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АДАПТАЦИЯ ПТИЦ ОТРЯДА ГОЛУБЕОБРАЗНЫХ (COLUMBIFORMES)  

К ТРАНСФОРМАЦИИ СРЕДЫ ОБИТАНИЯ 
Рассмотрены пути адаптации голубеобразных птиц в антропогенных трансформаций среды обитания современного уровня и 

возможностей синантропизации видов ряда. Проведено сравнение синантропизации различных видов, и группы в целом, в зависимо-
сти от трансформации модельной территории. Индекс синантропизации ряда по Jedryczkowski тем ниже, чем ниже трансформация 
модельных территорий. 
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The article discusses ways to adapt Columbiformes birds in anthropogenic habitat transformation and the current level of capacity 
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МЕТОДИ ВИВЧЕННЯ ЕНТОМОПАТОГЕННИХ НЕМАТОД 

 
Наведено методи роботи з ентомопатогенними нематодами в полі й лабораторії: відбір проб, виявлення у пробах 

та культивування. 

Ключові слова: ентомопатогенні нематоди, Steinernema, Heterorhabditis. 
 
Вступ. Ентомопатогенні нематоди (ЕПН) – це еко-

логічна група паразитоїдів комах, що належать до ро-
дин Steinernematidae та Heterorhabditidae (Nematoda: 
Rhabditida). На території Палеарктики зустрічається 35 
видів роду Steinernema та 7 видів з роду Heterorhabditis. 
Вивчення ЕПН фауни України має в перспективі важли-
ве прикладне значення. На даний момент більше 100 
лабораторій світу (США, Канади, Туреччини, Нідерлан-
дів, Словаччини, Колумбії та ін.) розробляють та впро-
ваджують у виробництво препарати проти шкідників 
сільськогосподарських культур на основі ЕПН. 

Дослідження нематод, що паразитують у шкідливих 
комах, в Радянському Союзі почалися в 1950-70-х ро-
ках. О. С. Кірьяновою та Л. В. Пучковою було описано 
чотири види роду Neoaplectana Steiner, 1923, які згодом 
були зведені до морф S. carpocapsae (Weiser, 1955) та 
S. feltiae Filipjev, 1934 [13]. Після цих робіт вивчення 
ЕПН поновилось лише 2007 року на базі Національного 
аграрного університету та Лабораторії нематології Інсти-
туту захисту рослин УААН та, починаючи з 2009 року, – 
на базі Інституту зоології ім. І. І. Шмальгаузена [21; 22]. 

Метод пасток Уайта, метод "живих" пасток, культиву-
вання тест-комах приведені українською мовою вперше. 

Польові методи дослідження ЕПН. Методи відбо-
ру проб 

Методи відбору проб для виявлення ЕПН широко 
представлені у [11]. До них можна віднести: 

1. Безпосередній відбір ґрунту [3; 5]. Проби відби-
рають на елементарній ділянці випадково або система-
тично за маршрутом в залежності від мети дослідження 
з глибини 5-10 см від поверхні. Проби ґрунту можуть 
бути точковими та об'єднаними (коли декілька проб з 
різних точок відбору з однієї типової ділянки змішують-
ся разом). Об'єм кожної проби 250-300 см3. Місце від-
бору проби ґрунту та координати точок відбору визна-
чаються та фіксуються за допомогою GPS-приймача. 
До кожної проби ґрунту заповнюється супровідний лис-
ток, в якому фіксуються порядковий номер, дата, тип 
ґрунту, тип рослинності, ступінь зволоженості проби на 
момент відбору. 

2. Метод ґрунтових пасток [1]. Для цього личинок 
обраного виду тест-комах вміщують у сітчасту капсулу 
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та закопують на глибину до 10 см у ґрунт на пробному 
майданчику. Капсула виготовляється з верхньої части-
ни мікропробірки та нержавіючої металевої сітки, попе-
редньо позбавленої технічного мастила. 

3. Маршрутний ручний збір мертвих комах. Відби-
раються комахи з ознаками нематодного ураження. 
Проводиться систематично або за маршрутом відпові-
дно до вищенаведеної методики. 

