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Полнотекстовая статья

МИКОТОКСИКОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЗЕРНА  
ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ УРОЖАЯ 2023 ГОДА ИЗ КРАСНОДАРСКОГО КРАЯ 

Е.П. Арабина1,2, А.С. Орина1*, О.П. Гаврилова1, Н.Н. Гогина3 
1Всероссийский научно-исследовательский институт защиты растений, Санкт-Петербург  

2Национальный исследовательский университет ИТМО, Санкт-Петербург 
3Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт птицеводства, Сергиев Посад

* ответственный за переписку, e-mail: orina-alex@yandex.ru

C помощью количественной ПЦР (кПЦР) и высокоэффективной жидкостной хроматографии в сочетании с 
масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) выявлено повсеместное присутствие грибов Fusarium и Alternaria и 
продуцируемых ими микотоксинов в зерне озимой пшеницы, выращенной в Краснодарском крае в 2023 году. 
Во всех образцах обнаружена ДНК грибов Fusarium, продуцирующих трихотеценовые микотоксины (Tri-
Fusarium) в диапазоне количеств 244–23537 пг/мкг. Доля образцов, в которых выявлена ДНК грибов Fusarium, 
продуцирующих фумонизины (Fum-Fusarium), в количестве от 27 до 923 пг/мкг, составила 35 %. В зерне всех 
образцов выявлена ДНК грибов Alternaria: содержание ДНК Alternaria секции Alternaria в среднем оказалось 
3630±144 пг/мкг, а ДНК Alternaria секции Infectoriae – 6814±214 пг/мкг. Из анализированных 36 микотоксинов 
в зерне обнаружены 17, в каждом образце от 3 до 11 соединений. Среди микотоксинов грибов Fusarium чаще 
других в зерне встречались дезоксиниваленол (ДОН) (в 79 % образцов), дезоксиниваленол-3-глюкозид (в 50 %), 
НТ-2 токсин (в 47 %) и боверицин (в 70 %). В двух образцах зерна (6 % от общего числа) обнаружено превышение 
предельно допустимой концентрации ДОН в 2 и 3 раза. Установлена достоверная положительная связь между 
количествами ДНК Tri-Fusarium и ДОН, а также зеараленоном, что указывает на доминирование гриба 
F. graminearum среди возбудителей фузариоза зерна в этом регионе. Продемонстрирована высокая встречаемость 
в зерне микотоксинов грибов Alternaria – альтернариола (82 % загрязнённых образцов), тентоксина (ТЕН) (100 %) 
и тенуазоновой кислоты (79 %). Установлены достоверные связи между содержанием ДНК Alternaria секции 
Alternaria и двух микотоксинов – метиловым эфиром альтернариола и ТЕН. Выявлены достоверные различия 
между образцами из разных районов Краснодарского края по контаминации зерна грибами Fusarium и Alternaria, 
а также их микотоксинами.

Ключевые слова: грибы, ДНК, Alternaria, Fusarium, количественная ПЦР, микотоксины, ВЭЖХ-МС/МС
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Введение
В России лидером по площади выращивания озимой 

пшеницы является Южный федеральный округ (ФО), 
в котором расположены 43.7 % посевов этой культуры 
(15688 тыс. га) в 2023 г., преимущественно сосредоточен-
ных в Краснодарском крае (Федеральная служба государ-
ственной статистики, 2024).

Одним из наиболее экономически значимых заболева-
ний озимых и яровых зерновых культур в Краснодарском 
крае является фузариоз, вызываемый различными видами 
грибов рода Fusarium. Кроме прямой потери урожая, ухуд-
шения семенных качеств зерна, вредоносность фузариоза 
также заключается в загрязнении получаемой продукции 
микотоксинами – токсичными вторичными метаболитами 
грибов Fusarium. К наиболее опасным из них относятся 
трихотеценовые микотоксины, включающие дезоксинива-
ленол (ДОН), Т-2 токсин, ниваленол (НИВ) и др., а также 
фумонизины (ФУМ). В продовольственном зерне пшени-
цы и продуктах его переработки нормируется содержание 
трёх микотоксинов, образуемых грибами рода Fusarium: 
количество Т-2 токсина не должно превышать 100 мкг/кг, 
ДОН – 700 мкг/кг и зеараленона (ЗЕН) – 1000 мкг/кг (ТР 
ТС 021/2011; ТР ТС 015/2011).

Из всего разнообразия грибов рода Fusarium, колони-
зирующих зерно, в Южном ФО превалирует агрессивный 
патоген F. graminearum, продуцирующий ДОН и ЗЕН, 
однако также могут встречаться другие виды этого рода 
с разнообразными жизненными стратегиями и взаимо-
действующие с растением как эндофиты, сапротрофы или 
патогены (Жалиева, 2010; Гагкаева и др., 2012; Гагкаева, 
Гаврилова, 2014; Шипилова и др., 2014; Горьковенко и др., 
2017; Мустафина, Таракановский, 2018; Жемчужина и др., 
2020).

Начиная с 2010 г. в образцах зерна из Краснодарского 
края стали массово выявлять грибы F. sporotrichioides и 
F. langsethiae, которые активно синтезируют Т-2 и НТ-2 
токсины, что приводит к накоплению этих микотоксинов в 
зерне (Гагкаева и др., 2012; Гаврилова, Гагкаева, 2020). В 
то же время отмечена низкая (не более 3 %) заражённость 
зерна пшеницы F. proliferatum и F. verticillioides – пред-
ставителями комплекса видов Fusarium fujikuroi (FFSC), – 
продуцентами ФУМ (Гагкаева и др., 2012). Однако ранее 
сообщалось о загрязнённости ФУМ 50 % образцов пшени-
цы, выращенной в 2011–2014 гг. на юге России (Дробин и 
др., 2015), а также об обнаружении этих микотоксинов в 
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двух образцах пшеницы из Краснодарского края урожая 
2017 г. в количестве 410 и 1990 мкг/кг (Kononenko et al., 
2020).

Чаще грибов рода Fusarium, в образцах зерна из Южно-
го ФО встречаются грибы рода Alternaria (до 100 % образ-
цов), преимущественно представители секций Alternaria 
и Infectoriae, частота обнаружения которых в разные годы 
может значительно варьировать (Ганнибал, 2018). Эти 
грибы повсеместно распространены в микобиоте зерно-
вых культур и, по всей видимости, обитают в зерне как 
эндофиты (Sun et al., 2023; Sharon et al., 2024), при этом 
не оказывая существенного влияния на показатели каче-
ства зерна (Kosiak et al., 2004; Орина и др., 2020). Однако, 
грибы Alternaria продуцируют разнообразные микотокси-
ны, среди которых наиболее часто в зерне обнаруживают 
альтернариол (АОЛ), монометиловый эфир альтернарио-
ла (АМЭ), тентоксин (ТЕН) и тенуазоновую кислоту (ТК) 
(Tralamazza et al., 2018; Masiello et al., 2022). В России со-
держание этих и других альтернариотоксинов в зерне не 
регламентируется, несмотря на их негативное действие на 
организм потребителей зернопродукции (Chen et al., 2021; 
Аксёнов и др., 2023). Ранее неоднократно выявляли кри-
тически высокие значения микотоксинов, продуцируемых 
Alternaria, в зерне из разных регионов РФ (Kononenko et 
al., 2020; Орина и др., 2020, 2021; Седова и др., 2024).

Наличие проблемы заражённости зерновых культур 
токсинопродуцирующими грибами ведет к необходимо-
сти микотоксикологической характеристики получаемого 

зерна. Благодаря способности одного вида одновремен-
но продуцировать различные метаболиты, встречаемость 
в зерне нескольких разных грибов может представлять 
угрозу его загрязнения спектром микотоксинов.

За последние годы количественная ПЦР (кПЦР) заре-
комендовала себя как объективный аналитический метод 
количественного выявления биомассы грибов, выражен-
ного через содержание их ДНК, в растительном материале, 
и успешность его применения для оценки заражённости 
зерна разными таксономическими группами продемон-
стрирована неоднократно (Гагкаева и др., 2017; Gagkaeva 
et al., 2019; Orina et al., 2018, 2020, 2021; Каракотов и др., 
2019). Определяемое этим методом содержание ДНК це-
левого объекта (токсинопродуцирующего гриба или груп-
пы близкородственных видов) во многих случаях позволя-
ет уверенно прогнозировать содержание продуцируемых 
им/ими микотоксинов вследствие высокой достоверной 
положительной связи между этими количественными по-
казателями (Gagkaeva et al., 2018, 2019; Orina et al., 2021; 
Лебедин и др., 2021). Другими преимуществами исполь-
зования кПЦР являются её высокая специфичность, объ-
ективность и быстрота получения результатов, что может 
являться решающим фактором при принятии решения о 
целевом назначении той или иной партии зерна.

Цель работы – охарактеризовать образцы озимой 
пшеницы, выращенной в Краснодарском крае в 2023 г., по 
заражённости грибами Alternaria и Fusarium и контамина-
ции микотоксинами.

Материалы и методы
Образцы зерна
Проанализировано 34 образца озимой пшеницы, вы-

ращенной в 19 хозяйствах из восьми районов Красно-
дарского края (Белоглинский, Динской, Калининский, 
Каневской, Кореновский, Красноармейский, Тбилисский 
и Успенский) в 2023 г. Из них 26 были отобраны из пар-
тий зерна товарного, а остальные – из партий семенного 
назначения (табл. 1). Лабораторные анализы выполнены в 
период апрель – май 2024 г.

Из каждого среднего образца отбирали навески по 20 г 
зерна, которые затем размалывали с помощью лаборатор-
ной мельницы Stegler ЛЗМ-1-02 (Stegler, Китай) при 22000 
об/мин в течение 1 мин. Полученные размолы хранили 
при –20 °C.

Экстракция ДНК и измерение её концентрации
Экстракцию общей ДНК из 200 мг муки каждого образ-

ца проводили по адаптированному ранее протоколу (Orina 
et al., 2018). Из мицелия коллекционных штаммов грибов 
Fusarium и Alternaria выделяли ДНК согласно общепри-
нятой методике с помощью 2 % раствора цетилтримети-
ламмоний бромида и хлороформа. Все использованные в 
исследовании референсные штаммы грибов идентифици-
рованы с помощью молекулярно-генетических методов и 
хранятся в коллекции лаборатории микологии и фитопато-
логии ФГБНУ ВИЗР (табл. 2).

Концентрацию ДНК, выделенной из мицелия грибов, 
измеряли с использованием набора Quant-iT dsDNA HS 
Assay Kit (0‒100 ng), ДНК из зерновой муки – Quant-iT 
dsDNA BS Assay Kit (0‒1000 ng) на флуорометре Qubit 2.0 
(Thermo Fisher Scientific, США). ДНК штаммов грибов 

разводили деионизированной водой до концентрации 10 
нг/мкл и использовали в качестве стандартов для постро-
ения калибровочных кривых при проведении кПЦР. Кон-
центрацию ДНК, выделенной из зерновой муки, выравни-
вали до 30–80 нг/мкл в каждом образце.

Анализ содержания ДНК грибов
Содержание ДНК видов Fusarium, способных проду-

цировать трихотеценовые микотоксины (Tri-Fusarium) и 
ДНК видов Fusarium, продуцирующих фумонизины (Fum-
Fusarium) оценивали методом кПЦР с пробами TaqMan. 
Реакции проводили в объеме 20 мкл, содержащем 10 
мкл мастер-микса 2×TaqАВ (АлкорБио, Россия), по 300 
нМ каждого праймера, 100 нМ флуоресцентного зонда 
(АлкорБио, Россия) и 2 мкл раствора ДНК. Содержание 
ДНК грибов секций Alternaria и Infectoriae рода Alternaria 
выявляли методом кПЦР с красителем SYBR Green. Ре-
акцию проводили в объеме 20 мкл, содержащем 4 мкл 
мастер-микса 5×qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия), 
по 500 нМ каждого праймера и 2 мкл раствора ДНК. По-
следовательности праймеров и протоколы амплификации 
приведены в таблице 3. Реакции проводили на термоци-
клере CFX96 Real-Time System (BioRad, США) минимум 
в двух повторностях. Среднее и стандартные ошибки рас-
считывали с использованием программного обеспечения 
Bio-Rad CFX Manager 1.6. В каждом образце оценивали 
долю ДНК грибов к общей ДНК (пг/нг). Нижний досто-
верный предел выявления содержания ДНК грибов в 
пробе общей ДНК из образца муки установлен на уровне 
5×10-4 пг/нг.
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Таблица 1. Образцы зерна озимой пшеницы, 
выращенной в Краснодарском крае в 2023 г.

№ 
п/п Район Сорт пшеницы Назначение  

партии зерна
1

Белоглинский

Безостая 100 Товарное
2 Маркиз Семенное
3 Классика Товарное
4 Стиль Товарное
5 Гром Товарное
6 Школа Товарное
7 Стиль Товарное
8 Школа Товарное
9 Стиль Товарное
10 Степь Товарное
11 Ахмат Товарное
12 Таня Товарное
13 Васса Семенное
14 Гром Семенное
15 Стиль Семенное
16 Динской Ахмат Товарное
17

Калининский

Таня Товарное
18 Ахмат Товарное
19 неизв. Товарное
20 неизв. Товарное
21 Каневской сортосмесь Товарное
22 Гром Товарное
23

Кореновский
Юка Товарное

24 Ахмат Товарное
25 неизв. Товарное
26 Красноармейский Стан Товарное
27

Тбилисский

Алексеич Товарное
28 Федор Семенное
29 Классика Семенное
30 сортосмесь Семенное
31 Безостая-100 Товарное
32 Таня Товарное
33 Стиль-18 Товарное
34 Успенский неизв. Семенное

Table 1. Grain samples of winter wheat grown in 
Krasnodarskiy Krai in 2023

## Disctrict Wheat variety Grain batch 
purpose

1

Beloglinskiy

Bezostaya 100 Food / feed
2 Markiz Seed
3 Classika Food / feed
4 Stil Food / feed
5 Grom Food / feed
6 Shkola Food / feed
7 Stil Food / feed
8 Shkola Food / feed
9 Stil Food / feed
10 Step Food / feed
11 Akhmat Food / feed
12 Tanya Food / feed
13 Wassa Seed
14 Grom Seed
15 Stil Seed
16 Dinskoy Akhmat Food / feed
17

Kalininskiy

Tanya Food / feed
18 Akhmat Food / feed
19 unknown Food / feed
20 unknown Food / feed
21 Kanevskoy variety mix Food / feed
22 Grom Food / feed
23

Korenovskiy
Yuka Food / feed

24 Akhmat Food / feed
25 unknown Food / feed
26 Krasnoarmeyskiy Stan Food / feed
27

Tbilisskiy

Alekseich Food / feed
28 Fedor Seed
29 Classika Seed
30 variety mix Seed
31 Bezostaya-100 Food / feed
32 Tanya Food / feed
33 Stil-18 Food / feed
34 Uspenskiy unknown Seed

Таблица 2. Штаммы грибов Alternaria и Fusarium, использованные в исследованиях

Вид Штамм Происхождение Растение-хозяин, субстрат Год выделения
F. graminearum
(Tri-Fusarium*) MFG 58746 Беларусь рожь, зерно 2009

F. verticillioides
(Fum-Fusarium) MFG 59009 Грузия кукуруза, зерно 2016

A. tenuissima
(секц. Alternaria) MFP 556101 Россия, Астраханская обл. томат, лист 2008

Alternaria sp.
(секц. Infectoriae) MFP 094161 Россия, Ленинградская обл. пшеница, зерно 2006

* Tri-Fusarium и Fum-Fusarium – группы видов грибов Fusarium, продуцирующих трихотеценовые микотоксины или 
фумонизины соответственно.

Table 2. Alternaria and Fusarium strains used in the study

Species Strain Origin Host, substrate Year
F. graminearum
(Tri-Fusarium*) MFG 58746 Belarus rye, grain 2009

F. verticillioides
(Fum-Fusarium) MFG 59009 Georgia corn, grain 2016

A. tenuissima
(sect. Alternaria) MFP 556101 Russia, Astrakhan Oblast tomato, leaf 2008

Alternaria sp.
(sect. Infectoriae) MFP 094161 Russia, Leningrad Oblast wheat, grain 2006

* Tri-Fusarium & Fum-Fusarium – species groups of the Fusarium fungi producing trichotechene mycotoxins and fumosinins, 
respectively.
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Таблица 3. Праймеры, зонды и протоколы количественной ПЦР, использованные в работе

Целевой  
объект*

Праймеры и 
зонды

Нуклеотидные последовательности 
(5’ → 3’) Схема ПЦР Литературный 

источник

Tri-Fusarium
TMTri,f CAGCAGMTRCTCAAGGTAGACCC

95° - 3 мин; [95° - 15 с;  
60° - 60 с]×40

Halstensen et al., 
2006TMTri,r AACTGTAYACRACCATGCCAAC

TMTri,p Cy5-AGCTTGGTGTTGGGATCTGTCCTTACCG-BHQ2

Fum-Fusarium
fum1_fw ATGCAAGAGGCGAGGCAA

95° - 3 мин; [95° - 15 с;  
58° - 45 с]×40 Preiser et al., 2015fum1_rev GGCTCTCAGAGCTTGGCAT

fum1_probe Cy5-CAATGCCATCTTCTTGAAACCT-BHQ2

Alternaria секц. 
Alternaria

AAF2 TGCAATCAGCGTCAGTAACAAA 50° - 2 мин; 95° - 10 мин; 
[95° - 15 с; 67° - 60 с;  

72° - 5 с]×40

Konstantinova  
et al., 2002,  

Orina et al., 2021AAR3 ATGGATGCTAGACCTTTGCTGAT

Alternaria секц. 
Infectoriae

AinfF3 CTCGATGTCCGCCTCAGTAG 50° - 2 мин; 95° - 10 мин; 
[95° - 15 с; 67° - 60 с;  

72° - 3 с]×40

Gannibal et al., 
2007;  

Orina et al., 2021AinfR4 GAGGATAGCACGGCTGGTAG

* см. примечание к таблице 2.

