllum sp. were 
revealed at sites subjected to anthropogenic impact. The contents of metals in submerged macrophytes 
were indicative of the contamination of the ecosystem with Cu, Sr, Fe, Ni, and Zn. Three groups of 
macrophytes have been identified, differing in the contents of elements: E. canadensis, Potamogeton 
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perfoliatus L.; Myriophyllum sp., Stuckenia pectinata (L.) Börner, Ceratophyllum demersum L.; and 
Spirogyra sp. These dissimilarities may be related to the morphological and physiological differences 
in the accumulation of essential (Mg, Zn, Fe, and V) and non-essential (As, Li, and Sr) elements by 
submerged macrophytes.

Keywords: heavy metals, nutrients, higher aquatic plants, Spirogyra sp., pollution indicators, river 
ecosystem.
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Оценка антропогенного воздействия  
на экосистему р. Енисей в черте г. Красноярска  
на основе элементного анализа макрофитов и воды
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Аннотация. Абаканская протока р. Енисей в черте г. Красноярска подвержена влиянию 
антропогенных факторов (дамба в верховьях, подогретые воды ТЭЦ, рыбоводное хозяйство). Цель 
работы – ​оценить антропогенное влияние на лентический участок реки Енисей в г. Красноярске 
на основе элементного анализа макрофитов и воды. С помощью атомно-эмиссионной 
спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой (ИСП-АЭС) определено содержание макро- 
и микроэлементов в воде и макрофитах Абаканской протоки. В воде обнаружено превышение 
ПДК для рыбохозяйственных водоемов по Cu, Mn, Mo, Al и фоновых значений по минерализации, 
концентрации B, Ba, Ca, Mg, Li, Na, Sr, Mn, что могло быть связано с поступлением ливневых 
сточных и грунтовых вод; концентрации Cu, вероятно, поступающей с подогретыми водами ТЭЦ; 
концентрации K и NO2

- в воде, вероятно, под воздействием рыбоводного хозяйства. Выявлено 



– 89 –

Yuliya D. Anishchenko, Olesya V. Anishchenko… Assessment of Anthropogenic Impact on the Yenisei River Anabranch…

увеличение содержания Ba, Сa, Cu, Sr, Zn в элодее, Ca, Cu, Pb, Sr, Li в урути на участках, 
подверженных антропогенному воздействию. Содержание металлов в погруженных макрофитах 
свидетельствовало о загрязнении экосистемы Cu, Sr, Fe, Ni и Zn. Выявлены три группы 
макрофитов, различающиеся по содержанию элементов: элодея (Elodea canadensis Michx.) и рдест 
стеблеобъемлющий (Potamogeton perfoliatus L.); уруть (Myriophyllum sp.), рдест гребенчатый 
(Stuckenia pectinata (L.) Börner), роголистник погруженный (Ceratophyllum demersum L.); 
спирогира (Spirogyra sp.). Отличия могут быть связаны с морфологическими и физиологическими 
особенностями аккумуляции эссенциальных (Mg, Zn, Fe и V) и неэссенциальных (As, Li, Sr) 
элементов погруженными макрофитами.

Ключевые слова: тяжелые металлы, биогенные элементы, высшая водная растительность, 
Spirogyra sp., индикаторы загрязнения, речная экосистема.
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Введение

Загрязнение водных экосистем под вли-
янием деятельности человека остается одной 
из актуальных проблем в наши дни. Зарегу-
лирование русла, сброс сточных вод промыш-
ленных предприятий, влияние аквакультуры 
часто приводят к ухудшению состояния речных 
экосистем, условий городской среды, утрате 
рекреационных качеств водными экосистемами. 
Для контроля состояния экосистем необходи-
мо проводить мониторинговые исследования, 
позволяющие вовремя выявлять возникающие 
проблемы и управлять качеством природных 
вод.

В черте г. Красноярска расположена Аба-
канская протока р. Енисей, которая имеет 
важное рекреационное значение. Протока под-
вержена влиянию ряда антропогенных факто-

ров: верховье перекрыто дамбой, ниже дамбы 
поступают подогретые воды ТЭЦ и работает 
рыбоводное хозяйство (Кравчук и др., 2021). 
Массовый рост макрофитов – ​высших водных 
растений и зеленой нитчатой макроводоросли 
спирогиры (Spirogyra sp.) – ​привел к ухудше-
нию рекреационных и эстетических качеств 
на данном участке реки. С 2018 г. проводятся 
исследования влияния антропогенных факторов 
на экосистему Абаканской протоки. Известно, 
что макрофиты способны накапливать тяжелые 
металлы (ТМ) и биогенные элементы, поэтому 
используются в качестве индикаторов загряз-
нения водных экосистем (Rai, 2009; Rajfur et 
al., 2011). ТМ, обладая токсичностью, способны 
мигрировать и накапливаться в звеньях тро-
фических цепей, в рыбе и представлять по-
тенциальную опасность для здоровья человека 
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(Gladyshev et al., 2009), поэтому важна оценка 
загрязнения экосистемы данными элементами. 
Погруженные макрофиты, или гидрофиты, 
в большей степени накапливают металлы, чем 
другие группы водных растений (например, 
воздушно-водные или плавающие на поверх-
ности), поскольку способны поглощать ионы 
всей поверхностью (Hassan et al., 2010). Таким 
образом, в рамках исследований Абаканской 
протоки нами проведена работа, целью которой 
было оценить антропогенное влияние на лен-
тический участок реки Енисей в г. Красноярске 
на основе элементного анализа макрофитов 
и воды. В задачи работы входило: 1) измерить 
содержание биогенных, макро- и микроэлемен-
тов в воде и макрофитах Абаканской протоки; 
2) оценить степень загрязнения вод и видовую 
специфику накопления элементов погружен-

ными макрофитами на исследуемом участке 
р. Енисей.

Район и методы исследования

Подробное описание района исследо-
ваний приведено в  работе (Кравчук и  др., 
2021). Отбор проб воды и растений проводи-
ли в литорали в 2018 г. (23.07, 27.08) и в 2019 г. 
(28.05, 27.06, 23.07, 7.08, 27.08 и 10.09) на че-
тырех станциях левого берега (рис. 1): стан-
ция 1 – ​в 50 м выше дамбы, фоновая; станция 
2–200  м ниже дамбы; станция 3  – ​в  районе 
поступления подогретых вод ТЭЦ; станция 
4–500  м ниже рыбоводного хозяйства возле 
городского пляжа. В  районе станции 3 про-
бы отбирали с обеих сторон насыпи, в связи 
с  чем обозначили дополнительную станцию 
отбора проб макрофитов – ​3А. Сбор водных 

Рис. 1. Карта-схема Абаканской протоки р. Енисей

Fig. 1. Diagrammatic map of the ‘Abakanskaya’ anabranch of the Yenisei River
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растений проводили у берега с глубины около 
0,5 м в трех повторностях, биомассу срезали 
над грунтом с площади ограниченной рамкой 
размером 30х30 см (Катанская, 1981).

In situ измеряли температуру воды 
электронным термометром Long-Stem 
Thermometer, F/C, 8 (Cole-Parmer, США), со-
держание растворенного кислорода  – ​кис-
лородомером HI 9142 (Hanna Instruments, 
США). Воду зачерпывали пластиковым ве-
дром. Пробы воды фильтровали через сеть 
с размером ячеи 130 мкм. Отобранные пробы 
в течение часа транспортировали в лаборато-
рию, где проводили измерение pH с помощью 
pH‑метра PB‑11 (Sartorius, Германия) и мине-
рализации воды, удельной электропроводно-
сти (УЭП), кондуктометром Starter ST300C 
(Ohaus Instruments, Китай).

Концентрацию биогенных элемен-
тов определяли по  общепринятым методи-
кам: аммонийный азот  – ​методом Несслера 
(ГОСТ 33045–2014); нитритный азот  – ​коло-
риметрически реакцией с  сульфаниламидом 
и  а-нафтиламином (реактив Грисса) (ГОСТ 
33045–2014); нитратный азот  – ​редукци-
ей до  нитритного на  кадмиевой колонке 
(РД  52.24.380–2017); общий и  минеральный 
фосфор анализировали фотометрически 
(РД  52.24.387–2006, РД 52.24.382–2006). Со-
держание общего азота в растениях определя-
ли с помощью анализатора Flash 2000 NC Soil 
Analyzer (Thermo Fisher Scientifc, Германия) 
(Gladyshev et al., 2007), для этого отбирали 
по  10  мг образца. Содержание макро- и  ми-
кроэлементов в воде и растениях определяли 
методом атомно-эмиссионной спектрометрии 
с индуктивно-связанной плазмой (ИСП) с по-
мощью спектрометра iCAP 6300-Duo (Thermo 
Scientifc, Англия). Пробы воды перед анализом 
на  ИСП‑спектрометре подкисляли концен-
трированной соляной кислотой (HCl) особой 
чистоты в соотношении 1:100. Подробное опи-

сание условий проведения измерений и харак-
теристик спектрометра представлено в работе 
(Anishchenko et al., 2020). Пределы обнаруже-
ния метода приведены в табл. 1. Анализы воды 
и растений проводили в 2-х повторностях.

В  лаборатории растения разделяли 
на  виды, промывали дистиллированной во-
дой и  высушивали в  сушильном шкафу при 
105 °C до постоянного веса. Затем пробы ма-
крофитов измельчали с помощью кофемолки 
с  общим объемом резервуара около 150 мл, 
при необходимости гомогенизировали допол-
нительно в  агатовой ступке и  высушивали 
до постоянного веса при 105 °C. По 0,2 г каж-
дого образца растений помещали в контейне-
ры из  фторопласта, добавляли 7 мл азотной 
кислоты (HNO3) особой чистоты и минерали-
зовали в микроволновой печи «МС‑6» (ООО 
«Вольта», Санкт-Петербург) по  программе: 
1)  температура  – ​150 ºC, давление  – ​15 атм 
в  течение 10 мин; 2)  температура  – ​180 ºC, 
давление – ​20 атм в течение 5 мин. Контроль 
качества анализов проводили с  использова-
нием стандартного образца элодеи канадской 
(ЭК‑1, ГСО № 8921–2007, Институт геохимии 
им. Виноградова СО РАН, Иркутск). Воспро-
изводимость результатов анализа раститель-
ных образцов представлена в табл. 1.

Всего было проанализировано 27 
проб элодеи канадской (Elodea canadensis 
Michx.), 30  – ​роголистника погруженного 
(Ceratophyllum demersum L.), 33 пробы урути 
(Myriophyllum sp.), 5 проб рдеста гребенча-
того (Stuckenia pectinata (L.) Börner синоним 
Potamogeton pectinatus L.) и  8 проб рдеста 
стеблеобъемлющего (Potamogeton perfoliatus 
L.). Кроме высшей водной растительности 
было проанализировано 28 проб перифитон-
ной зеленой нитчатой водоросли Spirogyra sp. 
со станций № 2–4. Подробное описание рас-
тительного сообщества исследуемого участка 
приведено в работе (Кравчук и др., 2021).
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Таблица 1. Пределы обнаружения метода и  результаты воспроизводимости анализа (%), полученные 
с  использованием ГСО элодеи канадской (ЭК‑1) («-»  – ​измерения не  проводились, «н.а.»  – ​значения 
не аттестованы)

Table 1. Method detection limits and results of reproducibility of analysis (%) obtained using SRM (Elodea 
Canadensis, EC‑1) (“-” – ​measurements were not carried out, “н.a.” – ​the values were not certified)

Элемент λ, нм Вода, мг/л Макрофиты, мг/кг Воспроизводимость, %

Al 396,152 0,0002 - -
394,401 - 3,5 65,1

As 189,042 0,001 0,35 85,5
B 249,678 0,0003 0,105 79,1
Be 234,861 0,00002 - н.а.
Ba 455,403 0,000006 0,0021 84,6
Bi 223,061 0,0008 - н.а.
Ca 317,933 0,004 0,002 101,5
Cd 214,438 0,00009 - -

228,802 - 0,105 125
Co 228,616 0,0002 0,07 80,7
Cr 267,716 0,0002 0,07 94,1
Cu 324,754 0,0001 0,032 94,4
Fe 259,940 - 0,7 94,6

238,204 0,0001 - -
Ga 417,206 0,0004 - н.а.
K 769,896 0,03 7 89
Li 670,784 0,000005 0,0014 133,7

Mg 279,079 0,04 10,5 92,6
Mn 257,610 0,00003 0,14 104,3
Mo 202,030 0,0003 0,14 115,8
Na 589,592 0,005 1,05 94,5
Ni 231,604 0,0005 0,175 165,3
P 213,618 0,002 - 81,2

214,914 - 7 -
Pb 220,353 0,001 0,35 168,9
S 180,731 - 105 83,2

182,034 0,6 - -
Sb 206,833 0,0009 - -
Sr 421,552 0,000005 0,025 96,4
Ti 334,941 - - -

337,280 0,00008 - -
Tl 190,856 0,0009 - -
V 268,796 0,0002 - -

292,402 - 0,035 66,8
Zn 213,856 0,0001 0,035 110,4
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Поскольку в  большинстве случаев тип 
распределения исследованных элементов 
был отличен от  нормального (по  критерию 
Шапиро-Уилка), для сравнения их средних 
величин применяли непараметрический 
тест Краскела-Уоллиса. Последующий post-
hoc анализ проведен тестом Данна. Линей-
ный дискриминантный анализ был прове-
ден на  основе первичной матрицы данных 
о содержании металлов в пробах изученных 
видов макрофитов. В качестве меры дискри-
минации видов по каждому из элементов ис-
пользованы стандартизированные коэффици-
енты 1 и  2 дискриминантных функций. Все 
статистические расчеты выполняли в  среде 
R (R Development Core Team, 2011), с исполь-
зованием пакетов “multcompView”, “FSA”, 
“MASS”.