Сезонність відбору проб. Ентомопатогенним не-
матодам властива горизонтальна, вертикальна міграції 
в ґрунті, що залежить від температури та вологості на-
вколишнього середовища [2; 8; 10; 15; 16; 18; 19]. Від-
повідно до цього, відбір проб проводиться у період з 
квітня по жовтень, коли ЕПН масово представлені на 
глибині відбору проби. 

Лабораторні методи дослідження ЕПН. Виявлення 
та культивування ЕПН. Виділення ентомопатогенних 
нематод з проб ґрунту. Метод "живих" пасток. В ла-
бораторних умовах, з проби ґрунту видаляють 
каміння, торф та рештки коріння та вміщують 
до тари об'ємом 250 см3. До проби вміщують дві 
личинки тест-комах обраного виду у сітчастій 
капсулі. В разі необхідності, ґрунт помірно зволо-
жується водопровідною водою з розбризкувача.  

Проба ґрунту з комахами витримується 5 днів та пе-
ревіряється на предмет нематодного ураження – почер-
воніння тулуба, місцевого або сегментарного почорніння, 
знерухомлення зі збереженням відносного тургору. При 
негативному результаті проба експонується ще 5 днів.  

Метод пасток Уайта. В разі виявлення уражених 
тест-комах, їх відмивають 10-15 секунд у 70% етилово-
му спирті та переносять на пастки Уайта – чашки Петрі 
з годинниковими скельцями з фільтрувальним папером, 
постійно змоченим 0,001% розчином формаліну у фізі-
ологічному розчині. Пастки Уайта витримуються за кім-
натної температури в темному приміщенні, або при 
розсіяному світлі. Контамінація грибками обов'язково 
усувається шляхом механічної (прибирання гіфів гриб-
ків або наростань) або хімічної обробки (змочування 
фунгістатиками (ністатин) або 70% етиловим спиртом 
фільтрувального паперу тіла комахи). 

Після початку міграції, нематод зливають разом з 
розчином у окремий посуд, де зберігають, підтримуючи 
постійний рівень розчину, за температури 4 ˚С, до пів-
року; у чашки Петрі доливають новий 0,001% розчин 
формаліну у фізіологічному розчині. Для зберігання 
інвазійних личинок (ІЛ) також застосовуються пористі 
матеріали з діаметром пор 0,5-0,7 мм, змочені стерилі-
зованою водопровідною водою або фізіологічним роз-
чином, в скляному посуді з отворами для аерації. Інва-
зійні личинки перед зберіганням омиваються 0,1% роз-
чином натрієвої солі мертиоляту (тимеросал, орто-
етилртутьсаліцилат натрію). 

Культивування тест-комах. Тест-комахи – це ко-
махи, які використовуються в якості моделей для виді-
лення, культивування та проведення експерименталь-
ної роботи з ентомопатогенними нематодами. Тест-
комахи відбираються за наступними критеріями: сприй-
нятливість до проникнення в організм комахи ЕПН та 
розвитку патогенного процесу, можливість швидкої ре-
продукції в лабораторних умовах зі зменшенням витрат 
на годування. В якості тест-комах використовують ли-
чинок великої воскової молі Galleria mellonella L., та 
великого мучного хрущака Tenebrio molitor L. [4]. Велика 
воскова міль широко використовується в світовій прак-
тиці в якості тест-комахи для вивчення ентомопатоген-
них грибів, вірусів, бактерій, найпростіших та нематод, 
проте її утримання вимагає чіткого дотримання темпе-
ратури, режиму вигодовування та перешкоджання по-

трапляння до культури вищезазначених патогенів. Так, 
потрапляння до лабораторної культури галерії споро-
виків з роду Nosema спричиняє її повне винищення і 
унеможливлює відтворення внаслідок забруднення по-
верхонь, контейнерів та кормів спорами. Великий муч-
ний хрущак легкий у розведенні та утриманні, проте є 
менш сприйнятливим до зараження ентомопатогенни-
ми організмами, що вимагає збільшення витрат часу на 
виділення культур ЕПН. 