Table 3. Primers, probes and PCR protocols used in the study

Target* Primers  
and probes

Nucleotide sequences 
(5’ → 3’) PCR protocol Reference

Tri-Fusarium
TMTri,f CAGCAGMTRCTCAAGGTAGACCC

95° - 3 min; [95° - 15 sec;  
60° - 60 sec]×40

Halstensen et al., 
2006TMTri,r AACTGTAYACRACCATGCCAAC

TMTri,p Cy5-AGCTTGGTGTTGGGATCTGTCCTTACCG-BHQ2

Fum-Fusarium
fum1_fw ATGCAAGAGGCGAGGCAA

95° - 3 min; [95° - 15 sec;  
58° - 45 sec]×40 Preiser et al., 2015fum1_rev GGCTCTCAGAGCTTGGCAT

fum1_probe Cy5-CAATGCCATCTTCTTGAAACCT-BHQ2

Alternaria sect. 
Alternaria

AAF2 TGCAATCAGCGTCAGTAACAAA 50° - 2 min; 95° - 10 min;  
[95° - 15 sec; 67° - 60 sec;  

72° - 5 sec]×40

Konstantinova  
et al., 2002,  

Orina et al., 2021AAR3 ATGGATGCTAGACCTTTGCTGAT

Alternaria sect. 
Infectoriae

AinfF3 CTCGATGTCCGCCTCAGTAG 50° - 2 min; 95° - 10 min;  
[95° - 15 sec; 67° - 60 sec;  

72° - 3 sec]×40

Gannibal et al., 
2007;  

Orina et al., 2021AinfR4 GAGGATAGCACGGCTGGTAG

* see the Table 2 footnote.
Анализ содержания микотоксинов
Экстракцию проводили из 5 г зерновой муки путем 

добавления 20 мл экстракционного растворителя (аце-
тонитрил/вода/уксусная кислота, 79:20:1, об/об/об) и пе-
ремешивания на ротационной шейкере ПСУ-20 (Biosan, 
Латвия) за 90 мин. Затем экстракты центрифугировали 2 
мин при 3000 об/мин (Polycom CLn-16, Россия). По 500 
мкл каждого экстракта без какой-либо очистки переноси-
ли в стеклянные флаконы и добавляли 500 мкл раствора 
ацетонитрил: вода: уксусная кислота 20:79:1. Затем флако-
ны герметично закрывали и встряхивали в течение 30 с на 
Vortex Genius3 (IKA, Германия). Для анализа отбирали по 
5 мкл каждого раствора экстракта автосамплером Agilent 
(Agilent Technologies, Германия). Детекцию и количествен-
ное определение микотоксинов проводили на системе AB 
SCIEX Triple Quad™ 5500MS/MS (Applied Biosystems, 
США), оснащенной источником электрораспылительной 
ионизации TurboV и системой ВЭЖХ серии 1290 (Agilent 
Technologies, Германия). Хроматографическое разделе-
ние проводили при 25 °C на колонке Gemini C18, 150×4.6 
мм (Phenomenex, США). В экстрактах анализировали 
содержание 36 микотоксинов: дезоксиниваленол (ДОН), 
3-ацетил-дезоксиниваленол (3-АцДОН), 15-ацетил-де-
зоксиниваленол (15-АцДОН), дезоксиниваленол-3-глю-
козид (ДОН-3-гл), ниваленол (НИВ), фузаренон-Х, зеа-
раленон (ЗЕН), α-зеараленол, β-зеараленол, Т-2 токсин, 
НТ-2 токсин, Т-2 триол, диацетоксцисцирпенол (ДАС), 

неосоланиол (НЕО), монилиформин (МОН), фумонизин 
В1, фумонизин В2, фумонизин В3, боверицин (БОВ), аль-
тернариол (АОЛ), альтернариола метиловый эфир (АМЭ), 
тентоксин (ТЕН), тенуазоновая кислота (ТК), афлатоксин 
В1, афлотоксин В2, афлатоксин G1, афлатоксин G2, охра-
токсин А, охратоксин В, стеригматоцистин (СТЕ), мико-
феноловая кислота, цитринин, пенициллиновая кислота, 
рокфортин С, патулин, циклопиазоновая кислота.

Валидацию методики для изучения восстановления 
аналитов при анализе зерна пшеницы и количественный 
анализ содержания микотоксинов проводили согласно об-
щепринятым руководствам (Malachová et al., 2014; ГОСТ 
34140-2017). Для количественного определения мико-
токсинов в зерне применялись методы калибровки, со-
ответствующие матрице, с использованием стандартных 
растворов микотоксинов (Romer Labs, Австрия). Предел 
обнаружения (LOD) для анализируемых микотоксинов 
устанавливался путем 20 измерений каждой чистой матри-
цы и расчета среднего значения. Предел количественного 
определения (LOQ) для анализируемых микотоксинов 
определялся путем добавления каждого анализируемого 
микотоксина к чистой матрице. Когда значение S/N (сиг-
нал-шум) 20 параллельных измерений было выше пяти, а 
воспроизводимость была выше 80 %, устанавливался LOQ 
для каждой матрицы. Показатели LOD и LOQ для выяв-
ленных микотоксинов представлены в таблице 4.
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Статистический анализ
В программе Microsoft Excel 2010 рассчитывали сред-

ние значения и доверительные интервалы. В программе 
STATISTICA 10.0 оценивали связи между количественными 

признаками с использованием линейного коэффициента 
корреляции Пирсона (r), а также оценивали влияние кон-
кретного фактора на анализированные показатели с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа.

Результаты
Количество ДНК грибов Fusarium и Alternaria в зерне
Методом кПЦР выявлено присутствие ДНК Tri-

Fusarium в зерне 100 % анализированных образцов в ко-
личестве (28008±7228)×10-4 пг/нг в среднем. В образцах 
зерна из Динского, Калининского и Тбилисского районов 

выявлены наиболее высокие значения количества ДНК 
этой группы грибов, тогда как в зерне образцов из Бело-
глинского района количество ДНК Tri-Fusarium было в 
среднем в 2.0‒8.5 раз достоверно ниже, чем в образцах из 
других районов (табл. 5).

Таблица 4. Восстановление аналита,  
предел обнаружения (LOD) и предел количественного 

определения (LOQ) для выявленных микотоксинов  
в зерне озимой пшеницы

Аналит
Восста-

новление 
аналита, %

LOD, 
мкг/кг

LOQ, 
мкг/кг

Дезоксиниваленол 110 5.00 5.67
3-ацетил-дезоксиниваленол 90 9.56 11.45
15-ацетил-дезоксиниваленол 86 26.00 33.80
Дезоксиниваленол-3-глюкозид 80 5.20 5.67
Ниваленол 85 5.20 5.67
Зеараленон 89 0.56 1.08
Т-2 токсин 76 2.52 3.50
НТ-2 токсин 80 3.00 3.50
Т-2 триол 80 4.95 5.30
Неосоланиол 80 4.50 5.67
Монилиформин 92 5.00 5.78
Боверицин 90 0.30 0.34
Альтернариол 85 0.79 0.98
Метиловый эфир альтернариола 85 0.69 0.98
Тентоксин 86 0.79 0.98
Тенуазоновая кислота 79 6.30 11.31
Стеригматоцистин 91 0.38 0.57

Table 4. Analyte recovery,  
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) 

for detected mycotoxins  
in winter wheat grain

Analyte
Analyte 

recovery,  
%

LOD,  
µg/kg

LOQ,  
µg/kg

Deoxynivalenol 110 5.00 5.67
3-acetyl-deoxynivalenol 90 9.56 11.45
15-acetyl-deoxynivalenol 86 26.00 33.80
Deoxynivalenol-3-glucoside 80 5.20 5.67
Nivalenol 85 5.20 5.67
Zearalenone 89 0.56 1.08
T-2 toxin 76 2.52 3.50
HT-2 toxin 80 3.00 3.50
Т-2 triol 80 4.95 5.30
Neosolaniol 80 4.50 5.67
Moniliformin 92 5.00 5.78
Beauvericin 90 0.30 0.34
Alternariol 85 0.79 0.98
Alternariol monomethyl ether 85 0.69 0.98
Tentoxin 86 0.79 0.98
Tenuazonic acid 79 6.30 11.31
Sterigmatocystin 91 0.38 0.57

Таблица 5. Содержание ДНК грибов Fusarium и Alternaria в зерне озимой пшеницы

Район  
(число образцов)

Количество ДНК грибов×10-4 в среднем* (мин – макс), пг/нг
Tri-Fusarium Fum-Fusarium Alternaria секц. Alternaria Alternaria секц. Infectoriae

Белоглинский (15) 10566±2172 (2439–30287) 1436±493 (0–5538) 11851±1062 (6368–19608) 33071±3311 (18190–68137)
Динской (1) 90152 0 13384 13763
Калининский (4) 34205±20325 (3368–95431) 2308±2262 (0–9232) 16468± 6897 (5723–36296) 18953±4221 (9661–30515)
Каневской (2) 13725; 31229 0; 0 26204; 27560 32507; 48208
Кореновский (3) 21389±7981 (11774–37583) 354±347 (0–1063) 18091± 8267 (5487–34106) 13991±2797 (8291–17125)
Красноармейский (1) 23299 0 32398 39541
Тбилисский (7) 55856±30179 (6163–235372) 39±39 (0–275) 16879± 2856 (9091–31356) 30097±3383 (21185–46328)
Успенский (1) 43407 273 10806 18498

*в таблице приведены средние значения с доверительным интервалом при уровне значимости 95 %.

Table 5. The content of Fusarium and Alternaria DNA in the grain samples of winter wheat

District  
(number of samples)

Amount of fungal DNA×10-4 on average* (min – max), pg/ng
Tri-Fusarium Fum-Fusarium Alternaria sect. Alternaria Alternaria sect. Infectoriae

Beloglinskiy (15) 10566±2172 (2439–30287) 1436±493 (0–5538) 11851±1062 (6368–19608) 33071±3311 (18190–68137)
Dinskoy (1) 90152 0 13384 13763
Kalininskiy (4) 34205±20325 (3368–95431) 2308±2262 (0–9232) 16468± 6897 (5723–36296) 18953±4221 (9661–30515)
Kanevskoy (2) 13725; 31229 0; 0 26204; 27560 32507; 48208
Korenovskiy (3) 21389±7981 (11774–37583) 354±347 (0–1063) 18091± 8267 (5487–34106) 13991±2797 (8291–17125)
Krasnoarmeyskiy (1) 23299 0 32398 39541
Tbilisskiy (7) 55856±30179 (6163–235372) 39±39 (0–275) 16879± 2856 (9091–31356) 30097±3383 (21185–46328)
Uspenskiy (1) 43407 273 10806 18498

*average values are accompanied with confidence interval at 95 % significance level.
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Доля образцов, заражённых Fum-Fusarium, была зна-
чительно ниже – 35 %, а количество ДНК этих грибов в 
зерне в среднем составило (2698±778)×10-4 пг/нг, что ока-
залось в 10 раз меньше, чем ДНК Tri-Fusarium. В образцах 
зерна из Динского, Каневского и Красноармейского райо-
нов ДНК Fum-Fusarium не обнаружена.

Также в зерне всех образцов выявлена ДНК грибов 
Alternaria: содержание ДНК Alternaria секц. Alternaria 
в среднем составило (36296±1443)×10-4 пг/нг, а ДНК 
Alternaria секц. Infectoriae – (68137±2137)×10-4 пг/нг. Вы-
явлено достоверное влияние фактора «район отбора об-
разцов» (p=0.0013) на количество ДНК Alternaria секц. 
Infectoriae: в образцах зерна из Белоглинского, Тбилисско-
го и Успенского районов среднее количество ДНК грибов 

из этой секции оказалось в 1.7–2.8 раз выше, чем количе-
ство ДНК Alternaria секц. Alternaria.

Группы образцов семенного и товарного назначения 
в среднем не различались по количеству ДНК грибов 
Fusarium и Alternaria.

Количество микотоксинов в зерне 
В зерне всех проанализированных образцов выявлены 

микотоксины грибов Fusarium и Alternaria, однако их чис-
ло и количество значительно варьировали (рис. 1, табл. 6). 
Каждый из образцов был загрязнён не менее чем тремя 
вторичными метаболитами грибов. Большинство образ-
цов (58 %) содержали в зерне 5–7 микотоксинов, а их мак-
симальное разнообразие (11) выявлено в образце пшени-
цы с. Юка из Кореновского района. 

Рисунок 1. Распределение образцов озимой пшеницы по числу микотоксинов, обнаруженных в зерне

Figure. 1. Distribution of grain samples of winter wheat by the number of detected mycotoxins

Таблица 6. Содержание микотоксинов  
в зерне озимой пшеницы

Микотоксин

Доля  
загрязнённых 

образцов,  
%

Выявленное 
количество  

(мин – макс), 
мкг/кг

Дезоксиниваленол 79 % 5.0–2038.6
3-ацетил-дезоксиниваленол 3 % 50.9
15-ацетил-дезоксиниваленол 6 % 28.5; 49.5
Дезоксиниваленол-3-глюкозид 50 % 20.1–267.5
Ниваленол 12 % 7.2–47.8
Зеараленон 9 % 3.7–4.9
Т-2 токсин 6 % 5.4; 16.0
НТ-2 токсин 47 % 8.3–288.5
Т-2 триол 3 % 8.5
Неосоланиол 18 % 3.7–7.3
Монилиформин 6 % 9.5; 15.7
Боверицин 79 % 0.4–4.1
Альтернариол 82 % 1.3–55.4
Метиловый эфир альтернариола 29 % 1.1–3.9
Тентоксин 100 % 1.8–44.8
Тенуазоновая кислота 74 % 22.8–490.6
Стеригматоцистин 3 % 9.4

Table 6. The content of mycotoxins  
in the grain of winter wheat

Mycotoxin

Quote of 
contaminated 

samples,  
%

Revealed 
amount  

(min – max),  
µg/kg

Deoxynivalenol 79 % 5.0–2038.6
3-acetyl-deoxynivalenol 3 % 50.9
15-acetyl-deoxynivalenol 6 % 28.5; 49.5
Deoxynivalenol-3-glucoside 50 % 20.1–267.5
Nivalenol 12 % 7.2–47.8
Zearalenone 9 % 3.7–4.9
T-2 toxin 6 % 5.4; 16.0
HT-2 toxin 47 % 8.3–288.5
Т-2 triol 3 % 8.5
Neosolaniol 18 % 3.7–7.3
Moniliformin 6 % 9.5; 15.7
Beauvericin 79 % 0.4–4.1
Alternariol 82 % 1.3–55.4
Alternariol monomethyl ether 29 % 1.1–3.9
Tentoxin 100 % 1.8–44.8
Tenuazonic acid 74 % 22.8–490.6
Sterigmatocystin 3 % 9.4
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Из проанализированных 36 вторичных метаболитов в 
зерне обнаружены 17 (табл. 6). Микотоксины 3-АцДОН, 
15-АцДОН, ЗЕН, Т-2 токсин, Т-2 триол, МОН и СТЕ 
встречались единично или редко (в одном-трёх образцах), 
тогда как частота встречаемости остальных доходила до 
100 %.

Анализ микотоксинов, продуцируемых грибами рода 
Fusarium, выявил, кроме трёх нормируемых, ещё 9 ток-
сичных вторичных метаболитов. Чаще других в зерне 
встречались ДОН, ДОН-3гл, НТ-2 токсин и БОВ. В двух 
образцах – с. Ахмат из Динского района и с. Безостая-100 
из Тбилисского района обнаружено превышение ПДК 
ДОН в зерне в 2 и 3 раза. Образцы зерна, полученные из 
Белоглинского района, можно охарактеризовать как от-
носительно благополучные с точки зрения контаминации 
зерна ДОН и ДОН-3гл, по сравнению с образцами из дру-
гих шести районов (табл. 7).

Превышения ПДК ЗЕН и Т-2 токсина не выявлено. 
Однако в двух образцах зерна с. Маркиз из Белоглинского 
района и с. Юка из Кореновского района суммарное содер-
жание химически сходных соединений – Т-2 и НТ-2 ток-
синов составило 112 мкг/кг и 305 мкг/кг, соответственно.

Анализ микотоксинов, продуцируемых грибами 
рода Alternaria, показал не только их высокую встречае-
мость в зерне, но и значительные количества этих мета-
болитов. В 21 % образцов АОЛ выявлен в количествах 

10.7‒55.4 мкг/кг, а в зерне с. Маркиз из Белоглинского 
района содержание ТК составило 490 мкг/кг.

В одном из образцов, кроме микотоксинов, продуциру-
емых Fusarium и Alternaria, обнаружен СТЕ – биосинтети-
ческий предшественник афлатоксинов, продуцентами ко-
торого являются грибы рода Aspergillus (Rank et al., 2011; 
Кононенко и др., 2017). Ранее сообщалось о выявлении 
СТЕ в 3 пробах пшеницы из Северо-Кавказского ФО уро-
жая 2023 г. в количестве от 1 до 53 мкг/кг (Седова и др., 
2024).