Результаты

Вода в районе исследования характеризо-
валась как слабощелочная и щелочная (Ника-
норов, 1989), значение рН варьировало в сред-
нем от 8,13 (на ст. № 2, 3) до 8,63 (на ст. № 4) и 
было статистически значимо ниже на ст. № 2, 
чем на ст. № 4 (табл. 2). На ст. № 4 рН превы-
шало рекомендованный норматив для рыбо-
хозяйственных водоемов (Об утверждении…, 
2016), устанавливаемый по  фоновым значе-
ниям, т.е. 8,19 для ст. № 1. По концентрации 
растворенного минерального фосфора вода 
относилась к  олиготрофному типу (Об  ут-
верждении…, 2016). Концентрация B, Ca, Mg, 
УЭП в воде на ст. № 2 и № 4, Ba, Mn на ст. 
№ 2, Li, Na, Sr на  ст. № 2–4, Cu на  ст. № 3, 
K, NO2

- на  ст. №  4 было достоверно выше, 
чем на  фоновом участке (ст. №  1)  (табл.  2). 
Температура воды на 3-й и 4-й станциях до-
стоверно превышала значения данного по-
казателя на 1-й и 2-й станциях, а также была 
выше установленного норматива (увеличение 
температуры до  20  °C в  летний период) для 

водоемов, где обитают холодолюбивые рыбы. 
На ст. № 2 и № 3 отмечено достоверное сни-
жение содержания кислорода в воде. Обнару-
жено превышение в воде ПДК для рыбохозяй-
ственных водоемов (Об утверждении…, 2016) 
по  общему содержанию Al (в  1,25–1,5 раза) 
на ст. № 1 и № 3, Cu (в 2–4 раза) и Mo (в 1,1–1,9 
раза) на всех станциях, Mn (в 1,7 раза) на ст. 
№ 2 (табл. 2).

Содержание элементов в  пробах макро-
фитов на  условно фоновом участке удалось 
определить в  достаточном для статистиче-
ского анализа количестве проб для двух ви-
дов – ​элодеи (n = 6) и урути (n = 4) (табл. 3, 4). 
В пробах элодеи на ст. № 1 содержание К, P, 
Na, B было достоверно выше, чем на станциях 
№ 3А и 4, и N, чем на ст. № 4. Содержание Cd 
на ст. № 4 в образцах элодеи было достоверно 
ниже, чем на станциях № 1 и № 3. Содержание 
Ba в пробах элодеи (табл. 3) было достоверно 
выше на станциях № 2, 3А и 4, чем на фоно-
вом участке. Содержание As в пробах элодеи 
на  ст. №  2 достоверно превышало таковое 
на № 3А. В пробах урути отмечено достовер-
но более высокое содержание B и Cd на услов-
но фоновом участке, по сравнению со станци-
ей № 4 (табл. 4). Содержание Cu и Zn в пробах 
элодеи и  Cu в  урути достоверно увеличива-
лось на ст. № 3 и № 3А, по сравнению с фо-
ном. Содержание Sr в образцах элодеи на ст. 
№ 3А и в урути на ст. № 2 и № 3 достоверно 
превышало фоновые значения. Уруть на  ст. 
№ 3 и № 3А содержала достоверно больше Pb, 
по сравнению с фоновым участком. Содержа-
ние Ca в пробах элодеи на ст. № 3А и в урути 
на ст. № 2 было достоверно выше, чем на ст. 
№ 1. Уруть на ст. № 4 содержала достоверно 
больше Li, чем на фоновом участке. В урути 
содержание Na, Ni на ст. № 3А, N на ст. № 3А 
и № 4, Zn на ст. № 3 и № 3А было достоверно 
выше, чем на ст. № 2. В пробах роголистника 
достоверно более высокое содержание Cd, Cu, 
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Таблица 2. Содержание элементов (мг/л) и  основные характеристики воды (среднее ± стандартная 
ошибка, n = 8 – ​число проб) на станциях отбора проб (№ 1–4) в Абаканской протоке р. Енисей (2018 г. 
(июль – ​август), 2019 г. (май – ​сентябрь)) в сравнении с ПДК для рыбохозяйственных водоемов («-» – ​
не  указано в  перечне) (Об  утверждении…, 2016). Одинаковыми буквами отмечены средние, между 
которыми отличия статистически не  достоверны по  критерию Краскела-Уоллиса. Жирным шрифтом 
выделены значения, превышающие ПДК для рыбохозяйственных водоемов

Table 2. Element contents (mg·L‑1) and main characteristics of water (Mean ± SE, n = 8 – ​number of samples) in 
the Abakanskaya anabranch of the Yenisei River (2018, July – ​August, 2019, May – ​September) compared with 
the MACs for water bodies of fishery significance («-» – ​limits are not indicated) (The Ministry of Agriculture…, 
2016). The same letters denote means that are not significantly different based on Kruskal-Wallis test. Values in 
bold type exceed the MAC

Показа
тель

Станция
Р ПДК

1 2 3 4
1 2 3 4 5 6 7

Al ab0,0536±0,0201 a0,0175 ±0,0032 b0,0600±0,0114 ab0,0253±0,0048 <0,05 0,04
As 0,0001±0,0001 0,00001±0,00001 0,0001±0,0001 0,0001±0,0001 >0,05 0,05
B a0,0037 ±0,0005 b0,0050±0,0005 ab0,0047±0,0004 b0,0056±0,0004 <0,05 0,50
Ba a0,01683±0,00062 b0,02153±0,00116 ab0,02031±0,00123 ab0,01956±0,00191 <0,05 0,74
Bi 0,0001±0,0001 0,0003±0,0001 0,0004±0,0001 0,0003±0,0001 >0,05 -
Ca a24,230±0,554 b30,349±0,825 ac25,679±0,776 bc27,512±0,757 <0,05 180
Cd н.о. н.о. 0,00001±0,00001 н.о. >0,05 0,005
Co 0,00009±0,00003 0,00009±0,00003 0,00010±0,00005 0,00006±0,00003 >0,05 0,01
Cr 0,0004±0,0001 0,0003±0,00004 0,0004±0,0001 0,0003±0,0001 >0,05 0,02
Cu ab0,0021±0,0003 a0,0017±0,0004 c0,0044±0,0004 bc0,0035±0,0005 <0,05 0,001
Fe 0,0840±0,0272 0,0433±0,0043 0,0814±0,0139 0,0451±0,0054 >0,05 0,1
Ga 0,0002±0,00006 0,00021±0,00003 0,00025±0,00011 0,00028±0,00006 >0,05 -
K a0,56140±0,0272 ab0,6805±0,0353 ab0,6450±0,0270 b0,7524±0,0533 <0,05 50
Li a0,00115±0,00005 b0,00188±0,00018 bc0,00234±0,00009 c0,01117±0,00242 <0,05 0,08

Mg a4,12±0,11 b4,94±0,10 ac4,22±0,09 bc4,64±0,13 <0,05 40
Mn a0,00811±0,00127 b0,01679±0,00181 a0,00900±0,00119 a0,00675±0,00118 <0,05 0,01
Mo 0,0012±0,0006 0,0013±0,0003 0,0019±0,0012 0,0011±0,0003 >0,05 0,001
Na a2,303±0,047 b3,131±0,178 b3,816±0,565 b3,869±0,387 <0,05 120
Ni 0,0008±0,0004 0,0003±0,0001 0,0003±0,0001 0,0005±0,0002 >0,05 0,01
Pb 0,0005±0,0003 0,0001±0,0001 0,0006±0,0003 0,0005±0,0002 >0,05 0,006
S 2,3±0,3 2,7±0,3 2,9±0,3 3,0±0,3 >0,05 -

Sb 0,0003±0,0001 0,0004±0,0001 0,0005±0,0001 0,0003±0,0002 >0,05 -
Sr a0,14645±0,00298 b0,17691±0,00466 b0,17813±0,00721 b0,19249±0,01045 <0,05 0,4
Ti a0,00164±0,00059 b0,00039±0,00017 ab0,00146±0,00029 ab0,00044±0,00013 <0,05 0,06
Tl 0,00001±0,00001 н.о. 0,00009±0,00009 0,00003±0,00003 >0,05 -
V 0,0008±0,0001 0,0006±0,0001 0,0009±0,0002 0,0009±0,0001 >0,05 0,001
Zn 0,0032±0,0015 0,0018±0,0011 0,0048±0,0019 0,0020±0,0005 >0,05 0,01

P-PO4 0,004±0,002 0,001±0,001 0,004±0,001 0,004±0,001 >0,05 0,05
Р общ ab0,008±0,001 a0,006±0,001 ab0,014±0,006 b0,013±0,002 <0,05 -
NH4

+ 0,064±0,011 0,051±0,006 0,066±0,007 0,096±0,019 >0,05 0,5
NO2

- a0,0056±0,0011 a0,0067±0,0009 ab0,0221±0,0129 b0,0599±0,0127 <0,05 0,08
NO3

- 0,196±0,060 0,218±0,069 0,201±0,055 0,213±0,045 >0,05 40
pH ab8,19±0,06 a8,13±0,09 ab8,13±0,08 b8,63±0,15 <0,05 8,19

t, °C a13,35±0,85 a15,41±1,13 b22,23±1,02 b21,86±1,17 <0,05 20
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Таблица 3. Содержание элементов (среднее ± стандартная ошибка, мг/кг, *г/кг сухого веса) в пробах элодеи 
канадской (E. canadensis) Абаканской протоки р. Енисей (жирным шрифтом отмечены максимальные 
значения; n  – ​количество проанализированных проб; «н.д.»  – ​данные отсутствуют; одинаковыми 
буквами отмечены данные, между которыми нет достоверных отличий по  тесту Краскела-Уоллиса, 
буквы отсутствуют – ​данный тест не выявил достоверных отличий)

Table 3. Element contents (Mean ± SE, mg·kg‑1, *g·kg‑1 dry weight) in the samples of E. canadensis in the 
Abakanskaya anabranch of the Yenisei River (maximum values are marked in bold; n – ​the number of analyzed 
samples; “н.д.” – ​no data; the same letters denote means that are not significantly different based on Kruskal-
Wallis test; no letters means that the test is not significant)

Станции
Р1

(n = 6)
2

(n=3)
3

(n=5)
3А

(n=7)
4

(n=6)
Al* 0,751±0,076 1,059±0,373 1,024±0,476 0,921±0,290 2,221±0,590 >0,05
Ca* a21,683±3,230 ab27,055±2,003 ab60,934±14,954 b89,035±6,585 ab42,908±10,515 <0,05
Fe* 1,146±0,127 3,818±0,363 1,793±0,696 1,467±0,439 5,334±1,639 >0,05
K * a39,362±1,967 ab29,752±2,326 ab27,974±3,132 b16,610±1,828 b17,004±3,088 <0,05
Mg* 2,400±0,014 2,660±0,258 2,678±0,233 2,551±0,106 2,767±0,464 >0,05
P* a5,791±0,378 ab3,375±0,649 ab2,395±0,262 b1,578±0,203 b1,412±0,255 <0,05

Na* a9,264±0,471 ab8,415±1,980 abc4,689±0,584 c2,914±0,271 bc3,227±0,718 <0,05
S* 3,145±0,326 4,061±0,698 3,261±0,146 2,946±0,204 2,469±0,385 >0,05
N* a41,88±1,21 н.д. ab 36,94±1,10 н.д. b26,02±0,16 <0,01
As ab1,55±0,08 a3,99±0,96 ab1,15±0,38 b0,93±0,20 ab1,20±0,47 <0,05
B a14,42±1,71 ab11,74±1,02 ab9,86±0,84 b7,41±0,43 b6,79±1,38 <0,05
Ba a48,73±3,43 b139,8±17,23 ab85,78±8,09 b100,45±5,91 b125,62±27,65 <0,05
Cd a0,55±0,05 ab0,41±0,12 a0,58±0,07 ab0,45±0,06 b0,23±0,05 <0,05
Co 2,11±0,38 3,75±0,49 2,00±0,24 1,40±0,26 3,03±0,81 >0,05
Cr 3,72±0,8 4,05±1,19 4,12±1,47 3,07±1,51 32,65±16,03 >0,05
Cu a7,41±0,7 a6,29±0,96 b45,79±2,89 b44,96±4,81 ab23,53±4,22 <0,05
Li 1,40±0,11 1,55±0,37 2,15±0,73 1,99±0,33 6,60±1,73 >0,05