Выявленные взаимосвязи между анализированными 
показателями

Результаты корреляционного анализа показали, что су-
ществует высокая достоверная положительная связь меж-
ду количеством ДНК Tri-Fusarium и количеством ДОН, 
его ацетильных производных и ДОН-3гл в сумме (r=0.81, 
p<0.0001), а также с количеством ЗЕН (r=0.52, p=0.002). 
Связи между количеством ДНК этой группы грибов и 
другими трихотеценовыми микотоксинами не выявлены. 
Также установлена высокая достоверная связь между ко-
личеством ДНК Fum-Fusarium и БОВ (r=0.67, p<0.0001).

Между содержанием ДНК грибов Alternaria и проду-
цируемыми ими вторичными метаболитами выявлены до-
стоверные положительные связи между количеством ДНК 
Alternaria секц. Alternaria и двух альтернариотоксинов – 
АМЭ (r=0.40, p=0.018), а также ТЕН (r=0.62, p<0.0001).

Таблица 7. Загрязнённость основными микотоксинами грибов Fusarium и Alternaria зерна озимой пшеницы

Район  
(число образцов)

Количество микотоксинов*, мкг/кг

Дезоксини-
валенол

Дезоксинива-
ленол-3-глю-

козид

НТ-2 ток-
син Боверицин Альтерна-

риол

Метиловый 
эфир аль-

тернариола
Тентоксин Тенуазоно-

вая кислота

Белоглинский (15) 33.8±15.0 3.0±2.0 12.8±7.1 0.9±0.2 4.3±1.0 0.3±0.2 7.5±1.7 98.1±34.2
Динской (1) 2038.6 196.7 0 0.4 1.8 0 4.9 99.3
Калининский (4) 136.8±59.1 29.5±11.7 8.9±5.1 1.8±0.9 7.9±3.9 1.2±0.7 7.5±2.0 151.0±78.0
Каневской (2) 0; 62.9 0; 32.2 28.8; 0 0; 1.0 1.9; 55.4 0; 3.9 11.7; 3.5 307.6; 84.9
Кореновский (3) 155.9±104.2 34.0±17.3 124.7±81.0 0.6±0.4 2.4±1.4 1.0±0.9 21.6±11.4 99.0±27.3
Красноармейский (1) 63.0 59.2 0 0.9 3.0 0 21.0 85.7
Тбилисский (7) 402.4±192.4 78.8±32.3 15.8±5.7 0.7±0.2 6.0±2.5 0.4±0.2 15.1±3.7 38.4±19.1
Успенский (1) 459.1 122.5 58.2 0.5 0 0 16.0 0

*в таблице приведены средние значения с доверительным интервалом при уровне значимости 95 %.

Table 7. The contamination of grain samples of winter wheat with main mycotoxins  
produced by Fusarium and Alternaria fungi 

District (number of 
samples)

The amount of mycotoxins*, μg/kg

Deoxyni va-
lenol

Deoxyni-
va lenol-3-
glucoside

HT-2 toxin Beauvericin Alternariol
Alternariol 

monomethyl 
ether

Tentoxin Tenuazonic 
acid

Beloglinskiy (15) 33.8±15.0 3.0±2.0 12.8±7.1 0.9±0.2 4.3±1.0 0.3±0.2 7.5±1.7 98.1±34.2
Dinskoy (1) 2038.6 196.7 0 0.4 1.8 0 4.9 99.3
Kalininskiy (4) 136.8±59.1 29.5±11.7 8.9±5.1 1.8±0.9 7.9±3.9 1.2±0.7 7.5±2.0 151.0±78.0
Kanevskoy (2) 0; 62.9 0; 32.2 28.8; 0 0; 1.0 1.9; 55.4 0; 3.9 11.7; 3.5 307.6; 84.9
Korenovskiy (3) 155.9±104.2 34.0±17.3 124.7±81.0 0.6±0.4 2.4±1.4 1.0±0.9 21.6±11.4 99.0±27.3
Krasnoarmeyskiy (1) 63.0 59.2 0 0.9 3.0 0 21.0 85.7
Tbilisskiy (7) 402.4±192.4 78.8±32.3 15.8±5.7 0.7±0.2 6.0±2.5 0.4±0.2 15.1±3.7 38.4±19.1
Uspenskiy (1) 459.1 122.5 58.2 0.5 0 0 16.0 0

*average values are accompanied with confidence interval at 95 % significance level.
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Обсуждение
К основным токсинопродуцирующим видам грибов 

Fusarium, часто встречающимся на зерновых культурах, 
относятся как агрессивные патогены F. graminearum и 
F. avenaceum, так и виды, характеризующиеся как сла-
бые патогены, сапрофиты и эндофиты: F. cerealis, F. 
sporotrichioides, F. poae, F. langsethiae, F. proliferatum, F. 
oxysporum и др. Поэтому, как ранее было отмечено, из-за 
участия в инфекционном процессе множества видов гри-
бов Fusarium, характеризующихся различной патогенно-
стью и профилем образуемых вторичных метаболитов, 
установить порог вредоносности фузариоза зерна доста-
точно сложно (Гагкаева, Гаврилова, 2014).

В нашем исследовании заражённость зерна грибами 
Fusarium оценивали на основании содержания в зерне 
ДНК не отдельных видов грибов, а групп с общим призна-
ком – способностью продуцировать трихотеценовые мико-
токсины (Tri-Fusarium) или фумонизины (Fum-Fusarium). 
Преимуществом такого подхода является одновременный 
учёт вклада в инфицированность зерна разных видов гри-
бов, включающих не только высоко агрессивные патоге-
ны, но и те, которые не оказывают заметного вреда рас-
тению, но при этом синтезируют опасные микотоксины. 
Связь между количеством ДНК Tri-Fusarium и риском за-
грязнения зерна трихотеценовыми микотоксинами, вклю-
чающими не только ДОН и Т-2 токсин, была показана ра-
нее (Gagkaeva et al. 2019; Лебедин и др., 2021).

В данном исследовании установлена ожидаемо вы-
сокая достоверная связь между количеством ДНК 
Tri-Fusarium и количеством ДОН и его производных 
(3-АцДОН, 15-АцДОН, ДОН-3гл), что указывает на пре-
валирование F. graminearum в комплексе Tri-Fusarium по 
сравнению с другими видами. Проведённый ранее мони-
торинг заражённости грибами зерна, полученного из Юж-
ного ФО, выявлял доминирование F. graminearum на всей 
территории Краснодарского края, однако чаще этот пато-
ген обнаруживали на юго-востоке региона, а также в Ка-
невском районе (Гагкаева, Гаврилова, 2014). Регулярный 
анализ содержания микотоксинов в зерне пшеницы как 
продовольственного, так и фуражного назначения, пока-
зал, что основная доля образцов из этого региона РФ, как 
правило, контаминирована ДОН, и его количество в ряде 
случаев оказалось выше установленной ПДК (Kononenko 
et al., 2020; Киселева и др., 2021; Седова и др., 2024). В 
данном исследовании превышение ПДК ДОН выявлено в 
образцах зерна, полученных из Динского и Тбилисского 
районов центральной части Краснодарского края, которые 
в среднем также содержали наибольшие количества ДНК 
Tri-Fusarium.

Кроме ДОН, в образцах зерна с редкой частотой вы-
явлены два других регламентируемых микотоксина – ЗЕН 
и Т-2 токсин в количествах 5–16 мкг/кг, что значительно 
ниже установленных ПДК. Однако, если учитывать при-
сутствие Т-2 токсина вместе с часто встречающимся в 
зерне НТ-2 токсином, обладающим сходной высокой ток-
сичностью, то в двух образцах зерна суммарное содер-
жание этих микотоксинов превышало ПДК Т-2 токсина 
в 1.1–3.1 раз.

На основании ранее проведённых нами модельных 
экспериментов был предложен нижний критический 
предел (КП) обнаружения ДНК Tri-Fusarium в зерне 

– 3955×10-4 пг/нг, превышение которого сигнализирует о 
необходимости в последующей токсикологической экс-
пертизе образца, поскольку высока вероятность обна-
ружения трихотеценовых микотоксинов (Лебедин и др., 
2021). В нашем исследовании 5 образцов содержали ДНК 
Tri-Fusarium в количествах, ниже рекомендованного КП, 
и содержание микотоксинов в них было незначитель-
ным. Среди остальных образцов, содержащих ДНК Tri-
Fusarium выше КП, доля образцов с превышением ПДК 
ДОН или суммой Т-2 и НТ-2 токсинов выше 100 мкг/кг 
составила 14 %.

Несмотря на то, что в 35 % анализированных образ-
цов обнаружена ДНК грибов, способных продуцировать 
ФУМ, эти микотоксины в зерне не выявлены. Группа Fum-
Fusarium включает в себя морфологически-сходные виды 
комплекса FFSC, из которых на зерне пшеницы в Крас-
нодарском крае ранее были выявлены F. proliferatum, F. 
subglutinans, F. verticillioides (Гагкаева и др., 2012; Горь-
ковенко и др., 2017), F. fujikuroi (Жемчужина и др., 2020). 
Количество продуцируемых ФУМ может значительно 
различаться у изолятов F. verticillioides и F. proliferatum 
(Tancic et al., 2012; Zhou et al., 2018; Qiu et al., 2020) и во 
многом зависит от условий среды (Cendoya et al., 2017; 
Peter Mshelia et al., 2020; Deepthi et al., 2022; Dong et al., 
2023). В настоящее время в РФ, выявление ФУМ в зерне 
пшеницы является примером нетипичной контаминации 
микотоксинами этой зерновой культуры, в отличие от ку-
курузы, в зерне которой содержание ФУМ часто достигает 
значений, превышающих установленную ПДК (Седова и 
др., 2018; Кононенко и др., 2019). Тем не менее число со-
общений из разных стран об обнаружении ФУМ при про-
ведении микотоксикологического анализа пшеницы ра-
стёт (Cendoya et al., 2018; Gagkaeva et al., 2018; Kononenko 
et al., 2020; Senatore et al., 2023). Кроме того показано, что 
между количествами ДНК F. proliferatum и ФУМ в зерне-
существует достоверная связь (Senatore et al., 2023).

Кроме ФУМ, грибы комплекса видов F. fujikuroi спо-
собны продуцировать ряд других микотоксинов, напри-
мер, МОН и БОВ (Stępień, 2014). Среди проанализиро-
ванных образцов зерна доля загрязнённых БОВ составила 
79 %, тогда как МОН выявлен только в двух. Выявлена до-
стоверная положительная связь между количеством ДНК 
Fum-Fusarium и количеством БОВ в зерне. В настоящее 
время БОВ относят к группе остроактуальных микоток-
синов, а его функции и токсический эффект находятся 
на стадии активного изучения (Wu et al., 2018; Hasuda, 
Bracarense, 2024).

Выявление заражённости образцов зерна грибами 
Alternaria также проводили на основании содержания в 
зерне ДНК не отдельных видов грибов, а групп, включаю-
щих представителей двух секций – Alternaria и Infectoriae. 
Эти грибы наиболее обильно представлены в микобио-
те семян культурных и диких злаков (Ганнибал 2018; 
Poursafar et al., 2018; Somma et al., 2019; Sun et al., 2023), 
тогда как виды других секций – Chalastospora, Panax, 
Pseudoalternaria и Ulocladioides, – которые могут присут-
ствовать в том же субстрате, встречаются спорадически и 
менее представлены (Poursafar et al., 2018; Masiello et al., 
2022; Gannibal et al., 2022). Ранее показано, что в зерне 
из Краснодарского края встречаются виды A. tenuissima, 



116 Арабина Е.П. и др. / Вестник защиты растений, 2024, 107(3), с. 108–120

реже A. alternata и A. arborescens, относящиеся к секц. 
Alternaria, и представители секц. Infectoriae (Гагкаева и 
др., 2012; Ганнибал, 2018).

В одном из недавних исследований было установлено, 
что пшеница из Южного ФО контаминирована микоток-
синами Alternaria в меньшей степени, чем образцы из дру-
гих ФО: в образцах зерна из Краснодарского края урожая 
2018 г. выявлен только ТЕН (в 13 % образцов), а АОЛ, АМЭ 
и ТК не обнаружены (Киселёва и др., 2021). Результаты 
нашего исследования показывают не только повсемест-
ную встречаемость грибов Alternaria секций Alternaria и 
Infectoriae в зерне озимой пшеницы, выращенной на тер-
ритории края, но и высокую частоту загрязнения образцов 
всеми четырьмя анализированными микотоксинами АОЛ, 
АМЭ, ТЕН и ТК, продуцируемыми этими грибами. Выяв-
ленное количество ДНК грибов Alternaria секц. Alternaria 
было в среднем в 1.9 раз ниже, чем ДНК грибов Alternaria 
секц. Infectoriae, что контрастирует с ситуацией в Ураль-
ском регионе и Западной Сибири, где доминировали пред-
ставители секц. Alternaria (Орина и др., 2020, 2021).

Выявлена высокая достоверная положительная 
связь между содержанием ДНК грибов Alternaria секц. 
Alternaria и двух микотоксинов – АМЭ и ТЕН. Ранее нами 
уже были продемонстрированы связи между количеством 
ДНК Alternaria секц. Infectoriae и количеством ТЕН (Ори-
на и др., 2020), а также ДНК Alternaria секц. Alternaria 
и ТК (Орина и др., 2021). Известно, что представители 

разных видов из обеих секций Alternaria способны про-
дуцировать анализированные вторичные метаболиты 
(Oviedo et al., 2013; Tralamazza et al., 2018; Masiello et al., 
2020; Gannibal et al., 2022). Между тем, в ряде исследо-
ваниях показано, что в условиях чистой культуры пред-
ставители секц. Infectoriae в среднем продуцируют в 8–95 
раз меньшие АОЛ, чем грибы из секц. Alternaria (Kahl et 
al., 2015; Gannibal et al., 2022), однако токсинопродуци-
рующая способность индивидуальных штаммов может 
значительно варьировать и существенно зависит от фак-
торов среды (Tralamazza et al., 2018; Masiello et al., 2020; 
Gannibal et al., 2022).

Несмотря на отсутствие регламентации допустимого 
содержания микотоксинов грибов Alternaria в сельскохо-
зяйственной продукции на территории РФ, на территории 
Европейского Союза существует проект рекомендаций, 
устанавливающий безопасные уровни содержания АОЛ, 
АМЭ и ТК в пищевых продуктах для детей на основе 
злаков – не выше 5, 5 и 500 мкг/кг, соответственно (Food 
Chemistry Institute, 2020). Низкие уровни допустимого со-
держания АОЛ и АМЭ обусловлены генотоксичностью и 
тератогенной активностью этих соединений (EFSA, 2016; 
Chen et al., 2021). По нашим данным, 29 % образцов зер-
на из Краснодарского края урожая 2023 г. содержали АОЛ 
в количествах, превышающих рекомендованный уровень 
в 1.3–11 раз.

Заключение
В зерне пшеницы, выращенной в Краснодарском крае 

в 2023 г., с помощью высокоточных аналитических ме-
тодов – кПЦР и ВЭЖХ-МС/МС, выявлено повсеместное 
присутствие грибов Fusarium и Alternaria и продуцируе-
мых ими микотоксинов.

Установлена достоверная положительная связь между 
количествами ДНК Tri-Fusarium и ДОН, а также ЗЕН, что 
указывает на доминирование F. graminearum среди возбу-
дителей фузариоза зерна в этом регионе. В 6 % образцов 
выявлено превышение ПДК ДОН. В наиболее представи-
тельной в исследовании выборке образцов зерна из Бело-
глинского района, содержание ДНК Tri-Fusarium и ДОН 
было ниже, по сравнению с образцами из других семи рай-
онов Краснодарского края.

Несмотря на отсутствие ФУМ в зерне, обнаружение 
ДНК Fum-Fusarium предполагает возможность загрязне-
ния пшеницы микотоксинами, продуцируемыми этими 
грибами в определённых условиях, и указывает на необхо-
димость регулярного мониторинга.

Выявлено высокое количество ДНК грибов двух сек-
ций Alternaria в зерне всех анализированных образцов. 
Установлены достоверные связи между количеством ДНК 
видов Alternaria секц. Alternaria и содержанием микоток-
синов АМЭ и ТЕН.