Mn 597,08±100,89 4825,39±1507,2 699,96±123,28 557,94±114,65 466,69±60,64 >0,05
Mo 0,46±0,05 0,63±0,18 0,70±0,05 0,75±0,06 0,70±0,18 >0,05
Ni 8,00±0,97 10,24±1,53 12,55±1,88 15,25±2,34 19,74±5,96 >0,05
Pb 0,78±0,19 0,60±0,49 1,68±0,91 3,09±1,60 3,67±1,82 >0,05
Sr a122,97±11,07 a135,55±12,64 ab273,31±58,33 b358,42±23,76 ab183,20±41,91 <0,05
V 2,05±0,29 4,41±0,83 2,70±1,25 2,76±0,89 7,83±2,26 >0,05
Zn a43,89±2,44 a38,23±3,79 b101,81±11,38 b108,16±18,42 ab54,31±9,42 <0,05

1 2 3 4 5 6 7
O2, мг/л a10,81±0,16 b9,31±0,33 b9,63±0,12 a12,37±0,97 <0,05 6
УЭП, 

мкСм/см
a167,68±3,28 b202,01±4,03 ac179,14±5,14 bc192,1±3,08 <0,05 -

Продолжение табл. 2

Continuation of the Table 2
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Таблица 4. Содержание элементов (среднее ± стандартная ошибка, мг/кг, *г/кг сухого веса) в  пробах 
урути (Myriophyllum sp.) Абаканской протоки р. Енисей («н.о.» – ​ниже предела обнаружения, остальные 
обозначения как в табл. 3). Жирным шрифтом отмечены максимальные значения

Table 4. Element contents (Mean ± SE, mg·kg‑1, *g·kg‑1 dry weight) in Myriophyllum sp. in the Abakanskaya 
anabranch of the Yenisei River («н.о.» – ​below detection limit, other designations are as in Table 3). The maximum 
values are marked in bold

Станции
Р1

(n=4)
2

(n=8)
3

(n=8)
3А

(n=5)
4

(n=8)
Al* 0,981±0,298 1,118±0,257 2,236±0,496 2,136±1,265 2,104±0,354 >0,05
Fe* 2,152±0,623 2,414±0,731 3,264±0,728 2,985±1,562 3,882±0,678 >0,05
Ca* a11,288±0,950 b59,937±10,531 a26,139±7,571 ab23,427±2,112 a19,422±1,589 <0,05
K* 13,583±3,200 14,024±2,541 12,369±1,155 20,337±4,256 10,451±1,758 >0,05

Mg* 3,043±0,508 2,694±0,141 2,749±0,286 4,309±0,932 3,205±0,554 >0,05
Na* ab7,566±1,278 a4,467±0,356 ab6,574±1,255 b9,433±1,489 ab5,693±0,565 <0,05
P* 2,434±0,301 1,495±0,243 1,714±0,165 1,540±0,268 1,663±0,139 >0,05
S* 3,305±0,239 2,933±0,346 3,061±0,132 3,312±0,371 3,465±0,296 >0,05
N* н.д. a20,45±1,80 abc29,21±2,62 bc29,38±2,06 c29,45±1,39 <0,05
As 2,75±0,67 2,44±0,68 1,67±0,27 1,35±0,32 1,99±0,11 >0,05
B a15,25±2,48 ab9,89±0,37 ab12,69±1,42 ab12,56±0,89 b10,09±1,08 <0,05
Ba 61,99±16,16 80,26±10,50 61,67±5,50 63,52±5,64 118,95±21,37 >0,05
Cd ab0,81±0,20 ac0,32±0,03 abc0,62±0,14 b0,69±0,04 c0,28±0,06 <0,05
Co 3,63±1,18 1,58±0,37 2,15±0,28 3,03±0,88 2,44±0,50 >0,05
Cr 2,95±0,81 4,49±0,91 7,43±1,32 11,00±6,92 6,88±1,13 >0,05
Cu a9,42±2,25 a6,10±0,92 b38,60±5,07 b45,41±4,63 ab19,68±0,93 <0,05
Li a0,94±0,29 ab1,87±0,38 ab2,83±0,66 ab2,91±1,49 b4,25±0,74 <0,05

Mn 1944,81±622,47 1186,37±231,01 560,11±34,19 880,29±212,57 749,72±72,07 >0,05
Mo 0,51±0,12 0,59±0,11 0,52±0,07 0,51±0,09 0,48±0,07 >0,05
Ni ab9,20±1,15 a5,18±0,77 ab8,82±1,47 b17,77±3,36 ab8,03±0,75 <0,05
Pb aн.о. ab1,07±0,45 b3,46±0,85 b3,97±0,98 ab3,23±0,87 <0,05
Sr a82,65±8,95 b172,19±13,47 b170,94±21,00 ab162,21±16,85 ab117,12±13,07 <0,05
V 4,10±1,43 3,69±0,83 5,64±1,17 4,76±2,54 6,70±1,37 >0,05
Zn abc61,51±4,40 a24,39±3,98 bc90,07±7,98 b164,37±35,04 ac55,69±1,67 <0,05

Pb, Zn обнаружено на ст. № 3 и № 3А, Ni на ст. 
№ 3А, чем на ст. № 4 (табл. 5). В пробах спиро-
гиры отмечено увеличение содержания Li, V, 
Al, Mg, Cr на ст. № 4, Cu и P на ст. № 3 и № 3А, 
Cr на ст. № 3, по сравнению со станцией № 2. 
В пробах спирогиры на ст. № 3 и № 3А содер-
жание Na было достоверно ниже, чем на  ст. 
№ 2 и № 4, содержание Ba – ​ниже чем на ст. 
№ 2 (табл. 6).

Максимальное содержание большинства 
элементов обнаружено в  пробах спирогиры, 
при сравнении с исследованными видами выс-
шей водной растительности на ст. № 4 (рис. 2). 
В пробах спирогиры отмечено достоверно бо-
лее высокое содержание Al, Fe, Ba, Li, Pb, Sr, 
V, Co, Cr, Ca, чем в роголистнике, Ni, Cr, Mg, 
чем в  урути, Co и  Ni, чем в  рдесте стебле-
объемлющем, Mn, чем в  рдесте гребенчатом, 
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Таблица 5. Содержание элементов (среднее ± стандартная ошибка, мг/кг, *г/кг сухого веса) в  пробах 
роголистника погруженного (C. demersum) Абаканской протоки р. Енисей. Жирным шрифтом отмечены 
максимальные значения, обозначения как в табл. 3

Table 5. Element contents (Mean ± SE, mg·kg‑1, *g·kg‑1 dry weight) in the samples of C.  demersum in the 
Abakanskaya anabranch of the Yenisei River. The maximum values are marked in bold, the designations are as 
in Table 3

Станции
Р3

(n = 9)
3А

(n = 10)
4

(n = 11)
Al* 1,885±0,533 1,477±0,469 1,353±0,311 >0,05
Ca* 14,529±2,439 24,989±5,753 15,047±2,517 >0,05
Fe* 2,693±0,705 2,051±0,574 2,249±0,682 >0,05
K* 25,919±2,037 24,687±1,653 22,320±2,367 >0,05

Mg* 6,880±0,582 7,397±0,684 6,091±0,515 >0,05
Na* 7,368±0,947 7,028±0,709 7,001±0,726 >0,05
P* 2,092±0,331 1,525±0,116 1,596±0,123 >0,05
S* 2,900±0,171 2,601±0,149 2,514±0,224 >0,05
N* 32,07±2,39 27,80±0,85 27,17±1,28 >0,05
As 1,70±0,24 1,61±0,23 1,20±0,15 >0,05
B 10,82±0,88 9,57±0,60 10,36±0,59 >0,05
Ba 50,50±4,33 51,40±5,29 79,22±11,67 >0,05
Cd a1,32±0,22 a1,17±0,20 b0,46±0,07 <0,05
Co 3,09±0,33 2,65±0,49 2,04±0,35 >0,05
Cr 6,33±1,56 4,12±1,24 6,16±1,07 >0,05
Cu a62,10±10,75 a72,62±9,65 b32,85±2,54 <0,05
Li 2,65±0,64 2,24±0,56 3,29±0,73 >0,05

Mn 1267,67±202,43 1276,82±234,29 969,39±126,78 >0,05
Mo 0,30±0,07 0,29±0,04 0,34±0,05 >0,05
Ni ab26,05±4,46 a29,21±3,90 b16,67±2,46 <0,05
Pb a3,64±0,58 a4,00±0,92 b1,38±0,27 <0,05
Sr 115,36±12,54 131,30±12,79 103,80±12,66 >0,05
V 4,33±1,22 3,53±1,04 3,56±0,98 >0,05
Zn a255,78±57,83 a225,34±43,44 b109,68±30,67 <0,05

As, чем в  исследованных видах макрофи-
тов, кроме урути. Роголистник содержал до-
стоверно больше K, по  сравнению с  урутью, 
Na – ​по сравнению с элодеей, рдестом стебле-
объемлющем и  спирогирой. Содержание Mg 
в  роголистнике было достоверно выше, чем 
в  элодее, рдесте стеблеобъемлющем и  урути. 
Рдест стеблеобъемлющий содержал больше 
Ca, чем роголистник и уруть, а также Sr, чем 

роголистник. Содержание Cu в  роголистнике 
и  спирогире достоверно превышало таковое 
в других видах макрофитов, кроме элодеи. Ро-
голистник и уруть содержали больше Mn, чем 
два вида рдестов. Рдест гребенчатый содержал 
достоверно меньше Zn, чем роголистник.

В  рамках линейного дискриминантно-
го анализа изученные виды растений были 
распределены в  пространстве двух дискри-
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Таблица 6. Содержание элементов (среднее ± стандартная ошибка, мг/кг, *г/кг сухого веса) в  пробах 
спирогиры (Spirogyra sp.) Абаканской протоки р. Енисей («н.о.» – ​ниже предела обнаружения). Жирным 
шрифтом отмечены максимальные значения, обозначения, как в табл. 3

Table 6. Element contents (Mean ± SE, mg·kg‑1, *g·kg‑1 dry weight) in the samples of Spirogyra sp. in the 
Abakanskaya anabranch of the Yenisei River («н.о.» – ​below detection limit). The maximum values are marked 
in bold, the designations are as in Table 3

Станции
Р2

(n = 3)
3

(n = 8)
3А

(n = 9)
4

(n = 8)
Al* a1,011±0,232 ab6,513±1,878 ab4,681±0,611 b9,815±4,023 <0,05
Ca* 26,043±17,081 29,321±7,409 39,074±3,290 67,698±24,415 >0,05
Fe* 2,293±0,472 8,381±2,393 6,410±0,860 16,955±7,572 >0,05
K* 3,837±0,249 17,345±2,154 18,282±1,569 12,777±4,432 >0,05

Mg* a2,042±0,150 ab3,896±0,814 ab3,463±0,298 b7,328±2,685 <0,05
Na* a3,995±0,204 b0,781±0,220 b 0,821±0,084 a3,335±0,721 <0,05
P* a 0,517±0,041 b1,689±0,135 b1,448±0,098 ab1,746±0,588 <0,05
S* 2,590±0,319 6,609±1,386 5,387±1,490 8,815±3,415 >0,05
N* н.д. 33,35±3,20 32,69±1,84 22,96±4,65 >0,05
As 5,85±0,47 4,46±0,59 4,35±0,43 5,36±1,79 >0,05
B н.о. 5,17±2,12 8,01±4,00 23,22±12,52 >0,05
Ba a3561,47±260,32 b140,86±37,28 b93,32±4,09 ab763,73±248,57 <0,05
Cd 1,33±0,96 0,39±0,06 0,53±0,08 0,32±0,07 >0,05
Co 3,97±0,56 4,31±1,17 3,32±0,46 8,62±3,42 >0,05
Cr a3,06±0,93 b20,03±5,66 ab14,00±1,69 b38,05±14,24 <0,05
Cu a7,10±0,27 b65,12±15,24 b56,72±7,90 ab54,06±18,13 <0,05
Li a2,52±0,11 ab8,30±2,26 ab6,68±0,63 b20,11±7,05 <0,05

Mn 3227,14±393,39 873,19±75,20 892,35±132,64 1343,65±479,99 >0,05
Mo 0,82±0,33 0,74±0,10 0,63±0,20 0,84±0,29 >0,05
Ni 6,80±0,64 15,01±3,62 13,91±1,71 30,77±11,79 >0,05
Pb 5,04±1,64 6,77±1,95 7,92±0,52 9,91±3,50 >0,05
Sr 80,27±30,24 164,35±28,91 176,36±11,05 264,11±88,13 >0,05
V a4,09±1,16 ab14,65±4,03 ab12,10±1,28 b32,05±15,04 <0,05
Zn 59,45±6,40 107,75±19,75 104,44±13,80 124,14±46,53 >0,05

минантных функций (ДФ1 и  ДФ2) (рис.  3а). 
Наибольший вклад в  ДФ1, описывающую 
47  % межгрупповой изменчивости, преиму-
щественно вносили Li, Mg, V и Zn (рис. 3b). 
Распределение по  ДФ2, описывающей 30  % 
изменчивости, связано с различиями в содер-
жании As, Fe, Sr и V. Наиболее обособленную 
группу в пространстве ДФ1 и ДФ2 составила 
спирогира. Процент корректной классифика-

ции по  данному виду составил 100  %. Спи-
рогира содержала больше (более чем в  два 
раза) некоторых элементов (напр. Fe, Li, V, Pb, 
Co, Ba, As, Al), чем прочие виды. Остальные 
виды макрофитов сформировали два кла-
стера. Одну группу составили E. сanadensis 
и P. perfoliatus; другую, с высокой степенью 
перекрывания – ​Myriophyllum sp., S. pectinata 
и C. demersum.



Ри
с.

 2
. С

од
ер

ж
ан

ие
 э

ле
ме

нт
ов

 (с
ре

дн
ее

±с
та

нд
ар

тн
ая

 о
ш

иб
ка

, м
г/

кг
, *

г/
кг

 с
ух

ог
о 

ве
са

) в
 м

ак
ро

фи
та

х 
на

 с
т. 

№
 4

 А
ба

ка
нс

ко
й 

пр
от

ок
и 

р.
 Е

ни
се

й:
 1

 –
 ​E

. c
an

ad
en

si
s 

(n
 =

 6
), 

2 
– 

​S.
 p

ec
tin

at
a 

(n
 =

 5
), 

3 
– 

​P.
 p

er
fo

lia
tu

s (
n 

= 
8)

, 4
 –

 ​C
. d

em
er

su
m

 (n
 =

 11
), 

5 
– 

​Sp
ir

og
yr

a 
sp

. (
n 

= 
8)

, 6
 –

 ​M
yr

io
ph

yl
lu

m
 sp

. (
n 

= 
8)

. О
ди

на
ко

вы
ми

 б
ук

ва
ми

 о
тм

еч
ен

о 
от

су
тс

тв
ие

 д
ос

то
ве

рн
ы

х 
от

ли
чи

й 
по

 p
os

t-h
oc

 т
ес

ту

Fi
g.

 2
. E

le
m

en
t c

on
te

nt
s (

M
ea

n±
SE

, m
g·

kg
‑1
, *

g·
kg

‑1
 d

ry
 w

ei
gh

t) 
in

 m
ac

ro
ph

yt
es

 a
t s

ite
 4

 in
 th

e 
A

ba
ka

ns
ka

ya
 a

na
br

an
ch

 o
f t

he
 Y

en
is

ei
 R

iv
er

: 1
 –

 ​E
. c

an
ad

en
si

s (
n 

= 
6)

, 2
 –

 ​S
. 

pe
ct

in
at

a 
(n

 =
 5

), 
3 

– 
​P.

 p
er

fo
lia

tu
s (

n 
= 

8)
, 4

 –
 ​C

. d
em

er
su

m
 (n

 =
 11

), 
5 

– 
​Sp

ir
og

yr
a 

sp
. (

n 
= 

8)
, 6

 –
 ​M

yr
io

ph
yl

lu
m

 sp
. (

n 
= 

8)
. T

he
 sa

m
e l

et
te

rs
 in

di
ca

te
 th

e a
bs

en
ce

 o
f s

ig
ni

fic
an

t 
di

ffe
re

nc
es

 in
 th

e 
po

st
-h

oc
 te

st



– 100 –

Yuliya D. Anishchenko, Olesya V. Anishchenko… Assessment of Anthropogenic Impact on the Yenisei River Anabranch…

Обсуждение

В пробах воды со станции № 1 обнаруже-
но превышение ПДК для рыбохозяйственных 
водоемов (Об  утверждении…, 2016) общей 
концентрации Al, Cu и  Mo, что отмечалось 
для Al и Cu ранее на фоновом участке р. Ени-
сей, расположенном в  9  км выше г.  Красно-
ярска (в  30  км ниже плотины Красноярской 
ГЭС) (Anishchenko et al., 2009). На  ст. №  3 
наблюдается достоверное увеличение содер-
жания Cu в  воде, по  сравнению с  фоновым 
участком и  ст. №  2, что может свидетель-
ствовать об антропогенном источнике посту-
пления данного металла, вероятно, с водами 
ТЭЦ, которые также способствуют повыше-
нию температуры на ст. № 3 и № 4, вызывая 
тепловое загрязнение. В работе (Коротченко, 
Мучкина, 2016) показано, что в  почве вбли-
зи ТЭЦ‑2 содержание подвижных форм меди 
превышало ПДК в 9 раз. Достоверное увели-
чение, по  сравнению с  фоновым участком, 

минерализации (УЭП), содержания Ba, B, 
Ca, Na, Mg, Mn, Li, Sr в воде на станции № 2 
могло быть связано с поступлением ливневых 
сточных вод, обнаруженных ранее (Кравчук 
и  др., 2021). Элементный анализ ливневых 
сточных вод, поступающих в р. Енисей на ст. 
№ 2, отобранных 23.07.2019  г., показал (соб-
ственные неопубликованные данные), что 
концентрации ряда элементов превышают 
обнаруженные в воде на станции № 2, в том 
числе B – ​в 2,7, Ba – ​в 1,2, Ca – ​в 1,5, Mg – ​в 2, 
Li – ​в 6,3, Na – ​в 2, K – ​в 2,2, Sr – ​в 1,4 раза, 
а также УЭП – ​в 1,5 раза. Как показано в ра-
боте (Тюлюш, Коротченко, 2018), содержание 
подвижных форм Mn в почве г. Красноярска 
превышает ПДК в  1,2–1,8 раза. Поскольку 
содержание Mn в  подземных водах г.  Крас-
ноярска также превышает ПДК (https://www.
rosnedra.gov.ru/data/Fast/Files/202011), можно 
предположить, что Mn поступал в  Енисей 
с грунтовыми водами, мигрируя из почвы. По-

Рис.  3. Распределение проб шести видов макрофитов в  пространстве линейных дискриминантных 
функций (a) и величины стандартизированных коэффициентов этих функций (b)

Fig. 3. The distribution of samples of six species of macrophytes in the space of linear discriminant functions (a) 
and the values of the standardized coefficients of these functions (b)
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вышение концентрации NO2
- в воде отмечено 

на станции № 3, где располагается рыбовод-
ное хозяйство, а максимальная концентрация 
NO2

- отмечена на станции № 4. Как известно, 
аммиак является основным продуктом мета-
болизма азота у рыб (Wright, 1995), поступая 
в воду, подвергается нитрификации, в резуль-
тате которой образуются нитриты, а затем ни-
траты (EPA, 2002). Проведенный анализ 9 ви-
дов коммерческих кормов для аквакультуры 
рыб, показал, что содержание K составляет 
0,6–1,1 %, P – ​0,5–1,7 % сухого веса (собствен-
ные неопубликованные данные). На станции 
№  4 наблюдалось повышение концентрации 
K и общего фосфора (P общ.) в воде, при этом 
достоверное отличие от фона отмечено только 
для К. Вероятно, увеличение концентрации K 
могло быть связано с влиянием рыбоводного 
хозяйства.

Перифитонные водоросли, наряду с выс-
шими сосудистыми растениями, являются 
мониторами загрязнения водных экосистем 
(Behra et al., 2002; Rai, 2009). Зеленые нит-
чатые водоросли р. Spirogyra могут исполь-
зоваться для фиторемедиации, поскольку 
способны накапливать большое количество 
токсичных элементов в биомассе (Rajfur et al., 
2011; Hamidian et al., 2016; Vetrivel et al., 2017). 
В  пробах спирогиры р. Енисей содержание 
большинства элементов превышало таковое 
в  других видах макрофитов  – ​представите-
лей высшей водной растительности (рис.  2). 
В спирогире Абаканской протоки на ст. № 4 
наблюдалось повышенное содержание Al, 
Mg, Cr, Li, V, на станциях № 3 и № 3А – ​Cu 
по отношению к станции № 2 (табл. 6). В спи-
рогире р. Енисей содержание Mn, Cd и  Pb 
не превышало таковое в пробах Spirogyra sp. 
из оз. Турава (Turawa lake, Польша), подвер-
женного загрязнению данными металлами. 
Однако содержание Cu в  пробах спирогиры 
(54,06–65,12  мг/кг) со  ст. №  3–4  Абаканской 

протоки, испытывающих антропогенное воз-
действие, превышало максимальное значение 
(47,5 мг/кг) для данного вида водоросли в рай-
оне загрязнения оз. Турава (Rajfur et al., 2011). 
В пробах спирогиры из р. Енисей обнаружено 
больше Fe, чем на загрязненных участках оз. 
Турава (максимум 15,06 мг/кг).

Способность высших водных растений 
быстро поглощать ТМ из  окружающей сре-
ды, даже при очень низких уровнях, позво-
ляет использовать их в  качестве эффектив-
ных индикаторов качества водных экосистем 
(Matache et al., 2013; Остроумов и  др., 2016). 
Динамика развития макрофитов в  водоемах 
Беларуси позволила сделать вывод о том, что 
элодея канадская, роголистник погруженный 
и  рдест гребенчатый служат индикаторами 
загрязнения органическими веществами и тя-
желыми металлами (Гигевич и др., 2001, цит. 
по Волкова и др., 2018). В Абаканской протоке 
ниже дамбы обнаружено достоверно повы-
шенное, по  сравнению с  фоновым участком, 
содержание Cu, Zn (на ст. № 3 и № 3А) и Sr 
(на  ст. №  3А) в  пробах элодеи (табл.  3), Cu 
(на ст. № 3 и № 3А) и Sr (на ст. № 2 и № 3) в 
пробах урути (табл.  4). Роголистник на  ст. 
№ 3 и № 3А характеризовался повышенным 
содержанием Cu и  Zn, по  сравнению со  ст. 
№ 4 (табл. 5). Как показано в работе (Samecka-
Cymerman, Kempers, 2003), в условиях загряз-
нения реки Row Slaski (Польша) коммуналь-
ными отходами элодея содержала до 217 мг/кг 
Cu. Содержание Cu в макрофитах Абаканской 
протоки не превышало величин, полученных 
для высших водных растений незагрязнен-
ных водоемов (0,14–55 мг/кг) (Outridge, Noller, 
1991), за  исключением роголистника (62,1–
72,62 мг/кг) на ст. № 3 и № 3А (табл. 5). Ука-
занные значения по  Cu в  роголистнике пре-
высили максимальные величины для данного 
вида из  загрязненных водных объектов (12–
51 мг/кг) (Outridge, Noller, 1991). Элодея нака-
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пливала Sr, содержание которого на порядок 
превышало таковое из  рек незагрязненных 
и находящихся под влиянием сточных комму-
нальных вод (Samecka-Cymerman, Kempers, 
2003), при этом общее содержание Sr в воде р. 
Енисей не превышало значений в реках Поль-
ши (около 0,3 мг/л). Очевидно, накопление Cu 
и Sr макрофитами определялось их повышен-
ным содержанием в  воде (табл.  2). Высокий 
уровень накопления Sr рдестом гребенчатым 
был отмечен в пресноводном водохранилище 
Бугач и соленых озерах Шира и Шунет (сред-
нее содержание в листьях – ​около 570 мг/кг), 
где наблюдался естественный повышенный 
фон (от 1 до 13,5 мг/л Sr в воде) (Anishchenko 
et al., 2020). Согласно литературным данным 
содержание Zn в высшей водной растительно-
сти (ВВР) незагрязненных водных объектов 
варьирует от  11 до  250  мг/кг. Известно, что 
в  элодее, произрастающей на  незагрязнен-
ных участках, содержание Zn составляет 24–
38 мг/кг, тогда как в условиях загрязнения на-
блюдается рост содержания данного элемента 
от 15–47 мг/кг (Outridge, Noller, 1991) до 73–
770  мг/кг (Samecka-Cymerman, Kempers, 
2003). Роголистник в  условиях отсутствия 
загрязнения содержал 160 мг/кг Zn (Samecka-
Cymerman, Kempers, 2003). В р. Енисей на ст. 
№ 3 и № 3А, подверженных антропогенному 
влиянию, содержание Zn в элодее и роголист-
нике свидетельствует о загрязнении экосисте-
мы данным элементом.

На фоновом участке содержание Pb в уру-
ти было ниже предела обнаружения, тогда как 
на ст. № 3 и № 3А содержание данного эле-
мента возрастало в среднем до 3,46–3,97 мг/кг 
и  соответствовало значениям, полученным 
для роголистника (3,64–4,0 мг/кг) на данных 
участках. Для элодеи увеличение содержания 
Pb на ст. № 3–4 было недостоверным. Содер-
жание Pb в исследованных нами макрофитах 
входит в  диапазон значений для водных со-

судистых растений незагрязненных водных 
объектов (0,3–35 мг/кг). В пробах макрофитов 
Абаканской протоки содержание Pb не  пре-
вышает медиану для загрязненных экосистем 
(27  мг/кг) (Outridge, Noller, 1991). В  загряз-
ненных водных экосистемах содержание Pb 
в  элодее варьирует в  пределах 29–230  мг/кг. 
На ст. № 3 и № 3А Абаканской протоки рого-
листник накапливал Ni, содержание которого 
превышало пределы варьирования для ВВР 
незагрязненных экосистем (0,85–23  мг/кг). 
В  урути содержание Ni не  превышало ука-
занный диапазон концентраций для незагряз-
ненных экосистем. Ni относится к ТМ, но яв-
ляется эссенциальным элементом, поскольку 
подтверждена его роль в метаболизме уреазы 
высших растений и  гидрогеназы цианобак-
терий (Muyssen et al., 2004). Содержание Li 
в макрофитах на ст. № 4 превышало фоновое 
значение, но достоверные отличия отмечены 
только для урути (табл. 4). Несмотря на то, что 
концентрация Pb, Zn и Ni в воде на станциях 
№ 3 и № 4 не отличалась достоверно от дру-
гих участков, их содержание в  макрофитах 
было повышенным, что может быть связано 
с их поступлением из донных отложений.