Достоверные связи между количеством ДНК грибов 
и их вторичными метаболитами, позволяют использовать 
результаты кПЦР для объективной оценки рисков загряз-
нения зерна микотоксинами.
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Using quantitative PCR (qPCR) and high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry (HPLC-
MS/MS) ubiquitous presence of Fusarium and Alternaria fungi and their mycotoxins was detected in winter wheat grain 
grown in Krasnodarskiy Krai in 2023. All samples contained DNA of Fusarium producing trichothecene mycotoxins 
(Tri-Fusarium) in the range of 244–23537 pg/µg. DNA of Fusarium producing fumonisins was detected in 35 % of grain 
samples at 27–923 pg/µg. All samples contained Alternaria sect. Alternaria and sect. Infectoriae DNA at average levels 
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(DON) (in 79 % of samples), deoxynivalenol-3-glucoside (50 %), HT-2 toxin (47 %), and beauvericin (70 %). In two 
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correlation between Tri-Fusarium DNA and DON content, as well as zearalenone, was found, indicating F. graminearum 
prevalence among the pathogens causing Fusarium head blight in this region. A high occurrence of mycotoxins produced 
by Alternaria fungi alternariol (82 % of contaminated samples), tentoxin (TEN) (100 %), and tenuazonic acid (79 %) in the 
grain was revealed. A significant correlation between the content of Alternaria sect. Alternaria DNA and two mycotoxins 
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Фитопатогенная бактерия Pseudomonas cichorii поражает широкий перечень сельскохозяйственных культур, в 
том числе вызывает стеблевой меланоз пшеницы – культуры стратегического значения для России. Возбудитель 
стеблевого меланоза регулируется импортерами российской зерновой продукции. В связи с этим, важная задача 
– актуализация метода идентификации P. cichorii на основе полимеразной цепной реакции в режиме «реального 
времени» (ПЦР-РВ). В качестве мишени для ПЦР-РВ использован участок длиной 90 п.о. одного из известных генов 
патогенности hrcRST P. cichorii. Положительный результат ПЦР-анализа был получен для референтных штаммов 
P. cichorii и подтвержден секвенированием ДНК последовательности ампликона. Полученные нуклеотидные 
последовательности были сопоставлены с гомологичными фрагментами генома типового штамма DSM 50259. 
В результате сравнительного анализа ДНК были изменены последовательности прямого праймера и зонда. Для 
зонда была показана возможность применения доступной на территории РФ модификации в которой используется 
сочетание красителя FAM и гасителя флуоресценции BHQ.Оценку специфичности новой праймерной системы 
ПЦР-РВ PscF/PscHrc751R/PscP1 проводили с использованием 107 штаммов бактерий рода Pseudomonas, включая 
P. cichorii, P. fuscovaginae, P. syringae, P. trivialis, P. viridiflava, P. chlororaphis, P. lutea, P. orientalis. С ДНК 4-х 
штаммов (P. poae, P. graminis и 2 штамма P. fluorescens) показана неспецифичная реакция на 35–37 пороговом 
цикле, накопление не имело экспоненциальный вид. Аналитическая чувствительность теста позволяет обнаружить 
P. cichorii в концентрации 101 КОЕ/мл. Тест ПЦР-РВ PscF/PscHrc751R/PscP1 может быть использован в качестве 
отборочного при обнаружении P. сichorii в растительной продукции и для характеристики чистых бактериальных 
культур.

Ключевые слова: ПЦР-РВ, бактериозы зерновых культур, фитосанитарные требования, карантин растений, 
диагностика фитопатогенов, молекулярно-генетические методы идентификации
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Введение

Грамотрицательная гамма-протеобактерия Pseudo-
monas cichorii (далее – Pc) – опасный патоген, вызыва-
ющий заболевания многих сельскохозяйственных куль-
тур. Бактерия патогенна главным образом для культур 
семейств Сложноцветные, Мальвовые, Бобовые. Ос-
новными поражаемыми растениями являются Apium 
graveolens (сельдерей пахучий) (Surico, Iacobellis, 1978), 
Chrysanthemum (хризантема) (Janse, 1987; Osdashi, 2020), 
включая Chrysanthemum morifolium (хризантема садо-
вая) (Rodrigues et al., 1976); Cichorium endivia (эндивий) 
(Patel at el., 2021) и его подвиды и вариететы, Cichorium 
intybus (цикорий обыкновенный) (Van Outryve et al., 1989), 
Gerbera (гербера), в т.ч. Gerbera jamesonii (гербера Джем-
сона) (Miller, Knauss, 1973), Hibiscus rosa-sinensis (гибис-
кус китайский) (Chase, 1986), Vigna angularis (адзуки) 
(Wood, Easdown, 1990) и Lactuca sativa (латук посевной) 
(Hikichi et al., 1996). К прочим растениям, которым может 
вредить патоген, относятся также представители семейств 
Тыквенные, Пасленовые, Яснотковые, Мятликовые и не-
которых других: Ocimum basilicum (базилик душистый) 
(Miller et al., 1986), Borago officinalis (огуречная трава) 

(Cambra et al., 2004), Citrullus lanatus (арбуз) (Amadi et al., 
2009), Coreopsis lanceolata (кореопсис ланцетовидный) 
(Garibaldi at el., 2009), Cucumis melo (дыня), Cucurbita pepo 
(кабачок) (Bastas, 2013), Duranta erecta (дуранта ползучая) 
(Gumtow et al., 2013), Glycine max (соя) (Yu, Lee, 2012), 
Luffa aegyptiaca (люффа египетская) (Sharma, Arora, 2016), 
Nicotiana tabacum (табак), Phlox paniculata (флокс метель-
чатый) (Corryn et al., 2009), Plumeria pudica (плюмерия 
стыдливая) (Sugiyama et al., 2018), Solanum lycopersicum 
(томат) (Trantas et al., 2013), Stevia rebaudiana (стевия ме-
довая) (Marque et al., 2016), Solanum melongena (баклажан) 
(Hikichi et al., 2013), Perilla frutescens (перилла) (Jang et 
al., 2023), Triticum (пшеница) (Piening, MacPherson, 1985) 
и ряд других видов. 

В связи с широким перечнем поражаемых культур 
и многообразием вызываемых симптомов, бактериозы, 
вызываемые Pc, имеют множество названий – бактери-
альный ожог сельдерея (bacterial blight of celery) (Elsisi, 
2019), мокрая гниль грибных пластинок (drippy gill of 
mushrooms) (Gill, 1994), листовая гниль перца (leaf rot of 
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capsicum) (Rivera et all., 1981), лаковая пятнистость латука 
(varnish spot of lettuce) (Grogan et al., 1977) и другие.

Как патоген зерновых культур, Pc впервые упомянут в 
1965 г., когда бактерия была изолирована из яровой пше-
ницы, выращиваемой на почве с дефицитом меди в Канаде 
(Piening, MacPherson, 1985). В дальнейшем, сообщалось 
об обнаружениях возбудителя на пшенице в 1974–1996 гг. 
в США, Новой Зеландии и Аргентине (Wilkie, Dye, 1974; 
Malhi et al., 1989; Perneznt et al., 1994; Alippi, 1996). Бак-
териоз, вызываемый Pc на пшенице, был назван стебле-
вым меланозом; симптомы заболевания появляются в 
фазе молочной спелости в виде мелких светло-коричне-
вых поражений на стебле под нижними узлами (Piening, 

MacPherson, 1985). 
Актуальность изучения Pc как патогена пшеницы вы-

звана тем, что бактерия регулируется фитосанитарными 
требованиями Египта, Иордании и Мексики – крупных 
импортеров российской зерновой продукции (Словаре-
ва, 2023). Для проведения анализа экспортируемой из РФ 
пшеницы на наличие Pc требуются надежные экспресс-те-
сты, которые на момент начала исследования отсутствова-
ли, или компоненты для них не были доступны на терри-
тории РФ.

Цель исследования – разработка оригинальной прай-
мерной системы для ПЦР анализа в режиме «реального 
времени» для идентификации Pc.

Материалы и методы исследования
Материалами исследования являлись штаммы целевого 

вида Pc VNIIKR-B-0201, VNIIKR-B-0202, VNIIKR-B-0203 
(Тешич и др., 2021) и 104 штамма родственных бактерий 
рода Pseudomonas (табл. 1).

В таблице 2 представлены характеристики используе-
мых олигонуклеотидов.

Приведенный в публикации B. Cottyn с коллега-
ми (2010) модифицированный олигонуклеотид (зонд) 
PscHrcMGB687 (5`-FAM-TTC AAG CAG GCC ATG 
T-MGB-NFQ3-3`), входящий в состав теста ПЦР-РВ 
PscHrc662F/ PscHrc751R/ PscHrcMGB687 на участок дли-
ной 90 п.о. одного из генов патогенности hrcRST (Cottyn et 
al., 2010), в работе не использовали, поскольку длина зон-
да составляла 16 нуклеотидов, а температура отжига всего 
48 °C. Указанные характеристики являются не оптималь-
ными для зонда в случае использования его без модифи-
кации MGB (minor groove binder, торговая марка Applied 
Biosystems TaqMan, США), увеличивающей температуру 
отжига даже при низком GC-составе и небольшой длине.

Предварительный этап оценки наличия генетической 
мишени для праймеров PscHrc662F/PscHrc751R (Cottyn et 
al., 2010) у Pc проводили с ДНК штаммов VNIIKR-B-0201, 
VNIIKR-B-0202, VNIIKR-B-0203. Использовали следую-
щий состав реакционной смеси: 16.0 мкл воды, свободной 
от нуклеаз, 5.0 мкл 5× qPCRmix-HS (ЗАО «Евроген», Рос-
сия), по 1 мкл каждого праймера в концентрации 10 пмоль 
и 2.0 мкл ДНК. В качестве отрицательного контрольного 
образца в реакционную смесь вместо ДНК вносили деио-
низированную воду. Параметры ПЦР: начальная денатура-
ция при 95 °C в течение 5 мин., затем 35 циклов: 95 °C – 15 
с, 60 °C – 40 с, 72 °C –15 с, финальная элонгация при 72 °C 
– 7 мин. ПЦР проводили на амплификаторе ДТпрайм 5М6 
(«ДНК-Технология», Россия). Каждый штамм тестирова-
ли в трех повторах. Продукты ПЦР двух повторов визуа-
лизировали с помощью электрофореза в 2.0 % агарозном 
геле (размер ПЦР-продукта 90 п.о.) с окраской красителем 
бромистый этидий и документировали при помощи систе-
мы ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad, США). Продукты ПЦР 
третьего повтора очищали с помощью «Cleanup Standard» 
(ЗАО «Евроген», Россия), измеряли концентрацию ДНК 
на спектрофотометре NanoDrop-2000 (Thermo Scientific, 
США) и секвенировали методом Сэнгера с использова-
нием набора «BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit» (Thermo Scientific, США). Обработку полученных в 
результате секвенирования нуклеотидных последователь-
ностей проводили в программе Ugene 47 (Unipro UGENE 

software, [сайт] URL: https://ugene.net/ru/download-all.
html).

Последовательности целевых ампликонов штаммов 
VNIIKR-B-0201, VNIIKR-B-0202, VNIIKR-B-0203, полу-
ченные с праймерами PscHrc662F/PscHrc751R, вырав-
нивали в программе Ugene 47 (Unipro UGENE software, 
[сайт] URL: https://ugene.net/ru/download-all.html) вместе 
с гомологичной последовательностью из генома типо-
вого штамма Pc DSM 50259 (RefSeQ NZ_CP007039.1) с 
помощью алгоритма UGENE. Выравненные нуклеотид-
ные последовательности использовали при редактирова-
нии последовательностей праймеров и зонда для теста 
PscHrc662F/PscHrc751R/PscHrcMGB687 (Cottyn et al., 
2010) и при разработке теста ПЦР-РВ. Испытание разра-
ботанного теста ПЦР-РВ проводили на амплификаторе де-
тектирующем CFX96 (Bio-Rad, США). Реакционная смесь 
содержала: 14.9 мкл воды, свободной от нуклеаз, 5.0 мкл 
5X qPCRmix-HS (ЗАО «Евроген», Россия), по 1.0 мкл каж-
дого праймера в концентрации 10 пмоль, 0.1 мкл внутрен-
него положительного контроля (ЗАО «Синтол», Россия), 
и 2.0 мкл ДНК. Параметры ПЦР: начальная денатурация 
при 95 °C в течение 5 мин., затем 45 циклов: 95 °C – 15 с и 
60 °C – 45 с.

Оценку способности нового теста ПЦР-РВ отличать Pc 
от других бактерий рода Pseudomonas проводили путем 
тестирования целевых и родственных штаммов, перечис-
ленных в таблице 1.

Оценку аналитической чувствительности (наимень-
шего числа копий генетической мишени, детектируемых 
в образце) нового теста ПЦР-РВ проводили с использо-
ванием ДНК, выделенной из бактериальных суспензий 
штамма Pc VNIIKR-B-0201 в концентрациях от 101 КОЕ/
мл (низкая) до 107 КОЕ/мл (высокая). В качестве матрицы 
для суспензий использовали стерильную воду (тестиро-
вание чистой культуры) и аналитические пробы, приго-
товленные из семян пшеницы по методике, оптимизиро-
ванной для идентификации других бактериозов зерновых 
культур (Мувинги и др., 2022). Концентрацию бактерий в 
суспензиях определяли методом стандартных разведений 
и высевом на питательный агар.

Результаты проведения нового теста ПЦР-РВ оценива-
ли как положительные при наличии специфичной реакции 
в виде экспоненциальной кривой флуоресценции по кана-
лу FAM и при отсутствии специфичной реакции при те-
стировании отрицательных контролей, а также при нали-
чии реакции по каналу HEX (внутренний положительный 
контроль) при тестировании всех образцов ДНК.
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Таблица 1. Штаммы бактерий, используемые в исследовании  
Table 1. Bacteria strains, used in the study

Штамм VNIIKR-B [Strain VNIIKR-B]* Вид бактерии
[Bacterial species]

Растение -хозяин
[Host plant]

0201, 0202, 0203 Pseudomonas cichorii Lactuca sativa 
0335 (DSM 7231) P. fuscovaginae Oryza sativa
0440 (CFBP 2216) P. syringae pv. coronafaciens Avena sativa
0204 (20M5-11), 0205 (20M5-12), 0206 (20M52-170) P. syringae pv. atrofaciens Triticum aestivum 
0207 (20M25-82) P. syringae pv. atrofaciens Triticum durum
0208 (20M32-116), 0209 (20M39-138) P. syringae pv. syringae Triticum aestivum
0210 (20M5-10) P. syringae pv. aptata Triticum aestivum
0211 (20M29-101), 0213 (22В16-65), 0214 (22В48-183) P. syringae Triticum aestivum
0212 (20M30-107) P. syringae Triticum turgidum
0215 (22C1-344), 0216 (22C1-360), 0217 (22C46-472) P. syringae Hordeum vulgare
0218 (20M2-5), 0219 (20M19-55), 0221 (20M50-163) P. trivialis Triticum aestivum
0220 (20M28-91) P. trivialis Secale cereale
0222 (20M3-6), 0223 (20M9-25), 0226 (20M22-66), 0227 (20M22-69),  
0228 (20M26-83) P. graminis Triticum aestivum

0224 (20M15-43) P. graminis Triticum dicoccum
0225 (20M18-50) P. graminis Triticum sphaerococcum
0229 (20M28-98) P. graminis Secale cereale
0230 (20M3-7), 0231 (20M9-26), 0232 (20M26-84), 0233 (20M27-85),  
0234 (20M27-86) P. poae Triticum aestivum

0235 (21K5-19), 0236 (22C1-339), 0237 (22C1-340), 0238 (22C1-341) P. poae Hordeum vulgare
0239 (20M5-9), 0241 (20M33-120), 0242 (20M34-124) P. viridiflava Triticum aestivum
0240 (20M25-81) P. viridiflava Triticum durum
0243 (20M33-121) P. chlororaphis Triticum aestivum
0244 (22B27-152), 0246 (22B60-179) P. lutea Triticum aestivum
0245 (22B62-155) P. lutea Secale cereale
0247 (22B11-316) P. orientalis Triticum aestivum
0260 (20M23-74) P. fluorescens Triticum aestivum
0263 (20M31-109) P. fluorescens ½Triticosecale
0248 (20M1-1), 0262 (20M28-96), 0275 (20M55-177), 0286 (22B62-157) Pseudomonas sp. Secale cereale
0249 (20M6-13), 0250 (20M6-14), 0251 (20M7-21), 0252 (20M8-22),  
0258 (20M19-56), 0259 (20M21-61), 0261 (20M24-80), 0264 (20M33-122),  
0265 (20M38-136), 0266 (20M39-139), 0267 (20M40-142), 0268 (20M42-148),  
0269 (20M43-149), 0270 (20M45-152), 0271 (20M49-162), 0272 (20M50-165),  
0273 (20M51-166), 0274 (20M53-172)., 2023), 0276 (21K16-63),  
0278 (21K24-78), 0281 (22B58-6), 0283 (22B42-25), 0282 (22B42-23),  
0284 (22B29-86), (22B52-181), 0288 (22B36-217), 0289 (22B33-225),  
0290 (22B33-229), 0293 (22B11-317), 0295 (22C2-375), 0296 (22C8-394),  
0298 (22To1-2), 0299 (22To1-3), 0300 (22To1-4), 0301 (2To1-8), 0302 (22To1-15)

Pseudomonas sp. Triticum aestivum

0253 (20M11-31), 0255 (20M13-40), 0256 (20M16-45) Pseudomonas sp. ½Triticosecale
0254 (20M12-38) Pseudomonas sp. Triticum turgidum
0257 (20M17-49) Pseudomonas sp. Triticum sphaerococcum
0277 (21K18-69), 0291 (22B23-279), 0292 (22B23-281), 0294 (22C1-334),  
0297 (22C37-509), Pseudomonas sp. Hordeum vulgare

0279 (21K45-92), 0280 (21K59-101), 0303 (22To2-16), 0304 (22To2-19),  
0305 (22To2-21) Pseudomonas sp. Avena sativa

0285 (22C28-107) Pseudomonas sp. Triticum durum

*VNIIKR-B – Коллекция фитопатогенных бактерий ФГБУ «Всероссийский центр карантина растений» (ФГБУ «ВНИ-
ИКР»). Происхождение штаммов, кроме VNIIKR-B-0335 (DSM 7231) и VNIIKR-B-0440 (CFBP 2216) – Российская 
Федерация; 20М означает «2020 год, регион сбора Москва», 21К означает «2021 год, регион сбора Крым», 22В означает 
«2022 год, регион сбора Волгоградская область», 22С означает «2022 год, регион сбора Ставропольский край», 22То 
означает «2022 год, регион сбора Томская область».  
Для выделения ДНК применяли набор «Проба-ГС» (ЗАО «АгроДиагностика», Россия). Олигонуклеотиды синтезирова-
ли в ЗАО «Евроген» (Россия). 