Тяжелые металлы Cu и  Zn являются 
жизненно необходимыми (эссенциальными) 
элементами для растений, поскольку входят 
в  состав ферментов, обеспечивают клеточ-
ный метаболизм и  множество физиологиче-
ски важных процессов. Содержание Cu и Zn 
в  растениях напрямую зависит от  содержа-
ния в среде их обитания, поступают данные 
металлы в растения как активной, так и пас-
сивной абсорбцией (Kabata-Pendias, Pendias, 
2001). Pb, Sr и  Li относятся к  неэссенциаль-
ным элементам, биологическая роль кото-
рых не известна или не исследована до конца 
(Kabata-Pendias, Pendias, 2001; Barker, Pilbeam, 
2015). Li может замещать K, Na, Ca, Mg в нор-
мальных метаболических процессах рас-
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тений и,  как и Sr (Burger, Lichtscheidl, 2019), 
конкурировать с Ca (Shahzad et al., 2016).

Повышенное содержание Са  в  воде 
на  участках за  дамбой, вероятно, способ-
ствовало более эффективному накоплению 
данного эссенциального элемента элодеей 
(на ст. № 3А) и урутью (на ст. № 2)  (табл. 3, 
4), по  сравнению с  фоновыми значениями. 
Ca выполняет структурную и  сигнальную 
функцию в клетке (White, Broadley, 2003), на-
капливается чаще в листьях в виде оксалатов 
(Franceschi, Nakata, 2005), может отклады-
ваться в  виде кальцита (карбоната кальция) 
вне, внутри и между клеток водных растений 
(Borowitzka, 1984). Уруть на станции № 3А со-
держала больше Na, чем на фоновом участке 
(отличия не  были достоверными), что могло 
быть связано с  повышенной концентрацией 
данного элемента в воде на участках ниже дам-
бы (табл. 2). Na рассматривается как «функци-
ональный» элемент для растений, поскольку 
способен заменять K в регуляции клеточного 
осмоса, выступать в  качестве сопутствую-
щего транспортного катиона (Subbarao et al., 
2003; Maathuis, 2014). Содержание Ba в элодее 
было достоверно выше на станциях № 2 (как 
и в воде), № 3А, № 4, по сравнению с фоновым 
участком. Ba не относится к  эссенциальным 
элементам растений, может выступать анта-
гонистом Ca, Mg и S (Kabata-Pendias, Pendias, 
2001). Содержание As, Co, Cr, Pb, Mn, Mo, V 
в исследованных видах ВВР Абаканской про-
токи входит в  пределы варьирования значе-
ний, полученных для незагрязненных водных 
экосистем (Outridge, Noller, 1991).

Роголистник содержал минимум Al, As, 
Ba, Ca, Co, Fe, Li, Mo, Pb, V и Sr среди макро-
фитов Абаканской протоки (рис. 2). Посколь-
ку роголистник не укореняется в грунт, он по-
лучает элементы только из  воды (Shinkareva 
et al., 2019), в отличие от других исследован-
ных высших водных растений, которые могут 

получать элементы из  донных отложений. 
Роголистник погруженный содержал больше 
Cd, по  сравнению с  другими макрофитами 
на  ст. №  4, хотя отличия не  были достовер-
ными. Известно, что роголистник является 
гипераккумулятором кадмия (Matache et al., 
2013). На ст. № 4 роголистник погруженный 
содержал больше Cu, Mn и  Zn, чем рдесты, 
что согласуется с  отмеченными различиями 
для данных видов (Matache et al., 2013).

В  результате проведенного дискрими-
нантного анализа данных по  содержанию 
элементов в  исследованных макрофитах 
на  станции №  4 было выявлено три кла-
стера (рис.  3а). Вероятно, в  основе разде-
ления погруженных макрофитов на  кла-
стеры лежат не  только таксономические/
видоспецифические, но  и  морфологические 
и  физиологические отличия. Образующие 
общую группу Myriophyllum sp., C. demersum 
и  S.  pectinata имеют рассечённые листья, 
в отличие от макрофитов из другого класте-
ра – ​E. сanadensis и P. perfoliatus, с цельными 
листьями. Было показано (Shinkareva et al., 
2019), что Myriophyllum spicatum, C. demersum 
и S. pectinata входили в группу погруженных 
макрофитов, обладающих высокой способ-
ностью аккумулировать как растворенные 
(U, As, B, Cd), так и содержащиеся в составе 
взвеси (Fe, Al, Pb, Ni, Co, Be, Cr, V)  элемен-
ты в  воде дельты р. Селенга. C.  demersum 
и  в  большей степени Myriophyllum spicatum, 
благодаря сильно рассеченным перистым 
листьям, играли важную роль в  качестве 
биофильтра взвешенных частиц (Shinkareva 
et al., 2019). Можно предположить, что виды 
с  большей площадью поверхности аккуму-
лируют больше ТМ. Однако проведенная 
ранее (Sher-Kaul et al., 1995) оценка площади 
поверхности, отнесенной к  биомассе погру-
женных макрофитов, имеющих разную сте-
пень рассеченности листьев, показала, что 
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Elodea canadensis и  Myriophyllum spicatum 
имели близкие значения площади поверхно-
сти (1255 см2 и 1205 см2 соответственно). При 
этом площадь поверхности рдеста гребенча-
того и рдеста стеблеобъемлющего была в 2,5 
и  1,6 раза меньше, чем у  элодеи канадской 
(в расчете на 1 г сухой биомассы целого рас-
тения). В работе (Borisova et al., 2017) отмечен 
близкий уровень накопления ТМ (Cu, Ni, Zn, 
Mn, Fe) в листьях E. canadensis и P. perfoliatus. 
Данные виды макрофитов имели схожие мор-
фологические и  физиологические изменения 
под влиянием загрязнения ТМ: наблюдалось 
увеличение толщины листьев, размеров кле-
ток, синтеза хлорофилла. Как отмечено в ра-
боте (Shinkareva et al., 2019) погруженные рас-
тения с рассечёнными листьями, образующие 
плотные заросли на глубине, в большей сте-
пени нуждаются в элементах (Fe, Mn, Zn), не-
обходимых для фотосинтеза и дыхания, чем 
другие виды макрофитов.

Нитчатая зеленая водоросль Spirogyra 
sp. формирует отдельный от  ВВР кластер 
(рис. 3а). Известно, что клетки водорослей со-
стоят в  основном из  полисахаридов, которые 
не  препятствуют проникновению металлов 
в клетку (Polishchuk, 1973. цит. по Pasichnaya, 
Arsan, 2003). Клеточная стенка микроводо-
рослей содержит многофункциональные ма-
кромолекулы (липиды, белки и  углеводы), 
которые имеют на своей поверхности различ-
ные отрицательно заряженные функциональ-
ные группы, позволяющие связывать ионы 
из окружающей среды. Таким образом, внеш-
ний слой клеточной стенки в первую очередь 
участвует в удалении ТМ. Зеленые микроводо-
росли способны поглощать токсичные метал-
лы как с помощью внеклеточной биосорбции, 
так и  механизмов внутриклеточной биоакку-
муляции (Danouche et al., 2021). Аккумуляции 
металлов внутри клетки зеленых нитчатых 
водорослей способствует большой размер 

вакуолей и,  как следствие, увеличение асси-
милирующей поверхности клеток (Velichko, 
1982, цит. по Pasichnaya, Arsan, 2003). В работе 
(Hamidian et al., 2016) показано, что Spirogyra 
накапливала больше Mg, V, Fe, As, Cd, Cr, Zn, 
чем Al, Cu, Mn, Ni, Pb из донных отложений 
(ДО). Повышенное содержание большинства 
элементов в Spirogyra sp. из Абаканской про-
токи, по сравнению с другими макрофитами, 
также могло быть связано с их поступлением 
из ДО, поскольку нитчатые водоросли произ-
растали на  камнях на  дне водотока, а  затем 
из перифитонной формы, в ходе роста биомас-
сы, отрываясь, переходили в метафитон (Крав-
чук и др., 2021). Предположительно водоросли 
могут поглощать металлы из  частиц ДО, по-
скольку показано, что содержание ТМ в  бен-
тических водорослях коррелирует с  таковым 
в ДО (Luoma et al., 1982).

Как показал дискриминантный анализ 
(рис.  3а, b), наибольший вклад в  межгруп-
повые различия макрофитов вносили как 
эссенциальные элементы, Mg, Zn, Fe, V, так 
и  неэссенциальные, биологическая роль ко-
торых не установлена, As, Li, Sr. Как извест-
но, Mg входит в состав молекулы хлорофил-
ла и играет важную роль в ферментативных 
процессах, связанных с  фотосинтезом и  ды-
ханием, ассимиляцией углерода и превраще-
нием энергии (Barker, Pilbeam, 2015). Fe содер-
жится в основном в хлоропластах, участвует 
в  синтезе хлорофилла, переносе электронов 
в  фотосинтезе и  других процессах (восста-
новление нитритов и  сульфатов). Zn связан 
с метаболизмом углеводов, белков, фосфатов, 
образованием РНК и рибосом (Kabata-Pendias, 
Pendias, 2001). V стимулирует фотосинтез не-
которых водорослей (Kabata-Pendias, Pendias, 
2001), может замещать железо, в  случае его 
недоступности, для высших растений (Barker, 
Pilbeam, 2015). Известно, что неэссенциаль-
ные элементы могут проникать в  клетки 
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высших водных растений, используя каналы 
поступления жизненно необходимых элемен-
тов, например As (в  виде арсенатов)  – ​через 
фосфатный путь (Xue et al., 2012), Li может 
транспортироваться в  клетку через те  же 
каналы, что и  ионы K (Shahzad et al., 2016), 
Sr – ​с помощью транспортеров Ca и K (Burger, 
Lichtscheidl, 2019). Таким образом, разделение 
макрофитов на  группы может определяться 
физиологическими потребностями в  незаме-
нимых элементах для осуществления фото-
синтеза и других жизненно важных функций 
и особенностями накопления ряда неэссенци-
альных элементов.

Заключение

В  воде Абаканской протоки р. Енисей 
обнаружено превышение ПДК для рыбохо-
зяйственных водоемов по  общему содержа-
нию Al (в 1,25–1,5 раза) на фоновом участке 
и ст. № 3, Mn (в 1,7 раза) на ст. № 2, Cu (в 2–4 
раза) и Mo (в 1,1–1,9 раза) на всех исследован-
ных участках. Ниже дамбы отмечено досто-
верное увеличение, по  сравнению с  фоном, 
минерализации (УЭП), концентрации B, Ba, 
Ca, Mg, Li, Na, Sr, Mn в воде, что могло быть 

связано с  поступлением ливневых сточных 
и грунтовых вод; концентрации Cu, вероятно, 
поступающей с  подогретыми водами ТЭЦ; 
концентрации K и  NO2

- в  воде, на  участке, 
подверженном воздействию рыбоводного хо-
зяйства. На участках антропогенного воздей-
ствия выявлено увеличение содержания Ba, 
Сa, Cu, Sr и  Zn в  элодее, Са, Cu, Pb, Sr и  Li 
в  урути (по  сравнению с  условно фоновым 
участком). Сравнение с  опубликованными 
данными показало, что содержание Cu и  Fe 
в  зеленой нитчатой водоросли Spirogyra sp., 
Cu, Ni и Zn в роголистнике (C. demersum), Sr 
и  Zn в  элодее (E. сanadensis) в  Абаканской 
протоке свидетельствует о  загрязнении дан-
ными ТМ. Среди исследованных шести видов 
погруженных макрофитов выявлены три кла-
стера, различающиеся по  содержанию эле-
ментов: элодея и  рдест стеблеобъемлющий; 
уруть, рдест гребенчатый, роголистник по-
груженный; спирогира. Полученные разли-
чия могут определяться морфологией, физио-
логическими потребностями в  незаменимых 
элементах (Mg, Zn, Fe и V) и особенностями 
накопления ряда неэссенциальных (As, Li, Sr) 
элементов растениями.
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Abstract. Recently, the content of biologically active substances (BAS) of natural origin in food, 
pharmaceutical, cosmetic, and other products manufactured and consumed by humans has been steadily 
decreasing. Among the most acceptable and common sources of such BAS are various plant extracts. 
Moreover, the problem of developing sufficiently objective and at the same time rapid and widely applicable 
methods for quantitative assessment of pro- and antibiotic properties of a large number of products, both 
new and already approved for use, is becoming increasingly urgent. Thus, the purpose of this study was 
1) to develop a rapid and objective instrumental method for assessing pro- and antibiotic properties of 
various samples of food, pharmaceutical, cosmetic, and other products and 2) to analyze the influence 
of various plant extracts on the biochemical activity of typical representatives of human microbiota and 
pathogenic microflora by using this method. The bioassay procedure has been developed, which includes 
periodic (every 2 h) recording of changes in pH, redox potential, and electrical conductivity of a liquid 
nutrient test medium (NTM) inoculated with viable test microorganisms (TM) and incubated in the 
presence and absence of test samples (TS). This procedure was used to conduct comparative analysis of 
the pro- and antibiotic activity of different concentrations of subcritical whole extracts prepared from 
10 different types of plant raw materials using liquefied CO2 against Escherichia coli, Lactobacillus 
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acidophilus, and Staphylococcus aureus. The study shows that among the TS, the most active long-term 
antibiotic properties are exhibited by extracts of wormwood (Artemisia taurica) and wild rosemary 
(Ledum palustre) leaves and marsh calamus (Acorus calamus) roots at NTM concentrations of 3 vol.% 
or higher. The most active long-term probiotic properties were exhibited by extracts of common juniper 
(Juniperus communis) berries, elecampane (Inula helenium) roots, calamus (Acorus calamus) roots, 
and yarrow (Achilluea millefolium) leaves at NTM concentrations of 0.2 vol.%. The initial biological 
activity of most TS was greater than their long-term activity. At the same time, the mid-term (relative 
to the TS/TM interaction time) antibiotic activity of most TS was intermediate between their initial and 
long-term activity. Thus, it is obvious that the biological activity of food and other products containing 
various plant extracts is determined not only by the BAS composition of the product but also by the 
concentration of the extract in the product, the time of its interaction with living organisms (humans, 
their microbiota, etc.), and other factors. Moreover, the exact nature of these relationships in most cases 
can be established only empirically, by performing a considerable number of tests. These tests can be 
conveniently carried out using the procedure described in this work, which is less labor- and material-
intensive than conventional microbiological methods. This procedure gives much more rapid, objective, 
and informative assessments of the effects of various samples of food, pharmaceutical, cosmetic, and other 
products and individual ingredients and additives on the dynamics of the vital activity of microorganisms 
(which, as shown in the work, reliably correlates with their biochemical activity).