Таблица 2. Характеристики олигонуклеотидов, использованных в исследовании  
Table 2. Characteristics of the oligonucleotides, used in the study

Олигонуклеотид
[Oligonucleotide]

Последовательность 5`-3`
[Sequence]

GC-состав, %
[GC-content, %] Tm*, °C Источник

[Source]
PscHrc662F AGG CTT TAT GGA AAC CCT GA CG 50 62

Cottyn et al., 2010
PscHrc751R ACA ATC ACC GCC ACG ATC AG 55 60
PscP1 6FAM-CAA GCA GGC CAT GTT GCT GGT GGT G-BHQ1 60 71 Это исследование

[This study]PscF AGG CTT TAT GGA AAC CCT GAC 48 60

*Tm – температура плавления праймера.
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Результаты исследования и обсуждение
В результате проведения теста PscHrc662F/PscHrc751R 

(Cottyn et al., 2010) с ДНК штаммов VNIIKR-B-0201, 
VNIIKR-B-0202, VNIIKR-B-0203 и электрофореза 
ПЦР-продуктов в агарозном геле, визуализированы фраг-
менты длиной 90 п.о. (рис. 1).

Рисунок 1. Электрофореграмма результатов теста 
PscHrc662F/PscHrc751R с ДНК Pseudomonas cichorii. 

Примечание: М – маркер длин ДНК 50+ bp;  
1, 2 – ДНК штамма VNIIKR-B-0201;  
3, 4 – ДНК штамма VNIIKR-B-0202;  
5, 6 – ДНК штамма VNIIKR-B-0203;  

7, 8 – отрицательный контроль амплификации

Figure 1. Electropherogram of PscHrc662F/PscHrc751R test 
results of amplification of Pseudomonas cichorii DNA.  

Note: M – DNA length marker 50+ bp; 1, 2 – DNA of strain 
VNIIKR-B-0201; 3, 4 – DNA of strain VNIIKR-B-0202;  

5, 6 – DNA of strain VNIIKR-B-0203;  
7, 8 – negative amplification control

Путем проведения ПЦР in silico с праймерами 
PscHrc662F и PscHrc751R на последовательности генома 
штамма DSM 50259 (RefSeQ NZ_CP007039.1) в програм-
ме Ugene 47 (Unipro UGENE software, [сайт] URL: https://

ugene.net/ru/download-all.html), получена нуклеотидная 
последовательность, представленная на рисунке 2.

Длина зонда была увеличена до 25 п.о., что привело 
к повышению температуры отжига с 48 °C до 71 °C. Ука-
занное изменение позволило применить для модификации 
зонда стандартную и наиболее доступную по цене кон-
струкцию 6FAM-/BHQ1 вместо MGB. 

В результате проведения нового теста ПЦР-РВ 
PscF/PscHrc751R/PscP1 со штаммами бактерий рода 
Pseudomonas, получена специфичная реакция в виде экс-
поненциальной кривой флуоресценции по каналу FAM 
только для ДНК штаммов Pc (рис. 3). 

Уровень флуоресценции для ДНК штаммов Pc со-
ставил от 1200 до 1600 оптических единиц (рис. 3). 
Отмечена неспецифичная реакция по каналу FAM 
для четырех штаммов – P. poae (VNIIKR-B-0231), P. 
graminis (VNIIKR-B-0225) и двух штаммов P. fluorescens 
(VNIIKR-B-0260, VNIIKR-B-0263). Важно отметить, что 
значение порогового цикла находилось в диапазоне от 
35 до 37 (рис. 3). Исходя из того, что при тестировании 
остальных штаммов Pseudomonas spp., включая P. poae и 
P. graminis, реакция по каналу FAM не наблюдалась, мож-
но сделать вывод о частичном сродстве используемых в 
тесте олигонуклеотидов с последовательностями генов 
некоторых бактерий рода Pseudomonas, выделенных из 
зерновых культур. Анализ доступных в базе данных NCBI 
геномов бактерий не позволяет окончательно подтвердить 
этот вывод. Отметим, что при идентификации штаммов 
в более ранней работе (Словарева и др., 2023) использо-
вали праймеры PSF/PSR (Kazempour et al., 2009) длина 
ПЦР-продукта с которыми составляла около 600 п.о., и 
полученные с этими праймерами нуклеотидные после-
довательности сравнивали с другими последовательно-
стями BLAST NCBI (BLAST…, https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov). Для штамма VNIIKR-B-0231 отмечено максималь-
ное совпадение 99.49 % с P. poae, а другие виды с таким 

Рисунок 2. Выравнивание нуклеотидных последовательностей ПЦР-продуктов теста PscHrc662F/PscHrc751R  
с штаммами VNIIKR-B-0201, VNIIKR-B-0202, VNIIKR-B-0203 и геномной последовательности  

штамма Pseudomonas cichorii DSM 50259 (RefSeQ NZ_CP007039.1)
Figure 2. Nucleotide sequences alignment of PscHrc662F/PscHrc751R PCR products with strains VNIIKR-B-0201, 

VNIIKR-B-0202, VNIIKR-B-0203 and the genomic sequence of the Pseudomonas cichorii strain  
DSM 50259 (RefSeQ NZ_CP007039.1)
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же высоким совпадением отсутствовали. Принадлежность 
штамма VNIIKR-B-0225 определена как P. graminis в связи 
с максимальным видовым сходством 98.17 %. Для штам-
мов VNIIKR-B-0260 и VNIIKR-B-0263 ближайшим видом 
являлся P. fluorescens (99.43 % для обоих штаммов). В то 
же время, результат выравнивания не показал совпадения 
с P. cichorii в числе первых 100 последовательностей с 
максимальным сходством. Следовательно, наличие пере-
крестных реакций при проведении ПЦР может являться 
результатом гомологии части олигонуклеотида с нуклео-
тидными последовательностями генов некоторых штам-
мов Pseudomonas sp. Исходя из полученных данных, при 
тестировании бактериальных культур может быть получе-
но до 4 % неспецифичных реакций с поздним (от 35 до 37) 
пороговым циклом.

В результате тестирования других бактерий рода 
Pseudomonas, включая P. fuscovaginae, P  syringae (в том 

числе патовары syringae, coronafaciens, atrofaciens, aptata), 
P. trivialis, P. viridiflava, P. chlororaphis, P. lutea, P. orientalis, 
а также отрицательных контролей, специфическая реак-
ция отсутствовала.

Для каждого тестируемого образца отмечена реакция 
внутреннего положительного контроля, детектируемая 
по каналу HEX (рис. 3) и указывающая на отсутствие 
ингибирования ПЦР. Таким образом, Новый тест PscF/
PscHrc751R/PscP1 способен отличать штаммы Pc от дру-
гих бактерий рода Pseudomonas.

В результате применения чашечного метода Коха, 
определены концентрации бактериальных суспензий Pc, 
используемых при оценке аналитической чувствитель-
ности нового теста ПЦР-РВ. Для подсчета использовали 
чашки Петри с высеянными суспензиями Pc 4-го, 5-го и 
6-го разведений (рис. 4).

Рисунок 3. Зависимость уровня флуоресценции (ОЕФ) от номера порогового цикла (Ct) по каналу FAM  
при проведении теста PscF/PscHrc751R/PscP1 с ДНК бактерий рода Pseudomonas 

Figure 3. Dependence of the fluorescence level (RFU) on the threshold cycle number (Ct) via the FAM channel  
when performing the PscF/PscHrc751R/PscP1 test with DNA of Pseudomonas bacteria 

Рисунок 4. Чашки Петри с посевом на каждую по 50 мкл суспензий Pseudomonas cichorii  
Примечание: А – 4-е разведение, B – 5-е разведение, C – 6-е разведение; спустя 6 суток инкубирования  

при температуре 27 °C, R2A
Figure 4. Petri dishes each plated with 50 μl of Pseudomonas cichorii suspensions  

Note: A – 4th dilution, B – 5th dilution, C – 6th dilution; after 6 days of incubation at 27 °C, R2A 



126 Воронов Е.В. и др. / Вестник защиты растений, 2024, 107(3), с. 121–129

Спустя 6 суток инкубирования при 27 °C суспензий 
Pc, высеянных на R2A (Reasoner, Geldreich, 1985), были 
отмечены глянцевые, беловатые, флуоресцирующие полу-
прозрачные колонии, круглой или неправильной формы, с 
плоским профилем и волнистым краем, диаметром от 1 до 
9 мм (рис. 4). Подсчет колониеобразующих единиц (КОЕ) 
показал, что для 4-го, 5-го и 6-го разведений культуры Pc 
соответствуют значения 2.4*103, 2.8*102 и 2.0*101 КОЕ/мл 
соответственно (табл. 3).

Учитывая, что все суспензии являлись серией после-
довательных десятикратных разведений одной суспензии, 
то для 3-го, 2-го и 1-го разведений соответствуют значения 
104, 105 и 106 КОЕ/мл соответственно, а начальной суспен-
зии – 107 КОЕ/мл.

Оценка аналитической чувствительности теста PscF/
PscHrc751R/PscP1 с ДНК чистых культур показала, что 
тест способен обнаруживать Pc в анализируемом образце 
в концентрации более 2*101 КОЕ/мл (рис. 5).

Положительные реакции отмечены в результате ПЦР-
РВ PscF/PscHrc751R/PscP1 с ДНК суспензий Pc в концен-
трациях от 2*101 до 107 КОЕ/мл для каждого из повторов 
теста (рис. 5).

Тестирование образцов ДНК, выделенных из проб се-
мян, зараженных суспензиями Pc и прошедших пробопод-
готовку, также показало аналитическую чувствительность 
теста 2*101 КОЕ/мл (табл. 4).

Таким образом, тест ПЦР-РВ PscF/PscHrc751R/PscP1 
может быть использован для идентификации Pc как сре-
ди бактериальных культур, так и в семенном материале 
пшеницы.

Таблица 4. Результат определения аналитической чувствительности теста PscF/PscHrc751R/PscP1  
на ДНК Pseudomonas cichorii

Table 4. The result of determining the analytical sensitivity of the PscF/PscHrc751R/PscP1 test  
using Pseudomonas cichorii DNA

КОЕ/мл
[CFU/ml]

Среднее значение Ct, FAM
[Average Ct, FAM]

Чистая бактериальная культура
[Pure bacterial culture]

Бактериальная культура в аналитической пробе семян
[Bacterial culture in analytical seed sample]

1*107 21.31 Не проводили
1*106 26.3 Не проводили
1*105 27.0 Не проводили
1*104 29.89 32.53
2.4*103 32.19 34.17
2.8*102 35.79 37.47
2.0*101 36.67 39.12

Заключение
В результате исследования разработана праймерная 

система для ПЦР в режиме «реального времени» PscF/
PscHrc751R/PscP1, направленная на идентификацию воз-
будителя стеблевого меланоза пшеницы P. сichorii. Оценка 
аналитической чувствительности, проведенная с исполь-
зованием референтных штаммов ДНК P. сichorii в воде и 
аналитической пробе семян пшеницы, показала способ-
ность теста к обнаружению патогена в анализируемом 

образце при концентрации не менее 2*101 КОЕ/мл. Оцен-
ка аналитической специфичности теста, проведенная с ис-
пользованием ДНК 104 близкородственных штаммов бак-
терий рода Pseudomonas, выделенных преимущественно 
из зерновых культур, показала наличие неспецифичных 
реакций (флуоресценция на 35–37 пороговом цикле, на-
копление не имеет экспоненциальный вид) с 4 штаммами: 
P. poae (VNIIKR-B-0231), P. graminis (VNIIKR-B-0225) 

Таблица 3. Число колониеобразующих единиц в 1 мл 
суспензии Pseudomonas cichorii

Table 3. Number of colony forming units in 1 ml  
of Pseudomonas cichorii suspension 

Разведение
[Dilution]

Среднее число КОЕ в 50 мкл
[Average number of CFU  

in 50 µl]

КОЕ/мл
[CFU/ml]

4` 120 2.4*103

5` 14 2.8*102

6` 1 2.0*101

Рисунок 5. Результат теста PscF/PscHrc751R/PscP1  
с ДНК, выделенной из бактериальных суспензий штамма 

Pseudomonas cichorii VNIIKR-B-0201 в концентрациях  
от 101 КОЕ/мл до 107 КОЕ/мл 

Figure 5. The result of the PscF/PscHrc751R/PscP1 test 
with DNA isolated from bacterial suspensions of strain 

Pseudomonas cichorii VNIIKR-B-0201 in concentrations 
from 101 CFU/ml to 107 CFU/ml
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и P. fluorescens (VNIIKR-B-0260, VNIIKR-B-0263).  
ПЦР-реакции с ДНК других бактерий рода Pseudomonas, 
включая P. fuscovaginae, P. syringae, P. trivialis, 
P. viridiflava, P. chlororaphis, P. lutea и P. orientalis были 
отрицательными. ПЦР-РВ PscF/PscHrc751R/PscP1, в связи 
с высокой аналитической чувствительностью, может быть 

использована в качестве отборочного теста в комплексе 

методов при идентификации P. сichorii в ходе установле-

ния фитосанитарного состояния растительной продукции 

и посевов, а также для идентификации патогена в чистых 

и смешанных бактериальных культурах. 
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The phytopathogenic bacterium, Pseudomonas cichorii, affects a wide range of crops in filed and greenhouse production 
and causes wheat stem melanosis, which has been regulated by importers of Russian grain products. It is crucial to update 
the identification method based on real-time polymerase chain reaction (PCR) (PCR-RT). This method helps confirming 
P. cichorii in wheat samples. A 90 base pair long section of the hrcRST pathogenicity gene cluster was used as the target. 
Positive results were obtained for reference strains, confirmed by amplicon sequencing. Nucleotide sequences were then 
compared to the typical strain, DSM 50259. As a result of comparative DNA analysis, the sequences of the direct primer 
and probe were modified. The possibility of using a modification of 6FAM/BHQ1 dye/quencher available on the territory 
of the Russian Federation was demonstrated. The specificity of the new PCR-RT primer system PscF/PscHrc751R/PscP1 
was assessed using 107 bacterial strains of the genus Pseudomonas, including P. cichorii, P. fuscovaginae, P. syringae, 
P. trivialis, P. viridiflava, P. chlororaphis, P. lutea and P. orientalis. The DNA of 4 strains (P. poae, P. graminis and 2 strains 
of P. fluorescens) showed a non-specific reaction at the 35–37 cycle threshold, with an accumulation that did not appear 
exponential. The analytical sensitivity of the test allows for the detection of P. cichorii at a concentration of 10^1 CFU/mL. 
The PCR-RV PscF/PscHrc751R/PscP1 test can be used as a screening tool for the detection of P. cichorii in plant products 
and for the characterization of pure bacterial cultures.
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Полнотекстовая статья
ПОДБОР ФРАГМЕНТА Δ-ЛАТРОИНСЕКТОТОКСИНА ИЗ ЯДА КАРАКУРТА 

LATRODECTUS TREDECIMGUTTATUS ДЛЯ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ  
БАКТЕРИАЛЬНОЙ ЭКСПРЕССИИ
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Токсины из ядов хищных и паразитоидных членистоногих, например скорпионов, пауков или ос наездников, 
используют в качестве перспективного инструмента в различных областях защиты растений от насекомых 
вредителей. Для исследования подобных молекул в лабораторных условиях во многих случаях может быть 
полезным создание к ним поликлональных антител, что позволит использовать специфичные методы их детекции 
и очистки. В представленном исследовании осуществлена гетерологичная экспрессия δ-латроинсектотоксина из 
яда каракурта Latrodectus tredecimguttatus, а также его N- и C-концевых фрагментов в клетках Escherichia coli при 
различных температурах и условиях аэрации. Независимо от условий экспрессии накопление рекомбинантного 
белка в клетках бактерий в виде телец включений наблюдалось только для C-концевого фрагмента токсина. 
Высокая эффективность экспрессии этого фрагмента позволила использовать нерастворимую белковую фракцию 
гомогената бактерий для иммунизации мышей и создания антител к δ-латроинсектотоксину. Антигенсвязывающая 
активность иммуноглобулинов была подтверждена с помощью иммуноблоттинга изучаемого фрагмента токсина, 
синтезированного в бактериях с помощью вектора с удаленными лидерными последовательностями. Полученные 
антитела могут быть использованы для детекции токсина каракурта при его экспрессии в различных системах, 
например при создании генетически модифицированных энтомопатогенных грибов или вирусов. 

Ключевые слова: биологическая защита растений, гетерологичная экспрессия, поликлональные антитела
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Введение
Биологическая борьба с вредителями в сельском хо-

зяйстве представляет собой безопасную и экологически 
чистую альтернативу широко распространенному исполь-
зованию синтетических пестицидов (Kumar and Singh, 
2015). Разнообразные естественные враги насекомых, 
включая членистоногих хищников или паразитоидов, а 
также патогенные организмы, такие как бактерии, виру-
сы и грибы, как по отдельности, так и в комбинациях, мо-
гут быть использованы для этой цели (Koller et al., 2023). 
Тем не менее, этот подход лишен недостатков, включая 
относительно низкие темпы искоренения вредителей, уяз-
вимость патогенов к влиянию окружающей среды и т. д. 
(Moscardi, 1999). В определенной степени эту проблему 
можно решить с помощью генетической модификации па-
тогенов насекомых, направленной на повышение их виру-
лентности и устойчивости (Kroemer et al.. 2015; Lovett и 
St. Leger, 2018).

Пауки рода Latrodectus (черные вдовы) считаются од-
ними из наиболее «ядовитых» паукообразных. Их яд име-
ет крайне широкий спектр действия и смертельно опасен 
как для насекомых и других членистоногих, так и для 
млекопитающих (Yan et al., 2015; Wang et al.,2019). На се-
годняшний день из ядов этих пауков выделены и характе-
ризованы десятки белковых токсинов, часто оказывающих 
специфичное действие на определенную группу живот-
ных (Wang et al., 2007; Yan et al., 2015; Wang et al., 2019). 

Важное отличие ядов черных вдов от ядов других члени-
стоногих состоит в преобладании в них уникальных высо-
комолекулярных белков (более 100кДа) над лишь неболь-
шим числом пептидов (Wang et al., 2007; He et al., 2013). 
Одна из групп таких молекул – латроинсектотоксины 
(latroinsectotoxins), оказывающие воздействие исключи-
тельно на насекомых, но не опасные для млекопитающих. 
Например, для α-латроинсектосина показана способность 
образовывать поры в липидных мембранах насекомых 
в области нервно-мышечных синапсов, что приводит к 
массовым неспецифическим выбросам нейромедиаторов 
(Wang et al., 2019). Несмотря на то, что данный токсин 
способен образовывать подобные поры и в искусственно 
созданных липидных мембранах, токсичное воздействие 
на нервно-мышечную систему наблюдается только при 
инъекции белка насекомым. Предполагается, что подоб-
ная специфичность определяется взаимодействием ток-
сина с определенными рецепторами клеток насекомых, 
облегчающими прикрепление токсина к мембране (Rohou 
and Ushkaryov, 2007). 

Объектом этого исследования является δ-латроинсекто-
токсин (δЛИТ), выделенный из яда паука L. tredecimguttatus 
и характеризованный еще в конце прошлого века. Тогда 
была определена кодирующая данный белок последова-
тельность кДНК длиной 3642 пар нуклеотидов (Дулубова 
и др. 1996). Впоследствии авторы продемонстрировали, 
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что полноразмерная форма белка не является активной, и 
в его состав также входит C-концевой домен, удаляемый 
при процессинге молекулы (Dulubova et al., 1996). В этом 
исследовании авторам также удалось экспрессировать ак-
тивную форму белка в бактериях и продемонстрировать 
его высокую токсичность для насекомых (ЛД50 = 10–50 
мкг на кг веса тела личинок комнатной мухи). В последу-
ющих исследованиях была определена третичная струк-
тура данного белка (Chen et al., 2021), а также показано, 
что этот токсин экспрессируются исключительно у самок 
каракуртов и только в их ядовитых железах, тогда как мно-
гие другие токсины этой группы выделяют и из других ор-
ганов пауков (Torres et al., 2022).

Специфичное действие латроинсектотоксинов на насе-
комых и их безопасность для человека делает эти молеку-
лы перспективными для использования в защите растений 
как в качестве непосредственно потенциальных пестици-
дов, так и для создания на их основе генетически модифи-
цированных организмов, используемых в качестве биопе-
стицидов. Последовательности, кодирующие токсины из 
ядов членистоногих, широко применяются для создания 
рекомбинантных энтомопатогенных грибов или бакуло-
вирусов с повышенной вирулентностью (Kroemer et al., 
2015; Lovett et al., 2018), однако латроинсектотоксины еще 
не были исследованы в этом контексте. Важным этапом 
создания и изучения таких рекомбинантных патогенов 

является получение антител к белкам, чьи кодирующие 
последовательности встраиваются в их геномы. Специ-
фичные антитела позволяют детектировать изучаемую 
молекулу на любом этапе экспрессии и демонстрировать, 
действительно ли изучаемый продукт секретируется пато-
геном в организм насекомого-вредителя. 

Несмотря на то, что активная форма δЛИТ уже была 
успешно синтезирована в бактериях ранее, авторы отме-
чали крайне низкую эффективность экспрессии. Рекомби-
нантный белок составлял лишь доли процента от общего 
состава гомогената бактерий (Dulubova et al., 1996). Для 
препаративной наработки рекомбинантного белка и полу-
чения антител необходимо значительно увеличить выход 
продукта. При этом, для иммунизации не обязательно син-
тезировать белок целиком, может быть достаточно и фраг-
мента молекулы (Bobkova et al., 2014). 

В задачи представленной работы входили оптими-
зация условий бактериальной экспрессии и получение 
поликлональных антител к δ-латроинсектотоксину L. 
tredecimguttatus, необходимых для дальнейшего изучения 
молекулы при ее встраивании в геномы других организ-
мов. В связи с этим в рамках данной работы, помимо под-
бора различных условий экспрессии δЛИТ в бактериях, 
была осуществлена наработка C- и N-концевых фрагмен-
тов молекулы размером 593 и 394 аминокислотных остат-
ка, соответственно. 

Материалы и методы
Молекулярное клонирование
Последовательность мРНК, кодирующая δ-латроин-

сектотоксин L. tredecimguttatus, находится в открытом до-
ступе на сайте Национального центра биотехнологической 
информации (NCBI) США (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/X92679). Участок последовательности, кодирую-
щий активную форму токсина размером 991 аминокислот-
ных остатка (Dulubova et al., 1996), синтезирован de novo 
в составе плазмиды pVAX в компании Евроген (Россия) с 
добавлением N-концевого сигнального пептида (СП) бел-
ка Mcl1 энтомопатогенного гриба Metarhizium anisopliae 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABB20937.1). Ко-
доны для синтеза были подобраны таким образом, что-
бы в составе последовательности присутствовали сайты 
распознавания ферментами рестрикции: BamHI в начале 
последовательности, KpnI на участке между СП и δЛИТ, 
PstI в срединной части δЛИТ и EcoRI в конце (рис. 1). Для 
гетерологичной экспрессии участок δЛИТ без СП пере-
клонировали с сохранением рамки считывания по ранее 
описанной методике (Timofeev et al., 2024) в вектор pRSET 
C (Thermo Fisher Scientific, США) по сайтам рестрикции 
KpnI и EcoRI; N-коцевой фрагмент по сайтам рестрикции 
KpnI и PstI в тот же вектор. C-концевой фрагмент пере-
клонировали в вектор pRSET B и в модифицированный 
pRSET B, с удаленным С-терминальным тагом и лидерны-
ми последовательностями, полученный ранее (Dolgikh et 
al., 2020) по сайтам PstI и EcoRI. Корректность встраива-
ния последовательностей в плазмиды проверяли секвени-
рованием (Евроген, Россия). 

Гетерологичная экспрессия δ-латроинсектотоксина в 
Escherichia coli

Для гетерологичной экспрессии фрагментов δЛИТ в 
бактериях использовали штамм E. coli C41, полученный 

на основе штамма BL21(DE3). Трансформацию бактерий 
конструкциями на основе векторов pRSET проводили с 
помощью электропоратора Electroporator 2510 (Eppendorf, 
Germany). Колонии бактерий из агаризированных чашек 
со средой Luria Broth (LB), содержащей 0.15 мг/мл ампи-
циллина, инокулировали в герметично закрытые кониче-
ские пробирки емкостью 50 мл (анаэробные условия) или 
в вентилируемые колбы емкостью 100 мл (аэробные усло-
вия) с 20 мл той же жидкой среды. Культуры выращивали 
до оптической плотности 600 = 0.6, затем индуцировали 
экспрессию добавлением 0.1 мМ изопропил β-d-1-тиога-
лактопиранозида (ИПТГ) (конечная концентрация) с по-
следующей инкубацией при комнатной температуре или 
при 37 °C в течение 15 ч. После культивирования бактери-
альные клетки осаждали центрифугированием при 4000 g 
в течение 10 минут и обрабатывали ультразвуком в 50 мМ 
TBS (50 мМ Трис-HCl, pH 7.4, 150 мМ NaCl) с исполь-
зованием ультразвукового гомогенизатора Qsonica q700 
(Qsonica, CT). После 10-минутного центрифугирования 
при 15000 g образцы белка для электрофореза в полиакри-
ламидном геле готовили из супернатанта, а также нерас-
творимого осадка, содержащего тельца включения белка 
(IBS), ресуспендированные в равном супернатанту объе-
ме TBS. Электрофорез белковых проб и иммуноблотинг 
с использованием антител к полигистидиновой последо-
вательности (Merck, Германия) проводили, как это было 
описано ранее (Dolgikh et al., 2020; Timofeev et al., 2024). 

Получение и проверка поликлональных антител к 
δ-латроинсектотоксину

Для иммунизации мышей (беспородные мыши из 
питомника лабораторных животных «Рапполово»), со-
держащихся в виварии лаборатории микробиологиче-
ской защиты растений ФБГНУ ВИЗР, использовали тела 
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включения C-концевого фрагмента δЛИТ, осажденные 
после обработки ультразвуком образцов, культивирован-
ных в вентилируемых колбах при 37 °C. Тельца включения 
промывали 50 мМ TBS 3 раза и растворяли в 50 мМ TBS 
с 1 % додецилсульфатом натрия (SDS). Избыточный SDS 
удаляли диализом против в 50 мМ TBS с помощью набора 
для диализа Pur-A-Lyzer™ Maxi 6000 (Merck, Германия) 
согласно инструкции производителя. Концентрации белка 
в образце определяли колометрически с помощью мето-
да Брэдфорда с использованием спектрофотометра np80 
(Implen, Германия). Сохранность белка в пробах после 
диализа также проверяли с помощью электрофореза в по-
лиакриламидном геле. Мышей иммунизировали 4 внутри-
брюшными инъекциями по 100 мкг белка с интервалом 
10 дней, отбирая кровь спустя 10 дней после последней 
иммунизации. Для этого животных усыпляли парами хло-
роформа и проводили декапитацию. Кровь настаивали в 

течение суток при температуре 37 °C, удаляя основную 
часть клеточных элементов вместе с образовавшимся 
тромбом. Оставшиеся клеточные элементы крови осажда-
ли центрифугированием при 3000g в течение 20–30 ми-
нут. Полученную сыворотку разводили глицерином 1:1 и 
хранили при -20 °C. Для проверки сыворотки на наличие в 
ней антител к δЛИТ ее использовали в разведении 1:2000 
для иммуноблотинга С-концевого фрагмента токсина, экс-
прессированного с помощью модифицированного вектора 
pRSET B с удаленным С-терминальным тагом и лидерны-
ми последовательностями. В качестве контроля использо-
вали аналогичную пробу гомогената бактерий, получен-
ную после трансформации вектором pRSET B с геном vpr1 
Pimpla hypochondriaca (Dani et al., 2010). В качестве вто-
ричных антител использовали анти-мышиные коньюгаты 
с пероксидазой хрена (Thermo Fisher Scientific, США).

Результаты
Последовательность, кодирующая активную часть 

δЛИТ L. tredecimguttatus, слитую с СП белка Mcl1 
M. anisopliae, была синтезирована de novo в составе век-
тора pVAX1. Последовательность, соответствующая ак-
тивной форме токсина без СП, а также C- и N-концевые 
фрагменты молекулы размером 593 и 394 аминокислот-
ных остатка, соответственно, были переклонированы в 
вектор pRSET B. Этот вектор обеспечивает экспрессию в 

клетках E. coli под контролем промотора T7 и индукцию 
изопропил β-d-1-тиогалактопиранозидом (ИПТГ). Клет-
ки бактерий после 15 часовой экспрессии в аэробных 
или анаэробных условиях, при 37 °C или при комнатной 
температуре полноразмерного токсина, а также его C- и 
N-концевых фрагментов, гомогенизировали ультразву-
ком, отделяли фракции растворимых и нерастворимых 
белков, которые впоследствии подвергали электрофорезу 

Рисунок 1. Схема конструкции на основе вектора pVAX1, в который была синтезирована кДНК активной формы 
δ-латроинсектотоксина L. tredecimguttatus с сигнальным пептидом белка Mcl1M. anisopliae. δ-латроинсектотоксин 

обозначен как Tim-2, отмечены сайты рестрикции, по которым происходило переклонирование токсина  
и его фрагментов в другие плазмиды для гетерологичной экспрессии 

Figure 1. Diagram of the construct based on the pVAX1 vector. The cDNA of the active form of δ-latroinsectotoxin  
from L. tredecimguttatus with signal peptide of the M. anisopliae Mcl1 protein was synthesized into the vector. 

δ-latroinsectotoxin is designated as Tim-2, with restriction sites marked indicating where the toxin and its fragments  
were subcloned into other plasmids for heterologous expression 
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в полиакриламидном геле и окрашивали Кумасси брил-
лиантовым синим. Эксперимент выявил накопление ма-
жорного белка только в пробах с экспрессией C-концевого 
фрагмента δЛИТ (рис. 2). Независимо от условий экспрес-
сии, белок молекулярной массой около 46–48кДА, что 
соответствовало предполагаемому размеру фрагмента в 
43кДА с добавленным 4кДА C-терминальным тагом, вхо-
дящим в состав вектора pRSET B, накапливался в клет-
ках в виде нерастворимых телец включений в количестве, 
значительно превышающем другие бактериальные белки. 
Иммуноблотинг с антителами против полигистидиновой 
последовательности, входящей в C-терминальный участок 
вектора, подтвердил соответствие наблюдаемой полосы 
рекомбинантному белку (рис. 2 f). На основании этого 
C-терминальный фрагмент был использован в качестве 
антигена для получения поликлональных антител к δЛИТ. 

Тела включения с δЛИТ после экспрессии в аэробных 
условиях при 37 °C дополнительно отмывали от остатков 

растворимых белков бактерий и растворяли в слабом рас-
творе детергента, удаляя затем его излишки с помощью 
диализа. Подготовленный таким образом препарат ис-
пользовали для иммунизации мышей. Сохранность бел-
ка после диализа проверяли с помощью электрофореза 
(рис. 2 e). Для проверки сыворотки, полученной после за-
вершения цикла иммунизаций, на наличие в ней антител к 
δЛИТ мы экспрессировали фрагмент δЛИТ с использова-
нием модифицированного вектора pRSET B с удаленным 
С-терминальным тагом, содержащим так называемые 
лидерные последовательности: Полигистидиновый уча-
сток, T7 gene 10 leader, Xpresstm Epitope. При экспрессии 
изучаемого фрагмента δЛИТ с помощью модифицирован-
ного вектора в таких же условиях, как и при подготовке 
антигена для иммунизации, окрашивание суммарных бел-
ков Кумасси продемонстрировало наиболее выраженное 
накопление белка размером около 37 кДа в нерастворимой 
бактериальной фракции при ожидаемом размере продукта 

Рисунок 2. Экспрессия δ-латроинсектотоксина (δ-lit) L. tredecimguttatus в E. coli. a – экспрессия при комнатной 
температуре в анаэробных условиях; b – экспрессия при комнатной температуре в аэробных условиях; c – экспрессия 
при 37 °C в анаэробных условиях; d – экспрессия при 37 °C в аэробных условиях; e – C-концевой фрагмент δ-lit после 
растворения телец включения детергентом и диализа; f – иммуноблотинг C-концевого фрагмента δ-lit с антителами  

к полигистидиновой последовательности (PolyHis abs); 1, 2 – экспрессия полноразмерого токсина (фракция 
растворимых белков и не растворимый осадок после гомогенизации соответственно), 3, 4 – экспрессия N-коцевого 

фрагмента δ-lit, 5, 6 – экспрессия C-концевого фрагмента δ-lit 

Figure 2. Agarose gel electrophoresis showing expression of δ-latroinsectotoxin (δ-lit) from L. tredecimguttatus in E. coli. a)at 
room temperature under anaerobic conditions; b) at room temperature under aerobic conditions; c) at 37 °C  

under anaerobic conditions; d) at 37 °C under aerobic conditions; e) C-terminal fragment of δ-lit after solubilization of inclusion 
bodies with SDS detergent and dialysis; f) – immunoblotting of the C-terminal fragment of δ-lit with antibodies (abs)  

against the polyhistidine (PolyHis) sequence; 1, 2 – expression of the full-length toxin (soluble protein fraction and insoluble 
pellet after homogenization, respectively), 3, 4 – expression of the N-terminal fragment of δ-lit,  

5, 6 – expression of the C-terminal fragment of δ-lit
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в 43 кДА (рис. 3). Однако окрашивание с помощью по-
лученной сыворотки выявило в данной пробе полосу со-
ответствующего δЛИТ размера, а также ряд полос более 
низкой массы, отсутствующих в контроле (проба после 
экспрессии в тех же условиях другого белка). Помимо 

токсина, окрашивание с помощью полученной сыворотки 
выявляло ряд бактериальных белков, что объясняется ис-
пользованием для иммунизации бактериального гомогена-
та, однако все эти белки окрашивались и в контрольной 
пробе.

Обсуждение
В рамках данной работы описан процесс получе-

ния поликлональных антител как первый этап изучения 
δ-латроинсектотоксина из яда паука L. tredecimguttatus в 
качестве эффекторной молекулы для генетической моди-
фикации энтомопатогенов. Данный процесс нам удалось 
осуществить без опасной для исследователей работы со 
смертельно ядовитым каракуртом. Данная задача была 
решена за счет химического синтеза кодирующей δЛИТ 
последовательности и иммунизации животных синтезиро-
ванным в бактериальных клетках фрагментом молекулы. 
Авторы, впервые характеризовавшие изучаемый токсин, 
уже осуществляли его бактериальную экспрессию, однако 
крайне низкий уровень синтеза позволял провести лишь 
функциональный анализ рекомбинантного белка, но не 
использовать его для иммунизации. (Dulubova et al., 1996). 
Несмотря на то, что в этой работе мы использовали более 
современную и усовершенствованную систему бактери-
альной экспрессии, молекулярная масса токсина более чем 
в 120кДА делала незначительной вероятность добиться 
высокого уровня синтеза в бактериях (Berrow et al., 2006). 
По этой причине еще на этапе оптимизации кодонов для 
синтеза последовательности δЛИТ мы заложили в нее не-
сколько сайтов распознавания ферментами рестрикции, не 
меняя аминокислотного состава соответствующего белка, 
что позволило клонировать в векторе для бактериальной 

экспрессии как полноразмерный белок, так и его C- и 
N-концевые фрагменты. 