Keywords: microbiological assay, antibiotic properties, plant extracts.
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Аннотация. В последнее время в пищевой, фармацевтической, косметической и иной продукции, 
производимой и потребляемой человеческим обществом, ощущается всё больший недостаток 
биологически активных веществ (БАВ) природного происхождения, одним из наиболее 
приемлемых и распространённых источников которых являются различные растительные 
экстракты (РЭ). Кроме того, всё более актуальной становится проблема разработки достаточно 
объективных и в то же время экспрессных и доступных для широкого применения методов 
количественной оценки про- и антибиотических свойств большого количества образцов как 
новой, так и уже допущенной к применению продукции. Целью настоящего исследования стала 
доработка и апробирование экспрессной и объективной инструментальной методики оценки 
про- и антибиотических свойств продукции, включающей различные растительные экстракты, 
с последующим анализом влияния указанных экстрактов на динамику биохимической активности 
типичных представителей микробиоты и патогенной микрофлоры человека. Предложена методика 
микробиотестирования, предусматривающая периодическую (через каждые 2 ч) регистрацию 
изменений рН, редокс-потенциала (Eh) и электропроводности жидкой питательной тестовой 
среды (ТС), засеянной жизнеспособными тестовыми микроорганизмами (ТМ) и инкубируемой 
в присутствии и в отсутствие тестируемых образцов (ТО). С помощью указанной методики был 
проведён сравнительный анализ про- и антибиотической активности в отношении Escherichia сoli, 
Lactobacillus acidophilus и Staphylococcus aureus разных концентраций цельных докритических 
экстрактов, получаемых с помощью сжиженного СО2 из 10 разных видов растительного сырья. 
Проведённые исследования показали, что среди ТО наиболее активные пролонгированные 
антимикробные свойства проявили экстракты из травы полыни таврической (Artemisia taurica) 
и багульника болотного (Ledum palustre), а также корней аира болотного (Acorus calamus) при их 
концентрациях в ТС от 3 об.% и выше; а наиболее активные пролонгированные пребиотические 
свойства проявили экстракты из ягод можжевельника обыкновенного (Juniperus communis), 
корней девясила высокого (Inula helenium) и аира болотного (Acorus calamus), а также листьев 
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тысячелистника обыкновенного (Achillуea millefolium) при их концентрациях в ТС равных 
0,2 об.%. Начальная биологическая активность ТО в большинстве случаев была больше их 
пролонгированной активности. В то время как среднесрочная (по времени взаимодействия ТО 
с ТМ) антибиотическая активность ТО, как правило, была промежуточной по величине между 
их начальной и пролонгированной активностью. Таким образом, очевидно, что биологическая 
активность продукции, включающей РЭ, в значительной степени определяется не только составом 
присутствующих в этой продукции БАВ, но и их концентрацией, а также временем взаимодействия 
с живыми организмами (такими, как сам человек, его микробиота и т.п.) и другими факторами. 
Причем точный характер этих зависимостей в большинстве случаев может быть установлен 
лишь эмпирически, с помощью значительного числа тестовых испытаний, которые удобно 
проводить с помощью представленной в этой работе методики, позволяющей более экспрессно, 
объективно и информативно, а также менее трудоёмко и материалоёмко, чем при использовании 
стандартных микробиологических методов, оценивать влияние на динамику жизненной активности 
микроорганизмов (которая, как показано в работе, достоверно коррелирует с их биохимической 
активностью) различных образцов пищевой, фармацевтической, косметической и иной продукции, 
а также отдельных ингредиентов и добавок к ней.

Ключевые слова: микробиологическое тестирование, антибиотические свойства, экстракты 
растительные.
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Введение

В последнее время в пищевой, фармацев-
тической, косметической и других отраслях 
народного хозяйства всё более актуальной 
становится проблема разработки достаточно 
объективных и в то же время экспрессных и до-
ступных для широкого применения методов 
количественной оценки про- и антибиотических 
свойств большого количества образцов как но-
вой, так и уже допущенной к применению про-
дукции. В последнем случае упомянутые мето-
ды являются одной из важных составляющих 
системы мониторинга качества и безопасности 
продукции. При их реализации применяются 
как многоклеточные, так и одноклеточные те-
стовые живые организмы. Причем последние 
используются не только как наиболее дешевая, 
доступная и статистически достоверная модель 

живых организмов в целом; но и как модель 
полезной естественной микробиоты человека, 
а также природной микрофлоры, способной вы-
зывать различные инфекционные заболевания, 
токсикозы, аллергические реакции, способство-
вать порче пищевой и иной продукции и т.д.

Однако принятые в настоящее время в ка-
честве стандартных при микробиологическом 
тестировании процедуры оценки общей выжи-
ваемости микроорганизмов, предусматриваю-
щие визуальный подсчёт количества колоний 
тестовых микроорганизмов (ТМ), выросших 
после инкубации их на плотной питательной 
среде (ПС), либо измерение величины зоны 
задержки роста этих колоний, требуют для сво-
его проведения значительных затрат времени, 
материалов и труда квалифицированного персо-
нала, давая в результате лишь весьма неполную, 
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субъективную и «статичную» информацию 
о нарушениях жизнедеятельности тестовых 
организмов (Sutherland et al., 2009; Das et al., 
2012; Al-Zubairi et al., 2017; Luzhnova et al., 2018; 
Zhuravlev, Voronchikhina, 2018). Таким образом, 
перспективным представляется использование 
в микробиологическом тестировании инстру-
ментальных технологий, среди которых наи-
более простыми в исполнении, достоверными 
и универсальными являются сейчас различные 
оптические и электрохимические методы.

Авторы настоящей статьи уже достаточно 
давно занимаются разработкой подобных мето-
дов (Ivanov et al., 1997a, 1997b, 1999; Sibirtsev et 
al., 1995, 1997, 2000, 2001, 2003, 2005, 2016, 2017, 
2019a, 2019b, 2019c; Sibirtsev, 2005, 2007, 2017a, 
2017b; Sibirtsev, Stroev, 2019; Sibirtsev, Maslova, 
2019). Однако и к настоящему времени они нуж-
даются в совершенствовании и коррекции под 
конкретные виды продукции.

В частности, в последнее время в пищевой, 
фармацевтической, косметической и иной про-
дукции, производимой и потребляемой чело-
веческим обществом, ощущается всё больший 
недостаток биологически активных веществ 
(БАВ) природного происхождения, способству-
ющих нормальному развитию и функциони-
рованию как самого человеческого организма 
(ослабленного стрессами, наличием различных 
физико–химических факторов загрязнения 
окружающей среды, недостатком природного 
освещения и физической активности, контак-
тами с многочисленной посторонней микро-
флорой и т.п.), так и симбиотически связанной 
с ним полезной микробиоты, либо угнетению 
жизнедеятельности вредной для человека ми-
крофлоры.

Производство концентрированных синте-
тических аналогов этих БАВ (с целью исполь-
зования их в качестве биологически активных 
добавок к пищевой, фармацевтической, косме-
тической и иной продукции) при современном 

уровне развития технологий часто является 
затратным с экономической точки зрения, а так-
же малоэффективным вследствие сложности 
достижения нужной степени чистоты, стере-
оспецифичности и других параметров данной 
продукции, способных обеспечить достаточно 
высокую степень её биологической активно-
сти. Кроме того, растительные экстракты (РЭ) 
по сравнению с синтетическими средствами, 
как правило, обладают существенно меньшими 
по широте спектра и интенсивности действия 
на человеческий и другие живые организмы 
побочными эффектами.

В результате этого экстракты из различ-
ного растительного сырья в настоящее время 
являются одним из наиболее приемлемых и рас-
пространённых источников БАВ. РЭ достаточно 
широко применяются, в частности, в пищевой, 
фармацевтической, косметической и других 
отраслях промышленности в качестве добавок, 
обладающих избирательным либо малоспеци-
фическим про- или антимикробным действием, 
либо добавок, обладающих различными видами 
нормализующего действия (используемого, 
в том числе, при лечении различных нерв-
ных, сердечно–сосудистых, диабетических, 
пищеварительных и иных заболеваний), либо 
консервирующих, антиоксидантных, арома-
тизирующих, вкусовых и иных видов добавок 
(Burt, 2004; Bakkali et al., 2008; Sutherland et al., 
2009; Tripathi et al., 2011; Das et al., 2012; Fatima 
et al., 2013; Alok et al., 2014; Donsì, Ferrari, 2016; 
Merghni et al., 2016; Radice et al., 2016; Al-Zubairi 
et al., 2017; Fani, Kohanteb, 2017; Rodino, Butu, 
2019). Кроме того, РЭ в ряде случаев исполь-
зуются в качестве антисептиков, экологиче-
ски безопасных инсектицидов и пестицидов, 
добавок к различным зуботерапевтическим, 
ранозаживляющим и другим медицинским 
и упаковочным материалам (съедобным, био-
разлагаемым, обладающим выраженным анти-
микробным действием) и т.п. (Burt, 2004; Atarés, 
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Chiralt, 2016; Pavela, Benelli, 2016; Yuan et al., 
2016; Ribeiro-Santos et al., 2017; Ju et al., 2019).

Из различных видов РЭ в последнее время 
всё более широкое применение находят экстрак-
ты, получаемые, после разрушения клеточных 
стенок растительного сырья, с использованием 
в качестве экстрагента сжиженного углекис-
лого газа (СО2РЭ), который затем полностью 
удаляется из конечного продукта за счёт из-
менения давления и температуры (Rout et al., 
2008; Sahena et al., 2009; Ibadullaeva et al., 2015; 
Lazarotto et al., 2018; Vieitez et al., 2018; Coelho et 
al., 2018). Это обусловлено тем, что СО2РЭ среди 
других видов РЭ (включая «эфирные масла») 
характеризуются, как правило, наибольшим 
разнообразием и концентрированностью вхо-
дящих в их состав БАВ. Если экстрагирование 
проводится при давлении и температуре СО2 
выше 75 атмосфер и ниже 31 °C, то такие экс-
тракты называются «докритическими» (по-
скольку СО2 в них проявляет свойства «обыч-
ной» жидкости). В противном случае экстракты, 
получаемые по описываемой технологии, на-
зываются «сверхкритическими» (поскольку СО2 
в них, находясь в сверхкритическом состоянии, 
проявляет свойства как жидкости, так и газа). 
Кроме того, СО2РЭ делятся на «селективные» 
и «цельные», получаемые, соответственно, при 
низких и высоких давлениях СО2. Причем наи-
более богаты различными БАВ «цельные до-
критические» СО2РЭ, имеющие в своём составе 
помимо летучих компонентов (обычных для 
«эфирных масел») также более тяжёлые рас-
тительные смолы, парафины, пигменты и т.п. 
Такие экстракты, как правило, обладают вязкой 
пастообразной консистенцией, но легко рас-
творяются как эфирами, так и растительными 
маслами (хотя в ряде случаев для их растворе-
ния требуется небольшое нагревание).