Осуществив первичную экспрессию полноразмерного 
белка в стандартных условиях, описанных в инструкции 
к использованному вектору pRSET B и не наблюдая эф-
фективного синтеза (результаты не указаны), мы присту-
пили к подбору условий экспрессии и выбору оптималь-
ного фрагмента молекулы для синтеза. Для этого токсин 
и его концевые фрагменты экспрессировали при пони-
женном уровне индуктора экспрессии в разных условиях 
аэрации и температуры. Такие параметры были выбраны 
на основании прошлого опыта экспрессии потенциально 
токсичных для бактерий молекул из ядов членистоногих, 
вариация в которых может приводить к различному более 
чем на порядок уровню экспрессии (Timofeev et al., 2024). 
В том же исследовании мы показали, что для получения 
поликлональных антител достаточно синтезировать в бак-
териях антиген для иммунизации в нерастворимой форме 
с дальнейшим его растворением в детергенте с последую-
щим диализом. Необходимой для этого уровень экспрес-
сии можно определить за счет электрофореза гомогената 
бактерий после экспрессии с окрашиванием белков Ку-
масси, и простого визуального анализа соотношения по-
лос, соответствующих рекомбинантному белку и другим 
молекулам в гомогенате. Подобный анализ для δЛИТ и его 

Рисунок 3. Проверка полученных антител (abs) с помощью иммуноблотинга проб бактерий, экспрессирующих белок 
C-концевой участок дельта-латроинсектотоксина (δ-lit) без полигистидиновой и лидерных последовательностей.  

(1, 3 – нерастворимая фракция после гомогенизации бактерий, 2, 4 – супернатант, содержащий растворимые белки)

Figure 3. Verification of the antibodies (abs) obtained from immunized mice using immunoblotting of bacterial samples 
expressing the C-terminal region of δ-latroinsectotoxin (δ-lit) without the polyhistidine and leader sequences.  
Lane 1, 3 – insoluble fraction after bacterial homogenization, 2, 4 – supernatant containing soluble proteins 
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фрагментов показал, что необходимый уровень экспрес-
сии наблюдается только для C-терминального фрагмента 
не зависимо от условий экспрессии. На основании этого 
C-терминальный фрагмент был использован в качестве 
антигена для иммунизации животных и получения поли-
клональных антител к δЛИТ.

Для проверки сыворотки, полученной после заверше-
ния цикла иммунизаций, на наличие в ней антител к δЛИТ, 
мы экспрессировали фрагмент δЛИТ с использованием 
модифицированного вектора pRSET B с удаленным С-тер-
минальным тагом, содержащим так называемые лидерные 
последовательности: Полигистидиновый участок, T7 gene 
10 leader, Xpresstm Epitope. Эти последовательности необ-
ходимы для обеспечения возможности идентификации и 
очисти рекомбинантного белка, а также для значительного 
увеличения уровня экспрессии. Однако этот участок об-
ладает высокой иммуногенностью, и при иммунизации 
животных содержащим его белком могут образоваться 
антитела, специфичные к этому фрагменту (Dolgikh et 
al., 2022). Поэтому для доказательства создания антител к 
δЛИТ необходимо было показать распознавание ими этой 
молекулы без С-терминального тага. В рамках этой рабо-
ты нам удалось установить, что полученная антисыворот-
ка специфично окрашивает синтезированный в подобных 
условиях антиген, что подтверждает получение антител к 
рекомбинантному токсину. Для проверки специфичности 

полученных антител необходимо будет продемонстри-
ровать распознавание ими полноразмерного токсина, на-
пример, синтезированного с помощью бакуловирусной 
экспрессии в культуре клеток насекомых, что представ-
ляет будущую задачу этой работы при использовании 
δЛИТ для создания рекомбинантных бакуловирусов. Воз-
можность такого синтеза функционально активной мо-
лекулы для сходного с δЛИТ α-латроинсектотоксина L. 
tredecimguttatus была установлена еще в прошлом веке 
(Kiyatkin et al., 1995).

Таким образом, на примере δЛИТ в этой работе мы 
описали простую и эффективную методику получения ан-
тител к высокомолекулярному токсину, синтез полнораз-
мерной копии которого в бактериях оказался значитель-
но затруднен. Метод исключает контакт со смертельно 
опасным членистоногим, позволяет использовать на всех 
этапах одну изначально синтезированную последователь-
ность ДНК, не требует количественных методов определе-
ния уровня экспрессии белка, применения хроматографии 
или других методов для его очистки, и таким образом яв-
ляется максимально эффективным и экономящим время. 
Полученные в этой работе антитела в будущем позволят 
идентифицировать изучаемый белок при создании на его 
основе биоинсектицидов, например, генетически модифи-
цированных энтомопатогенных грибов или вирусов.
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Toxins from the venom of predatory and parasitoid arthropods, such as scorpions, spiders, and parasitoid wasps, are 
used as promising tools in plant protection against insect pests. In many cases, polyclonal antibodies can be created to study 
a single molecule in the laboratory, which allows for specific methods of detection and purification. In the present study, 
heterologous expression of δ-latroinsectotoxin from the venom of the black widow spider Latrodectus tredecimguttatus, 
as well as its N- and C- terminal fragments, was carried out in Escherichia coli cells at various temperatures and aeration 
conditions. Regardless of the expression conditions, the accumulation of the recombinant protein in large quantities in 
the bacterial cells as inclusion bodies was observed only for the C-terminal fragment of the toxin. The high efficiency of 
expression of this fragment allowed the use of the insoluble protein fraction of the bacterial homogenate for the immunization 
of mice and the production of antibodies to δ-latroinsectotoxin. The antigen-binding activity of the immunoglobulins was 
confirmed by immunoblotting of the synthesized toxin fragment in bacteria using a vector with removed leader sequences. 
The antibodies obtained can be used to detect the black widow spider toxin during its expression in various systems, such 
as in the creation of genetically modified entomopathogenic fungi or viruses.
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ВИДОВОЙ СОСТАВ СОРНЫХ РАСТЕНИЙ В ПОСЕВАХ СОИ GLYCINE MAX  
В УСЛОВИЯХ ЦЕНТРАЛЬНОГО ЧЕРНОЗЕМЬЯ  

(НА ПРИМЕРЕ БЕЛГОРОДСКОЙ ОБЛАСТИ)
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1Всероссийский научно-исследовательский институт защиты растений, Санкт-Петербург  
2ООО «Русагро-Инвест», Белгород

* ответственный за переписку, e-mail: vajra-sattva@yandex.ru

На основе данных мониторинга изучены сорные растения посевов сои в Белгородской области. Всего 
обнаружено 37 видов сорных растений, большинство из которых относятся к семействам Compositae, Gramineae, 
Cruciferae. Значение каждого вида в посевах сои оценивалось по его парциальной активности, которая 
определялась по результатам мониторинга на основе встречаемости и проективного покрытия. Наиболее высокие 
баллы парциальной активности получены для Chenopodium album, Echinochloa crusgalli, Amaranthus retroflexus, 
Fallopia convolvulus и щетинников Setaria viridis и S. pumila. Средние баллы парциальной активности отмечены для 
Cirsium incanum, Persicaria hydropiper, Convolvulus arvensis, Solanum nigrum, Polygonum aviculare s. str. и Xanthium 
strumarium. Около трети видов (13) в посевах сои – малоактивные: Cyclachaena xanthiifolia, Sonchus arvensis, 
Euphorbia virgata, Descurainia sophia, Stachys annua, Artemisia vulgaris, Tripleurospermum inodorum, Lactuca serriola, 
Consolida regalis, Artemisia absinthium, Sonchus asper, Centaurea cyanus и Setaria italica. Также зарегистрировано 
12 неактивных видов с невысокими показателями проективного покрытия. Результаты исследования могут быть 
использованы для разработки региональной стратегии защиты посевов сои от сорных растений в Белгородской 
области.

Ключевые слова: соя, сорная флора, парциальная активность видов, фитосанитарная роль 
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Введение
Соя Glycine max (L.) Merr. считается одной из ценных 

зернобобовых культур благодаря составу семян (17–26 % 
жира, 36–48 % белка, более 20 % углеводов). Семена сои 
используются в пищевых, технических и кормовых целях. 
По качеству белка, приближающегося по биологической 
ценности к белкам животного происхождения, соя превос-
ходит многие масличные и зерновые культуры (Соя, 2023).

Таким образом, проблема обеспечения продоволь-
ственным и кормовым белком Центрально-Черноземного 
региона (ЦЧР) может быть в значительной степени реше-
на путем возделывания сои. В связи со значительными 
объемами производства мяса птицы и свинины в Белго-
родской области, значение этой культуры, как основного 
ингредиента при производстве комбикормов, чрезвычайно 
возрастает (Шевченко и др., 2008). Белгородская область 
лидирует в ЦЧР по валовым сборам сои (Белгородская об-
ласть … , 2021), посевные площади под этой культурой 
в регионе увеличиваются (Медведева, 2022; В Белгород-
ской … , 2023).

Одним из существенных факторов, влияющих на сни-
жение урожая сои, является влияние сорных растений, вы-
зывающее необходимость в разработке систем борьбы с 
ними во многих странах, где возделывается соя (Gal et al., 

2015; Ferreiraa et al., 2017; Sepata et al., 2017; Голубев, 2019; 
Satorre et al., 2020; Chetan et al., 2022). Обстановка с засо-
ренностью посевов сои в Белгородской области, несмотря 
на проведение химических обработок, остается напряжен-
ной. Из обследованных специалистами Россельхозцентра 
в 2022 г. 186.72 тыс. га под посевами сои все были засо-
рены, причем в значительной степени, со следующими 
количественными показателями по хозяйственно-биоло-
гическим группам сорных растений: «яровые ранние – 29 
экз./м2; яровые поздние – 35 экз./м2; зимующие 2 экз./м2; 
двулетние – 2 экз./м2; стержнекорневые – 4 экз./м2; кор-
невищные – 4 экз./м2; корнеотпрысковые – 7 экз./м2» (Об-
зор … , 2023, с. 44). Пороговые значения для видов сорных 
растений (экз./м2), при которых рекомендована обработка 
гербицидами («бодяк щетинистый – 1, осот полевой – 2, 
марь белая – 3, горчица полевая – 5, паслен черный – 2, 
виды щирицы – 4, виды щетинников – 8» (Обзор … , 2023, 
с. 54)) позволяют оценить ситуацию с засоренностью как 
неблагоприятную. 

Цель данного исследования – выявление видового со-
става сорных растений в посевах сои на территории Бел-
городской области, определение фитосанитарной роли 
отдельных видов.

Материалы и методы
Сорная флора формируется за счет видов растений как 

антропогенно, так и естественно нарушенных биотопов, 
что делает ее неотъемлемой частью региональной флоры 

(Гроссгейм, 1948; Мальцев, 1962; Никитин, 1983; Ульяно-
ва, 2005; Лунева, 2021). Совокупность видов сорных рас-
тений в посевах сои может рассматриваться как пример 
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парциальной флоры, то есть флоры выравненного экотопа 
(Юрцев, 1974; Юрцев, Семкин, 1980).

Изучался видовой состав сорных растений в агро-
фитоценозах посевов сои на территории Белгородской 
области. Материалами для анализа послужили данные 
фитосанитарного мониторинга состояния посевов сои в 
2021–2022 г., в ходе которого было обследовано 87 полей 
согласно методике геоботанического обследования посе-
вов в отношении сорных растений (Лунева, 2009). Мате-
риалы были использованы для наполнения базы данных 
«Сорные растения полей Российской Федерации» (Мыс-
ник и др., 2021). Проведен флористический анализ (Тол-
мачев, 1974). Ботаническая номенклатура приведена в 
соответствии с флористической сводкой П.Ф. Маевского 
(Маевский, 2014).

Значение видов сорных растений оценивалось путем 
определения их парциальной активности в агрофитоцено-
зах посевов сои по методике Т.А. Палкиной (2015). Пар-
циальная активность вида в формировании агроценозов в 
посевах одной культуры определялась с учетом двух пока-
зателей: постоянства встречаемости и среднего проектив-
ного покрытия этого вида в посевах данной культуры. В 
соответствии с названной методикой выделено 6 классов 

постоянства встречаемости: I класс – вид встречается 
менее, чем в 10 % описаний; II класс – вид встречается в 
10–20 % описаний; III класс – вид встречается в 21–40 % 
описаний; IV класс – вид встречается в 41–60 % описаний; 
V класс – вид встречается в 61–80 % описаний; VI класс – 
вид встречается в 81–100 % описаний. Классы обилия вы-
делены по проективному покрытию вида в сообществах: 
1 класс – единичные растения; 2 класс – обилие меньше 
0.5 %; 3 класс – обилие 0.5–1.0 %; 4 класс – обилие 1.1–
2.0 %; 5 класс – обилие 2.1–5.0 %; 6 класс – обилие более 
5 %. По сочетанию этих показателей сорно-полевые виды 
были разбиты Т.А. Палкиной на 6 категорий (1 – особо-
активные, 2 – высокоактивные, 3 – среднеактивные, 4 – 
довольноактивные, 5 – малоактивные, 6 – неактивные) в 
соответствии со шкалой, приведенной в таблице 1 (Пал-
кина, 2015).

С точки зрения защиты растений различение некото-
рых видов внутри рода не так важно, если они требуют 
одинаковых мер борьбы с ними (Шпанев, 2018; Соболева, 
Плотникова, 2018). Поэтому зарегистрированные в посе-
вах сои щетинник зеленый Setaria viridis (L.) P. Beauv. и 
щетинник низкий Setaria pumila (Poir.) Roem. et Schult. 
были объединены в группу «щетинники».

Таблица 1. Баллы парциальной активности видов сорных растений в посевах культуры (по Палкиной, 2015)
Table 1. Partial activity scores of weed species in crops (according to Palkina, 2015)

Проективное покрытие, %
[Projective cover, %]

Балл обилия
[Abundance score]

Встречаемость, % [Occurrence, %] 
81–100 61–80 41–60 21–40 10–20 <10

Класс постоянства [Persistence class]
VI V IV III II I

>5 6 1 1 2 3 4 5
2.1–5.0 5 2 2 3 4 4 5
1.1–2.0 4 2 2 3 4 4 5
0.5–1.0 3 3 3 4 5 5 5
<0.5 2 4 4 4 5 5 6
единично [single] 1 5 5 5 5 6 6

Результаты
В посевах сои в Белгородской области выявлено 37 ви-

дов сорных растений из 32 родов и 19 семейств (табл. 2).
Количество видов в семействах меняется от 1 до 11, 

наибольшую представленность по видам имеют семейства 
Compositae, Gramineae, Cruciferae. Количество родов в се-
мействе изменяется от 1 до 8, наибольшую представлен-
ность по родам имеют семейства Compositae, Cruciferae. 
Количество видов в роде изменяется от 1 до 3. Один род 
представлен 3 видами (щетинник Setaria), 3 рода – 2 вида-
ми (полынь Artemisia, латук Lactuca, осот Sonchus). Боль-
шинство семейств и родов представлено 1 видом. 

Отметим, что три лидирующих (по количеству видов) 
семейства сорных растений в посевах сои (Compositae, 
Gramineae, Cruciferae), приводятся также в качестве лиди-
рующих для сорных растений посевов пшеницы озимой в 
Белгородской области (Лунева и др., 2022), а также в со-
ставе сорной флоры агроландшафта Белгородской области 
в целом (Лунева и др., 2023).

Хозяйственное значение каждого вида сорного расте-
ния в посеве сои в значительной степени обусловлено его 
парциальной активностью: чем выше балл активности, 
тем выше значение вида, как вредного объекта (табл. 3) 

По продолжительности жизни большинство видов (25 
видов) входят в группу малолетников (одно- и двулетних 
видов). К многолетним относятся 12 видов (табл. 3). 

В соответствии с агробиологической классификацией 
сорных растений (Фисюнов, 1984; Баздырев, 2004) наи-
большую представленность в посевах сои имели яровые 
виды сорных растений (яровые ранние – 8 видов, яровые 
поздние – 7 видов). Зимующие сорные растения представ-
лены 9 видами, корнеотпрысковые – 6 видами, стержне-
корневые – 4 видами, корневищные – 2 видами, двулетние 
– 1 видом.

В посевах сои выявлен только один особоактивный 
вид – марь белая, отмеченный на подавляющем боль-
шинстве обследованных полей с высокими показателями 
обилия. Высокоактивные виды – ежовник обыкновен-
ный, щирица назадзапрокинутая, гречишка вьюнковая 
и щетинники (сизый и зеленый) – зарегистрированы на 
значительном количестве полей под посевами сои. Выяв-
лен всего один среднеактивный вид – бодяк щетинистый. 
Среди вышеперечисленных групп видов, отличающих-
ся наибольшей парциальной активностью в посевах сои, 
все виды, за исключением корнеотпрыскового бодяка 



139Лунева Н.Н., Мысник Е.Н., Воронкина Т.И. / Вестник защиты растений, 2024, 107(3), с. 137–143

щетинистого, являются яровыми (ранними и поздними) 
сорными растениями.