В связи с вышесказанным целью настояще-
го исследования стала доработка и апробирова-
ние экспрессной и объективной инструменталь-

ной методики оценки про- и антибиотических 
свойств продукции, включающей различные 
растительные экстракты, с последующим ана-
лизом влияния указанных экстрактов на дина-
мику биохимической активности типичных 
представителей микробиоты и патогенной 
микрофлоры человека.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования в настоя-
щей работе были взяты цельные докритические 
экстракты, произведенные ООО «Казанский 
завод экстрактов» (РФ, г. Казань) с помощью 
сжиженного СО2 при Т = 20 °C и Р = 72 атм 
из следующих видов растительного сырья: по-
беги и ягоды можжевельника обыкновенного 
(Juniperus communis) (№ 1 и № 2 соответствен-
но), молодые побеги сосны обыкновенной (Pínus 
sylvestris) (№ 3), листья тысячелистника обык-
новенного (Achillуea millefolium) (№ 4), листья 
и стебли пустырника (Leonurus cardiaca) (№ 5), 
листья и стебли полыни таврической (Artemisia 
taurica) (№ 6), корни аира болотного (Acorus 
calamus) (№ 7), листья, стебли и цветы багуль-
ника болотного (Ledum palustre) (№ 8), корни 
дягиля лекарственного (Angelica archangelica) 
(№ 9), корни девясила высокого (Inula helenium) 
(№ 10). Указанный завод был выбран потому, 
что он является в настоящее время крупнейшим 
в России производителем СО2РЭ.

Для анализа влияния различных концен-
траций указанных экстрактов на динамику 
биохимической активности типичных пред-
ставителей микробиоты и патогенной микро-
флоры человека использовалась следующая 
методика. Для каждой партии тестируемых 
экстрактов (ТЭ) с каждым из TM проводилось 
по 4 серии измерений. Перед началом каждой 
из таких серий готовилась ПС, представлявшая 
собой стерильный водный раствор с рН 7,2±0,2, 
содержащий 5 г/л глюкозы, 20 г/л белкового 
гидролизата и 2 г/л NaCl. При этом наличие 
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глюкозы ускоряло начальное развитие ТМ, обе-
спечивая большую экспрессность анализа. За-
тем указанная среда засевалась Escherichia сoli 
ATCC 25922, Lactobacillus acidophilus АТСС 
4356 либо Staphylococcus aureus ATCC 29213 
(которые были выбраны в качестве ТМ, по-
скольку являются типичными представите-
лями микробиоты и патогенной микрофлоры 
человека) и инкубировалась при 37±0,1 ºС без 
перемешивания, пока содержание клеток ТМ 
в ней не достигало примерно 5×106 кл/мл (что 
удостоверялось нефелометрическим способом 
по бактериальному стандарту мутности).

Далее полученная тестовая среда (ТС) (от-
личающаяся от исходной ПС наличием в ней 
значительного количества жизнеспособных ТМ) 
разливалась по тестовым измерительным ём-
костям (ИЕ) (представлявшим собой стандарт-
ные 10 мл стеклянные пробирки, заполняемые 
тестовой средой до половины своего объёма), 
в каждую из которых предварительно добав-
лялось (по три ИЕ в параллель) количество 
заданного ТЭ, необходимое для достижения 
заданной его концентрации в ТС. При этом 
в качестве контроля использовали ТС без ТЭ, 
также помещённые в ИЕ в трёх повторностях.

Затем как тестовые, так и контрольные 
ИЕ инкубировались без перемешивания при 
37±0,1 ºС в течение 6 часов. Во время этого 
инкубирования с интервалом 2 часа осущест-
влялась регистрация рН, редокс-потенциала 
(Еh, мВ) и удельной, линейной, низкочастотной 
электропроводности (Х, мСм/см) ТС, содер-
жащихся в каждой из ИЕ. Значения рН и Еh 
регистрировались с помощью иономера «Экс-
перт‑001» (РФ) с комбинированными электро-
дами «ЭСК‑10601/7» и «ЭРП‑105» соответствен-
но. Значения Х регистрировались с помощью 
кондуктометра «Эксперт‑002» (РФ) с датчиком 
«УЭП-П-С», работающим на частоте 1,6 кГц.

Общие степени активирования (+) либо 
ингибирования (–) биохимической активности 

ТМ заданными концентрациями ТЭ после k 
часов их совместного инкубирования в жидкой 
ТС (εV, k, %) рассчитывались по формуле:

εV, k = (εрH, k + 0,7εЕh, k + 0,7εX, k) / 2,4.	 (1)

Величины εрН, k, εЕh, k и εX, k определялись 
отдельно по результатам измерений значений 
pH, Eh и X у ТС, содержащихся в ИЕ, в ходе 
инкубации этих ИЕ по формуле:

εi, k = 100 × (ΔYti, k – ​ΔYci, k) / ΔYci, k.	 (2)

Здесь индекс i показывает измерения 
по какому параметру (pH, Eh или X) учитывают-
ся в формуле 2 (например εрН, k = 100 × (ΔYtрН, k – 
–  ΔYcрН, k) / ΔYcрН, k).

Величины ΔYti, k и ΔYci, k определяются 
как усреднённые по выборке из N образцов 
с одинаковыми концентрациями экстрактов, 
приготовленных одинаковым способом из од-
ного вида сырья (в нашем случае N = 3×4 = 
= 12) изменения значений i-параметра ТС (pH, 
Eh или X), произошедшие за k часов от на-
чала инкубирования этой ТС в присутствии 
заданной концентрации ТЭ (ΔYt, наблюда-
емое в тестовых ИЕ) либо в отсутствие ТЭ 
(ΔYc, наблюдаемое в контроле). Например  
ΔYtрН,2 = рНT,2 – ​рНT,0, а ΔYсХ,4 = XС,4 – ​XС,0 (где 
рНT,0 – ​значение рН среды в тестовой ИЕ в на-
чале её инкубирования, рНT,2 – ​значение рН 
среды в тестовой ИЕ через 2 ч после начала 
её инкубирования, XС,0 – ​значение X среды 
в контроле в начале инкубирования, XС,4 – ​
значение X среды в контроле через 4 ч после 
начала инкубирования) и т.д.

Коэффициенты при εi, k, указанные в фор-
муле (1), были рассчитаны методами фактор-
ного анализа, аналогично тому, как описано 
в  работах (Johnson, Jeffi, 1983; Korn, Korn, 
1968) по  значениям, полученным нами для 
εрН, k, εEh, k и εX, k в результате применения пред-
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ставленной здесь методики к оценке антибак-
териальной активности в  отношении E.  coli 
разных концентраций таких известных анти-
септиков и  антибиотиков широкого спектра 
действия, как хлоргексидина биклюконат, 
фурацилин и левомицетин.

Ошибка определения каждой из  усред-
нённых величин εрH, k, εЕh, k и  εX, k рассчиты-
валась стандартным образом (Johnson, Jeffi, 
1983; Korn, Korn, 1968; Sibirtsev, 2006), как 
ΔεY = tα, N‑1σY, с  использованием критерия 
Стьюдента (tα, N‑1 для уровня достоверности 
α=0,95 и числа степеней свободы N‑1), мате-
матического ожидания (εY, S = ΣεY, i/N) и  его 
дисперсии (σY  = [Σ(εY, i–εY, S)2 / (N‑1)]1/2). По-
сле чего, исходя из  стандартной формулы  
Δz(xi) = Σi(Δxiδz/δxi) (Johnson, Jeffi, 1983; Korn, 
Korn, 1968; Sibirtsev, 2006), суммарная ошиб-
ка определения величины εV, k вычислялась 
как ΔεV, k = (ΔεрH, k + 0,7ΔεЕh, k + 0,7ΔεX, k) / 2,4.

Параметры pH, Еh и  X были выбраны 
для оценки общей степени активирования 
либо ингибирования жизнедеятельности ТМ 
заданными концентрациями ТЭ потому, что 
они наиболее надёжно измеряются инстру-
ментально и при этом чувствительно связаны 
с тем, насколько ускоряется либо замедляется 
преобразование жизнедеятельными микроор-
ганизмами, находящимися в ТС, катаболитов, 
присутствующих в  той  же ТС, в  анаболиты 
(имеющие иные, чем у  катаболитов кислот-
ность, электропроводность и электрохимиче-
ский окислительно–восстановительный по-
тенциал).

Однако если рассматривать изменение 
этих параметров по  отдельности, то, в  част-
ности, при росте микроорганизмов на глюкоз-
но–белковой среде (подобной используемой 
в  настоящей работе) потребление глюкозы 
вызывает закисление среды, а  потребление 
аминокислот из белкового гидролизата – ​за-
щелачивание; одновременно с  этим, потре-

бление микроорганизмами кислорода приво-
дит к  снижению Eh в  область редуктивных 
значений и т.д. В результате чего лишь вели-
чина εV, учитывающая суммарное изменение 
pH, Еh и X, достаточно информативно и адек-
ватно могла характеризовать изменения мета-
болической активности ТМ.

Для верификации представляемой нами 
методики в  табл.  1 приведены значения εS, 
полученные для различных концентраций 
ТЭ в  присутствии E. coli с  помощью «стан-
дартной» методики микробиологического 
тестирования (Sutherland et al., 2009; Das et 
al., 2012; Al-Zubairi et al., 2017; Luzhnova et al., 
2018; Zhuravlev, Voronchikhina, 2018). Послед-
няя предусматривала визуальный подсчёт 
количества колоний ТМ, выросших после 
24 ч инкубации их при 37±0,1 °C на плотной 
ПС (имеющей тот же состав, что и использо-
вавшаяся нами жидкая ПС, но  с  добавлени-
ем 20  г/л микробиологического агар–агара) 
в присутствии и в отсутствие заданных коли-
честв ТЭ с последующим расчётом величины 
εS по  формуле (2). При этом высевание про-
водилось для нескольких последовательных 
разведений ТС  – ​каждое в  несколько парал-
лельных чашек Петри. После чего отбирались 
те  разведения, при использовании которых 
на одной чашке Петри вырастало не менее 10 
и  не  более 50 колоний ТМ. Данные по  этим 
разведениям соответствующим образом ста-
тистически обрабатывались (Korn, Korn, 
1968; Johnson, Jeffi, 1983; Sibirtsev, 2006).

Результаты и обсуждение

Наиболее интересные данные, получен-
ные описанным выше способом примени-
тельно к объектам настоящего исследования, 
представлены в  табл.  1–3. Представленные 
данные демонстрируют прежде всего то, что 
экстракты, полученные из  разных частей 
разных растений, могут значительно отли-
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Таблица 2. Общие степени активирования (+) либо ингибирования (–) биохимической активности Escherichia 
сoli ATCC  25922 (εV, %), определявшиеся по  разработанной инструментальной методике при разной 
продолжительности инкубирования тестовых микроорганизмов в  присутствии разных количеств 
различных растительных экстрактов

Table 2. The overall degrees of activation (+) or inhibition (–) of the biochemical activity of Escherichia coli 
ATCC 25922 (εV, %), determined by the developed instrumental procedure, with different durations of incubation 
of test microorganisms in the presence of different amounts of various plant extracts

СТЕ k Р
Номер экстракта

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3
2 90 -70 -48 -64 -69 -68 -90 -72 -76 -74 -57
4 90 -62 -33 -57 -57 -63 -84 -65 -66 -64 -47
6 95 -48 -29 -54 -46 -57 -77 -59 -62 -54 -40

1,5
2 90 -24 -17 -22 -24 -23 -28 -24 -26 -25 -19
4 90 -22 -11 -19 -19 -22 -24 -22 -23 -22 -16
6 95 -17 -10 -18 -16 -19 -23 -20 -22 -18 -13

0,5
2 90 24 32 38 25 29 24 24 24 30 22
4 90 10 14 -2 5 1 -4 -2 2 10 10
6 95 -10 2 -13 -4 -11 -14 -7 -11 -5 -6

0,2
2 90 52 61 46 51 33 29 39 25 47 53
4 90 32 52 30 41 24 16 32 29 40 45
6 95 21 36 17 26 17 10 26 22 23 30

Примечания. Описание использованной методики тестирования см.  в  разделе «Материалы и  методы». Условные 
обозначения: k (ч) – ​продолжительность инкубирования тестовой среды; Р (%) – ​достоверность корреляции значений 
εV с приведёнными в  табл.  1 значениями εS при той же СТЕ. Остальные обозначения как в  табл.  1. Относительные 
ошибки определения величин εV для всех указанных в таблице значений находятся в диапазоне от 10 до 20 %.