Пять довольноактивных видов могут быть разбиты на 
три группы: 1) вьюнок полевой, встреченный на 44.7 % 
обследованных полей с проективным покрытием 0.84 %; 
2) дурнишник обыкновенный и горец перечный, зареги-
стрированные на 29.4–30.6 % полей с показателями проек-
тивного покрытия 2.20–3.00 %; 3) паслен черный и горец 
птичий, встреченные на 10.6–16.5 % обследованных полей 
с показателями проективного покрытия 1.94–7.90 %. То 
есть, в эту группу входят как виды, встреченные на значи-
тельном количестве полей, но с небольшим проективным 
покрытием, так и наоборот – виды, встреченные на неболь-
шом количестве полей, но отличающиеся значительными 
показателями проективного покрытия. В этой группе все 
виды, за исключением корнеотпрыскового вьюнка полево-
го, являются яровыми ранними сорными растениями.

Малоактивных видов значительно больше – 13, и они 
также распределяются по трем группам: 1) циклахена 

дурнишниколистная, осот полевой, молочай прутьевид-
ный встречены на 22.35–32.94 % обследованных полей 
с показателями проективного покрытия 0.72–0.88 %; 2) 
дескурайния Софии, чистец однолетний, полынь обык-
новенная, трехреберник непахучий, зарегистрированные 
на 11.8–16.5 % обследованных полей с показателями про-
ективного покрытия 0.39–0.85 %; 3) латук компасный, со-
кирки великолепные, полынь горькая, осот шероховатый, 
василек синий, щетинник итальянский, зарегистрирован-
ные на 1.2–8.2 % обследованных полей с показателями 
проективного покрытия 1.00–10.00 %.

Выявлено примерно столько же неактивных видов (12), 
зарегистрированных на незначительном количестве полей 
и с очень невысокими показателями проективного покры-
тия: резак обыкновенный, хвощ полевой, пастушья сумка 
обыкновенная, ярутка полевая, дымянка лекарственная, 
сурепка дуговидная, льнянка обыкновенная, смолевка 
клейкая, спаржа лекарственная, латук татарский, ваточник 
сирийский, фиалка полевая.

Обсуждение
Для всей совокупности обследованных в 2020–2021 гг. 

посевов (без подразделения на культуры) на территории 
Белгородской области нами был выявлен 51 вид сорных 
растений (Лунева и др., 2023). Из них в посевах сои обна-
ружено 37 видов сорных растений, которые, за исключе-
нием ваточника сирийского, указаны во флористической 
сводке для региона (Еленевский и др., 2004). Возможно, 
имел место единичный занос ваточника сирийского с се-
менным материалом. 

Сравнение показало, что виды, характеризующиеся 
высокой фитосанитарной значимостью (особо-, высоко-, 
средне- и довольноактивные) в посевах сои, также имеют 
значимые позиции для посевов региона в целом.

Так, в агрофитоценозах Белгородской области остают-
ся довольноактивными видами горец птичий, горец пе-
речный, паслен черный, дурнишник обыкновенный; осо-
боактивным – марь белая, высокоактивным – гречишка 
вьюнковая. Ряд видов переходят в группы с более высокой 
активностью: среднеактивный бодяк седой становится 
особоактивным, довольноактивный вьюнок полевой – вы-
сокоактивным; высокоактивные щирица назадзапрокину-
тая, ежовник обыкновенный и группа видов щетинников 
(сизого и зеленого) – особоактивными.

Виды, малоактивные в посевах сои, входят в группу 
довольно- и среднеактивных в агрофитоценозах Белго-
родской области: дескурайния Софии, полынь обыкновен-
ная, василек синий, молочай лозный, осот острый, латук 

Таблица 2. Таксономическая представленность сорных растений в посевах сои по семействам  
(Белгородская область, 2020–2021 гг.)

Table 2. Taxon composition of weed families in soybean crops (Belgorod Region, 2020–2021)

Семейства
[Families]

Количество видов в семействе
[Number of species in the family]

Количество родов в семействе
[Number of genera in the family]

Сложноцветные Compositae 11 8
Злаки Gramineae. 4 2
Крестоцветные Cruciferae 4 4
Гречиховые Polygonaceae 3 3
Амарантовые Amaranthаceae 1 1
Зонтичные Umbelliferae 1 1
Кутровые Apocynaceae (incl. Asclepiadaceae) 1 1
Спаржевые Asparagaceae 1 1
Гвоздичные Caryophyllaceae 1 1
Маревые Chenopodiaceae 1 1
Вюнковые Convolvulаceae 1 1
Хвощовые Equisetaceae 1 1
Молочайные Euphorbiaceae 1 1
Маковые Papaverаceae (incl. Fumariаceae) 1 1
Губоцветные Labiatae 1 1
Лютиковые Ranunculaceae 1 1
Норичниковые Scrophulariaceae s. l. (incl. Orobanchaceae) 1 1
Пасленовые Solanaceae 1 1
Фиалковые Violаceae 1 1



140 Лунева Н.Н., Мысник Е.Н., Воронкина Т.И. / Вестник защиты растений, 2024, 107(3), с. 137–143

компасный, циклахена дурнишниколистная, чистец одно-
летний, полынь горькая – довольноактивные; осот поле-
вой, трехреберник непахучий, сокирки великолепные – 
среднеактивные. Лишь щетинник итальянский становится 
неактивным. 

Виды, неактивные в посевах сои, входят в группу мало- 
и довольноактивных в агрофитоценозах Белгородской 
области: льнянка обыкновенная, латук татарский, суреп-
ка дуговидная, смолевка клейкая – малоактивные; хвощ 

полевой, ярутка полевая, пастушья сумка обыкновенная, 
дымянка лекарственная, фиалка полевая, резак обыкно-
венный – довольноактивные. Лишь спаржа лекарственная 
и ваточник сирийский остаются неактивными. 

В посевах сои не встречены 14 видов, отмеченных на 
других сегетальных местообитаниях Белгородской обла-
сти (один довольно активный – мальва маленькая Malva 
pusilla Smith.; 6 малоактивных – смолевка обыкновенная 
Silene vulgaris (Moench) Garcke, чина луговая Lathyrus 

Таблица 3. Виды сорных растений и баллы их активности в посевах сои (Белгородская область, 2020–2021 гг.)

Table 3. Weed species and their activity scores in soybean crops (Belgorod Region, 2020–2021)

Название вида
[Species name]

Встречае-
мость, %

[Occurrence, 
%]

Класс  
постоянства  
встречаемо-

сти
[Persistence 

class]

Проектив-
ное покры-

тие, %
[Projective  
cover, %]

Класс  
обилия

[Abundance 
class]

Баллы  
парциальной 
активности

[Partial activ-
ity scores]

Продожи-
тельность 

жизни
[Life 
cycle] 

Setaria spp. щетинники сизый и зеленый 95.29 VI 3.366 5 2 МА
Amaranthus retroflexus L. щирица назадзапрокинутая 88.24 VI 4.629 5 2 МА
Chenopodium album L. марь белая 82.35 VI 5.161 6 1 МА
Echinochloa crusgalli (L.) Beauv. ежовник  
обыкновенный 71.76 V 2.953 5 2 МА

Fallopia convolvulus (L.) A. Löve гречишка вьюнковая 67.06 V 1.124 4 2 МА
Convolvulus arvensis L. вьюнок полевой 44.71 IV 0.839 3 4 МН
Cirsium incanum (S.G. Gmel.) Fisch. бодяк седой 43.53 IV 1.270 4 3 МН
Cyclachaena xanthiifolia (Nutt.) Fresen. циклахена 
дурнишниколистная 32.94 III 0.875 3 5 МА

Sonchus arvensis L. осот полевой 31.76 III 0.719 3 5 МН
Xanthium strumarium L. дурнишник обыкновенный 30.59 III 3.023 5 4 МА
Persicaria hydropiper (L.) Delarbre горец перечный 29.41 III 2.164 5 4 МА
Euphorbia virgata Waldst. et Kit. молочай  
прутьевидный 22.35 III 0.879 3 5 МН

Solanum nigrum L. паслен черный 16.47 II 1.936 4 4 МА
Descurainia sophia (L.) Webb ex Prantl дескурайния 
Софии 16.47 II 0.389 2 5 МА

Stachys annua (L.) L. чистец однолетний 16.47 II 0.159 2 5 МА
Artemisia vulgaris L. полынь обыкновенная 15.29 II 0.846 3 5 МН
Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. Bip.  
трехреберник непахучий 11.76 II 0.760 3 5 МА

Polygonum aviculare L. s. str. горец птичий 10.59 II 7.889 6 4 МА
Falcaria vulgaris Bernh. резак обыкновенный 9.41 I 0.100 2 6 МН
Lactuca serriola L. латук дикий 8.24 I 1.729 4 5 МА
Consolida regalis S.F. Gray сокирки великолепные 8.24 I 2.071 5 5 МА
Equisetum arvense L. хвощ полевой 7.06 I 0.100 2 6 МН
Artemisia absinthium L. полынь горькая 5.88 I 2.080 5 5 МН
Sonchus asper (L.) Hill. осот шероховатый 4.71 I 1.775 4 5 МА
Capsella bursa-pastoris (L.) Medik. пастушья сумка 
обыкновенная 4.71 I 0.100 2 6 МА

Thlaspi arvense L. ярутка полевая 4.71 I 0.100 2 6 МА
Fumaria officinalis L. дымянка лекарственная 3.53 I 0.100 2 6 МА
Barbarea arcuаta (Opiz ex J. et C Presl) Reichb.  
сурепка дуговидная 2.35 I 0.100 2 6 МН

Linaria vulgaris Mill. льнянка обыкновенная 2.35 I 0.100 2 6 МН
Silene viscosa (L.) Pers. смолевка клейкая 2.35 I 0.051 2 6 МА
Asparagus officinalis L. спаржа лекарственная 2.35 I 0.051 2 6 МН
Centaurea cyanus L. василек синий 1.18 I 10.000 6 5 МА
Setaria italica (L.) Beauv. щетинник итальянский 1.18 I 1.000 3 5 МА
Lactuca tatarica (L.) C.A. Mey. латук татарский 1.18 I 2.000 4 6 МН
Asclepias syriaca L. ваточник сирийский 1.18 I 0.100 2 6 МН
Viola arvensis Murray фиалка полевая 1.18 I 0.010 2 6 МН

Условные обозначения: МА – малолетние (одно- и двулетние) виды, МН – многолетние виды 
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tuberosus L., горошек мышиный Vicia cracca L., метлица 
обыкновенная Apera spica-venti (L.) Beauv., овес пустой 
Avena fatua L. s. l., подмаренник цепкий Galium aparine L.; 
7 неактивных видов – мелолепестник однолетний Erigeron 
annuus (L.) Pers., подсолнечник однолетний Helianthus 
annuus L., незабудка полевая Myosotis arvensis (L.) Hill., 
лебеда раскидистая Atriplex patula L., яснотка стеблеобъ-
емлющая Lamium amplexicaule L., мятлик однолетний Poa 

annua L., пырей ползучий Elytrigia repens (L.) Nevski).
Следовательно, посевы сои засорены, главным об-

разом, видами такого же уровня активности, как и в по-
севах на территории Белгородской области в целом, что 
свидетельствует о единстве сорной флоры области, тем не 
менее количественные показатели обилия видов сорных 
растений в посевах во многом зависят от культуры и ее 
средообразующей роли (Марков, 1972). 

Заключение
1. В посевах сои в Белгородской области выявлено 37 

видов сорных растений, причем виды со значимой парци-
альной активностью оказались теми же, что и в агроце-
нозах области в целом, что доказывает единство сорной 
флоры региона. 

2. Виды сорных растений, входящие в группы с более 
высокой парциальной активностью (особоактивные, вы-
сокоактивные, среднеактивные, довольноактивные) отно-
сятся к яровым ранним и поздним (9 видов) и корнеотпры-
сковым (2 вида) сорным растениям.

3. Ожидается, что наиболее вредоносными в посевах 
сои, благодаря высокой парциальной активности, будут 
следующие виды: марь белая, ежовник обыкновенный, 
щирица назадзапрокинутая, гречишка вьюнковая и ще-
тинники (сизый и зеленый). 

4. Не менее, чем на половине полей под посевами 
сои ожидается присутствие бодяка седого. Довольно ак-
тивно проявят себя на значительном количестве полей 
со средним и низким уровнем обилия вьюнок полевой, 

дурнишник обыкновенный и горец перечный, а также пас-
лен черный и горец птичий – но на небольшом количестве 
полей при высоком уровне обилия.

5. На третьей части полей под посевами сои ожидается 
присутствие 13 малоактивных видов: циклахена дурниш-
николистная, осот полевой, молочай прутьевидный, дес-
курайния Софии, чистец однолетний, полынь обыкновен-
ная, трехреберник непахучий, латук компасный, сокирки 
великолепные, полынь горькая, осот шероховатый, васи-
лек синий, щетинник итальянский.

6. Число видов из группы неактивных в посевах сои 
наиболее волатильно и может как уменьшиться (из-за 
выпадения неактивных в посевах области ваточника си-
рийского и спаржи лекарственной или из-за перехода не-
активных в посевах сои видов в разряд мало- и довольно 
активных, как в области в целом), так и увеличиться, по-
скольку эта группа постоянно пополняется видами руде-
ральной флоры и флоры естественных нарушенных ме-
стообитаний (Лунева, 2021).
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Full-text article
SPECIES COMPOSITION OF WEEDS IN SOYBEAN GLYCINE MAX CROPS  

IN THE BELGOROD REGION
N.N. Luneva1, E.N. Mysnik1*, T.I. Voronkina2

1All-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Russia  
2LLC «Rusagro-Invest», Belgorod, Russia

*corresponding author, e-mail: vajra-sattva@yandex.ru

The weed species were studied based on monitoring data in soybean crops in the Belgorod region. A total of 37 
species of weed plants were found, most of which belong to the families of Compositae, Gramineae, and Cruciferae. 
The significance of each species in soybean crops was evaluated on its partial activity, which was determined based on 
both its occurrence and projective cover. Chenopodium album, Echinochloa crusgalli, Amaranthus retroflexus, Fallopia 
convolvulus and two Setaria species (S. viridis and S. pumila) demonstrated the highest scores of partial activities. 
Cirsium incanum, Persicaria hydropiper, Convolvulus arvensis, Solanum nigrum, Polygonum aviculare s. str., Xanthium 
strumarium were shown to have rather high scores of partial activities. About a third of species (13) are low-active: 
Cyclachaena xanthiifolia, Sonchus arvensis, Euphorbia virgata, Descurainia sophia, Stachys annua, Artemisia vulgaris, 
Tripleurospermum inodorum, Lactuca serriola, Consolida regalis, Artemisia absinthium, Sonchus asper, Centaurea 
cyanus, S. italica. Twelve weed species were rated as inactive in soybean crops of the Belgorod region. The results of the 
study may be used to develop a regional strategy for protecting soybean crops from weeds in the Belgorod region.
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ПАМЯТИ ОЛЕГА ВЕНИАМИНОВИЧА СУНДУКОВА

IN MEMORY OF OLEG V. SUNDUKOV

В 24 июля 2024 г. на восемьдесят восьмом году ушел из жизни Олег Вениаминович Сундуков, известный 
энтомолог, кандидат биологических наук, связавший всю свою научную деятельность с Всероссийским научно–
исследовательским институтом защиты растений. 

Сундуков О.В. после окончания Ленинградского Госу-
дарственного Университета им. А.А. Жданова поступил в 
1963 г. на заочное отделение аспирантуры ВИЗР, с 1964 
по 1966 г. обучался в очной аспирантуре. После оконча-
ния аспирантуры в ноябре 1966 г. был зачислен в ВИЗР 
младшим научным сотрудником, с декабря 1982 г. до по-
следних дней работал в должности старшего научного со-
трудника института.

Все годы работы в ВИЗР Олег Вениаминович изучал 
вопросы физиолого-биохимических механизмов избира-
тельного действия инсекто-акарицидов и формирования 
резистентности вредителей к применяемым токсикантам. 
Им были получены материалы, касающиеся процессов 
патогенеза при отравлении насекомых инсектицидами и 
роли ферментов карбоксилэстеразного комплекса в этих 
процессах, разработаны методы идентификации электро-
форетически разделяемых фракций множественных мо-
лекулярных форм подкласса карбоксилэстераз, а также 
физиологического тестирования действия биологически 
активных веществ на транспорт электролитов в экскре-
торной системе насекомых. Результаты этих работ запа-
тентованы. Олег Вениаминович участвовал в комплекс-
ных исследованиях института по линии СЭВ, а также со 
специалистами ИНЭОС им А.Н. Несмеянова и ИЭФиБ 
им. И.М. Сеченова РАН. 

В 1990–2000 гг. О.В. Сундуковым был выполнен цикл 
работ, связанных с селекцией гомозиготных линий обык-
новенного паутинного клеща по признаку чувствитель-
ности или резистентности к современным акарицидам из 
разных химических классов. В результате гибридологиче-
ского анализа этих линий были определены типы детерми-
нации признака резистентности к различным токсикантам 
(диметоат, малатион, бифентрин, бромпропилат, абамек-
тин). Полученные материалы освещены в соответствую-
щих главах монографии «Этиология острой токсичности 
инсектоакарицидов и физиологические факторы, опреде-
ляющие избирательность их действия на членистоногих» 
(СПб, «Наука», 2012 г.). 

В последние годы исследования О.В. Сундукова были 
посвящены особенностям чередования акарицидов из раз-
ных химических классов, обеспечивающего длительность 
их эффективного использования в системах ротации. Эти 
данные имеют большое практическое значение при разра-
ботке таких систем в борьбе с развитием резистентности в 
популяциях вредителей.

В памяти коллег и друзей Олег Вениаминович навсегда 
останется талантливым экспериментатором и увлеченным 
исследователем механизма токсического действия пести-
цидов на вредных членистоногих. 
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