Таблица 1. Общая степень активирования (+) либо ингибирования (–) жизнедеятельности Escherichia 
сoli ATCC  25922 (εS, %), определявшаяся по  стандартной методике микробиологического тестирования 
в присутствии разных количеств различных растительных экстрактов

Table 1. The overall degrees of activation (+) or inhibition (–) of the vital activity of Escherichia coli ATCC 25922 
(εS, %), determined by the standard procedure of microbiological assay, in the presence of different amounts of 
various plant extracts

СТЕ
Номер экстракта

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3 -26 -16 -27 -25 -33 -42 -35 -34 -28 -22

1,5 -9 -6 -8 -9 -12 -13 -14 -12 -9 -7
0,5 -6 1 -6 -2 -7 -8 -5 -6 -4 -3
0,2 12 20 10 14 10 6 16 12 12 17

Примечания. Описание использованной методики тестирования см. в конце раздела «Материалы и методы». Номера 
РЭ соответствуют сырью, из которого их получали, указанному в начале раздела «Материалы и методы». Условные 
обозначения: СТЕ (об.%) – ​концентрация РЭ в тестовой среде. Относительные ошибки определения величин εS для всех 
указанных в таблице значений находятся в диапазоне от 50 до 60 %.
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Таблица 3. Общие степени активирования (+) либо ингибирования (–) биохимической активности Lactobacillus 
acidophilus АТСС 4356 и  Staphylococcus aureus ATCC  29213 (εV, %), определявшиеся по  разработанной 
инструментальной методике при разной продолжительности инкубирования тестовых микроорганизмов 
(ТМ) в присутствии разных количеств различных растительных экстрактов

Table 3. The overall degrees of activation (+) or inhibition (–) of the biochemical activity of Lactobacillus 
acidophilus ATCC  4356 and Staphylococcus aureus ATCC  29213 (εV, %), determined by the developed 
instrumental procedure, with different durations of incubation of test microorganisms (TM) in the presence of 
different amounts of various plant extracts

СТЕ ТМ k
Номер экстракта

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3
L. acidophilus

2 -63 -43 -61 -62 -59 -81 -63 -68 -70 -51
6 -43 -26 -51 -41 -49 -69 -50 -56 -52 -36

S. aureus
2 -57 -39 -54 -57 -53 -74 -56 -62 -63 -47
6 -39 -24 -46 -38 -44 -63 -46 -51 -47 -33

1,5
L. acidophilus

2 -22 -15 -21 -22 -20 -25 -22 -24 -24 -17
6 -15 -9 -17 -14 -16 -21 -18 -20 -17 -12

S. aureus
2 -20 -14 -19 -20 -21 -23 -20 -22 -23 -16
6 -14 -8 -16 -13 -17 -19 -16 -19 -16 -11

0,5
L. acidophilus

2 22 29 36 23 25 22 22 21 28 20
6 -9 2 -12 -4 -9 -13 -6 -9 -5 -5

S. aureus
2 20 26 33 21 26 20 20 22 26 18
6 -8 2 -11 -3 -10 -11 -6 -10 -4 -5

0,2
L. acidophilus

2 47 55 43 46 31 26 36 23 45 48
6 19 32 16 23 14 9 22 20 22 27

S. aureus
2 43 50 40 42 29 24 34 21 41 43
6 17 30 15 21 15 8 23 18 20 25

Примечания. Обозначения как в  табл.  2. Относительные ошибки определения величин εV для всех указанных 
в таблице значений находятся в диапазоне от 10 до 20 %.

чаться друг от друга по своей биологической 
активности. В частности, это отчётливо вид-
но на примере сравнения антимикробной ак-
тивности экстрактов, полученных из побегов 
и ягод можжевельника обыкновенного, а так-
же травы полыни таврической, для которых 
при их концентрации в ТС, равной 3 об.%, εV,6 

в  отношении E. coli составили –48±7, –29±4 
и  –77±9  % соответственно (см. табл.  2 для 
экстрактов №  1, №  2 и  №  6). Либо на  при-
мере сравнения пребиотической активности 
тех  же экстрактов, для которых при их кон-
центрации в ТС, равной 0,2 об.%, εV,6 в отно-
шении E. coli составили 21±3, 36±5 и 10±1 % 
соответственно.

Также может отличаться и  активность 
одних и тех же экстрактов в отношении раз-
личных видов и  штаммов микроорганизмов 
(см. табл.  2 и  3). При этом в  отношении ис-
следованных в настоящей работе РЭ наиболее 
чувствительной из  использованных ТМ, как 
при кратко-, так и при долгосрочном взаимо-
действии с ТЭ, оказалась E. coli.

Кроме того, характер активности ТЭ мо-
жет достаточно значительно меняться и с из-
менением концентраций этих экстрактов в ТС 
(см. табл. 1–3). В частности, у экстрактов, ис-
следованных в настоящей работе, с уменьше-
нием их концентрации в  ТС антимикробная 
активность ТЭ в  отношении ТМ достоверно 
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и монотонно уменьшалась, а пребиотическая 
активность, наоборот, увеличивалась. Так, 
например, при концентрациях 3, 1,5 и 0,2 об.% 
величины εV,6 в отношении E. coli у экстракта 
из листьев, стеблей и цветов багульника бо-
лотного были равны –62±7, –22±3, и 22±4 %; 
а аналогичные величины у экстракта из ягод 
можжевельника обыкновенного были рав-
ны –29±4, –10±2 и 36±5 % соответственно (см. 
табл. 2 для экстрактов № 8 и № 2).

В  целом  же среди исследованных экс-
трактов наиболее активные пролонгирован-
ные (долгосрочные) антимикробные свойства 
в  отношении ТМ (количественно характери-
зуемые в табл. 2 и 3 величиной εV,6, определя-
емой через 6 ч инкубации ТМ в присутствии 
ТЭ) проявили экстракты из  травы полыни 
таврической (№ 6), листьев, стеблей и цветов 
багульника болотного (№  8)  и корней аира 
болотного (№ 7) при их концентрациях в ТС 
от 3 об.% и выше. В то время как наиболее ак-
тивные пролонгированные пребиотические 
свойства проявили экстракты из ягод можже-
вельника обыкновенного (№ 2), корней девя-
сила высокого (№ 10), корней аира болотного 
(№ 7) и листьев тысячелистника обыкновен-
ного (№ 4) при их концентрациях в ТС, рав-
ных 0,2 об.%.

Начальная (краткосрочная) микробио-
логическая активность ТЭ (количествен-
но характеризуемая в  табл.  2 и  3 величиной 
εV,2, определяемой через 2 ч инкубации ТМ 
в  присутствии ТЭ) в  большинстве случаев 
была достоверно больше их пролонгирован-
ной активности. Это объяснялось, вероятно, 
как адаптацией ТМ к  присутствию ТЭ, так 
и уменьшением с течением времени активно-
сти и общего количества БАВ, содержащихся 
в ТЭ, приходящегося на один ТМ.

Среднесрочная (по  времени взаимодей-
ствия ТЭ с  ТМ) микробиологическая актив-
ность ТЭ (количественно характеризуемая 

в  табл. 2 величиной εV,4, определяемой через 
4 ч инкубации ТС с ТЭ) в большинстве случа-
ев была промежуточной по  величине между 
εV,2 и εV,6 и лишь иногда (как, например, в слу-
чае экстракта № 8 в концентрации 0,2 об.%) 
превышала как εV,2, так и εV,6 тех же ТЭ.

Кроме того, из  сопоставления значений 
величин εS и εV, полученных для одинаковых 
концентраций одних и тех же ТЭ и приведён-
ных в табл. 1 и 2, видно, что представляемый 
нами инструментальный метод микробиоло-
гического тестирования, позволяя получать 
результаты, с  90–95  % достоверностью кор-
релирующие с  аналогичными результатами, 
получаемыми с  помощью «стандартного» 
визуального метода микробиологического 
тестирования (приведёнными в табл. 1), име-
ет по  сравнению с  последним существенно 
меньшую длительность (требуя для своего 
проведения от 3 до 7 ч вместо 26 ч по «стан-
дартному» методу), материалоёмкость и тру-
доёмкость (т.к. для проведения «стандартно-
го» метода необходимо большое количество 
разведений ТС, использование для каждого 
разведения значительных объёмов плотных 
ПС, визуальный подсчёт колоний ТМ, вы-
росших на этих средах и т.п.). Кроме того, для 
величины εS, определяемой «стандартным 
визуальным» методом микробиологического 
тестирования, характерна значительно боль-
шая ошибка измерения, чем для величины 
εV, определяемой представленным здесь ин-
струментальным микробиотестовым мето-
дом. Помимо этого, для каждой концентра-
ции каждого из  ТЭ представленным здесь 
инструментальным методом можно было 
получить как минимум три (а при необходи-
мости, и  больше) значения εV (отражающие 
временную динамику изменения ε)  вместо 
всего лишь одного значения εS, получаемого 
«стандартным визуальным» методом микро-
биологического тестирования. И  наконец, 
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представленная здесь инструментальная ме-
тодика микробиологического тестирования 
даёт гораздо больше возможностей для авто-
матизации всего процесса анализа по сравне-
нию с  аналогичными «стандартными визу-
альными» методами его проведения.

Заключение

Таким образом, мы убедились что с по-
мощью представленной в  настоящей работе 
методики можно значительно более экспресс-
но (в  течение нескольких часов, а  не  суток), 
объективно (за  счёт уменьшения роли субъ-
ективного человеческого фактора при замене 
в  процессе измерений визуальных методов 
на  инструментальные) и  информативно, чем 
при использовании стандартных методов, 
оценивать влияние на  динамику жизненной 
активности ТМ различных образцов пи-
щевой, фармацевтической, косметической 
и  иной продукции, в  том числе включаю-
щей РЭ. При этом большая информативность 
представленной методики достигается за счёт 
того, что, во‑первых, инструментальные спо-
собы измерения чувствительней визуальных 
(применяемых в  стандартных микробиоло-
гических методах); во‑вторых, представлен-
ная методика даёт возможность оценивать 
динамику изменения биохимической актив-
ности микроорганизмов на  множестве про-
извольно выбираемых временных отрезков 
(в отличие от стандартных микробиологиче-
ских процедур, где измерения производятся 
лишь один раз, в  конце периода инкубации 
ТО); в‑третьих, как видно из  сопоставления 
данных, приведённых в табл. 1 и 2, динами-
ка изменения биохимической активности ТМ, 
определяемая предлагаемым нами методом, 
достоверно коррелирует с динамикой измене-
ния скорости размножения тех  же микроор-
ганизмов в присутствии тех же концентраций 
тех  же ТО, оцениваемой стандартным мето-

дом; и  в‑четвертых, представляемая нами 
методика предполагает оценку изменения ак-
тивности микроорганизмов сразу по несколь-
ким независимым показателям (таким как рН, 
редокс-потенциал и электропроводность ТС), 
а  не  только по  одному (мутности ТС, числу 
колоний ТМ или величине зоны задержки их 
роста), как в  случае применения стандарт-
ных микробиологических методик. Кроме 
того, представленная здесь методика суще-
ственно менее материалоёмка и  трудоёмка 
по сравнению с аналогичными стандартными 
методами, а  также даёт гораздо больше воз-
можностей для автоматизации всего процесса 
анализа.

Всё это делает представленную мето-
дику значительно более доступной для мас-
сового применения, чем ранее используемые 
стандартные методы микробиологического 
тестирования образцов различной продук-
ции. Последнее  же является весьма акту-
альным в  свете того, что одним из  важных 
условий обеспечения должного уровня без-
опасности и качества жизни людей является 
не  только своевременное и  качественное те-
стирование про- и  антибиотических свойств 
новой продукции (ассортимент которой всё 
увеличивается, а  сроки появления сокраща-
ются); но и постоянный широкий мониторинг 
этих свойств у уже допущенной к массовому 
потреблению продукции с  целью выявле-
ния недоброкачественных, либо успевших 
до  окончательной реализации испортиться 
или претерпеть химическое или биологиче-
ское заражение её образцов.

В  отношении  же исследованных нами 
РЭ следует отметить следующее. Как мы 
убедились, РЭ, полученные из разных частей 
разных растений разными способами, могут 
значительно отличаться друг от друга по сво-
ей биологической активности. Кроме того, ха-
рактер биологической активности РЭ может 
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значительно изменяться и при изменении их 
концентрации в ТС, а также времени взаимо-
действия с  живыми организмами, времени 
и Т хранения РЭ и т.п.

В  частности, среди исследованных экс-
трактов наиболее активные пролонгирован-
ные (долгосрочные) антимикробные свойства 
проявили экстракты из травы полыни таври-
ческой, листьев, стеблей и  цветов багульни-
ка болотного, а также корней аира болотного 
при их концентрациях в ТС от 3 об.% и выше. 
В то время как наиболее активные пролонги-
рованные пребиотические свойства проявили 
экстракты из  ягод можжевельника обыкно-
венного, корней девясила высокого, корней 
аира болотного и  листьев тысячелистника 
обыкновенного при их концентрациях в  ТС, 
равных 0,2 об.%.

Начальная микробиологическая ак-
тивность ТЭ в  большинстве случаев была 
достоверно больше их пролонгированной 
активности. Среднесрочная (по времени вза-
имодействия ТЭ с  ТМ) микробиологическая 

активность ТЭ, как правило, была промежу-
точной по величине и лишь иногда превыша-
ла не только пролонгированную, но и началь-
ную активность тех  же ТЭ. С  уменьшением 
концентраций ТЭ в  ТС их антимикробная 
активность монотонно уменьшалась, а преби-
отическая активность увеличивалась.

Таким образом, очевидно, что характер 
про- и антибиотической активности пищевой, 
кормовой, фармацевтической, косметической 
и иной продукции, включающей РЭ, в значи-
тельной степени определяется не  только со-
ставом присутствующих в  этой продукции 
БАВ, но и их концентрацией, а также време-
нем взаимодействия с  живыми организмами 
(такими, как сам человек, его микробиота 
и т.п.) и другими факторами. Причем точный 
характер этих зависимостей в  большинстве 
случаев может быть установлен лишь эмпи-
рически, с  помощью значительного числа 
тестовых испытаний (которые удобно прово-
дить с помощью представленной в этой рабо-
те методики).
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