Для розведення воскової молі використовуються 
термостати з температурою в робочій камері 38 ˚С, 
для вигодовування личинок використовуються спеці-
альні суміші [11].  

Культивування ентомопатогенних нематод. Зара-
ження тест-комах здійснюють у попередньо простерилі-
зованих чашках Петрі з сухим фільтрувальним папером, 
на якому розміщують їх личинок. Попередньо протягом 
30 секунд комахи анестезуються ефіром. Для ураження, 
комах обприскують суспензією нематод з відомою кількі-
стю личинок для досягнення концентрації 100 ІЛ/комаху. 
Чашки Петрі з зараженими тест-комахами витримують 
при 22-25 °С до евазії інвазійних личинок. Після цього 
проводять збір культури. Для збільшення ефективності 
зараження, личинок тест-комах поміщають у попередньо 
підготовлені мікропробірки на 2 мл (з отворами для вен-
тиляції та згорнутим фільтрувальним папером, або про-
стерилізованим піском), та обприскують суспензією не-
матод. Знерухомлені таким чином личинки комах знахо-
дяться в постійному тісному контакті з ІЛ. 

Мікроскопія. Підготовка до мікроскопії. Фіксація 
нематод. Для дослідження морфології та вимірювання 
використовують тимчасові та постійні препарати нематод. 

Для виготовлення тимчасових препаратів ЕПН, жи-
вих нематод вміщують у краплю розчину Рінгера для 
комах (10,93 г NaCl, 1,57 г KCl, 0,83 г CaCl2*2H2O, 0,83 г 
MgCl2*6H2O на 1 л дистильованої води) [13] на предме-
тному скельці, накривають покривним скельцем та вби-
вають витримуванням препарату при 65-70 ˚С протягом 
7-10 секунд. Виготовлений таким чином тимчасовий 
препарат придатний до дослідження нативного забарв-
лення нематод, морфологічних особливостей будови 
генітального апарату, первинної морфометрії. 

Для виготовлення постійних препаратів, нематод 
фіксують у нагрітому до 65-70 ˚С одинарному ТАФ (2 мл 
триетаноламіну, 7 мл 40% розчину формальдегіду на 
91 мл дистильованої води) та витримують у закритому 
від прямих сонячних променів місці протягом доби. Піс-
ля цього, нематод відмивають у дистильованій воді та 
вміщують у розчин Зайнхорста №1 (95% етиловий 
спирт, гліцерин та дистильована вода у співвідношенні 
20:1:79) та витримують 12 годин, після чого переміща-
ють до розчину Зайнхорста №2 (95% етиловий спирт та 
гліцерин у співвідношенні 95:5) і у чистий гліцерин [17]. 
Прийнятною є також спрощена схема, за якою нематод 
із фіксатора переносять до розчину дистильованої во-
ди, етилового спирту та гліцерину (у співвідношенні 
6:3:1 (пропорційно), або 25:75:5 (у мл)) та витримують 
за кімнатної температури до випаровування спирту, 
після чого переносять до чистого гліцерину. Дана мето-
дика була модифікована автором для покращення про-
цесу мікроскопіювання. Нематоди з фіксатора перено-
сять до 2 мл суміші, що складається з 1 мл розчину 
фуксину у гліцерині 2 грами кислого фуксину на 85 мл 
дистильованої води та 15 мл гліцерину) та 1 мл дисти-
льованої води, 95% етилового спирту та гліцерину 
(25:75:5 (у мл)), після випаровування спирту, нематод 
переносять до розчину гліцерину у воді у співвідношен-
ні 1:2. Кислий фуксин добре розчиняється у спирті та 
фарбує цитоплазму клітин і органели з лужною реакці-
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єю і не блокує нативне забарвлення кутикулярних стру-
ктур, що дозволяє контрастувати деталі внутрішньої 
будови нематод, ядра та межі клітин. 

Краплину з вміщеними до гліцерину нематодами на-
кривають покривним скельцем та закривають лаком. 
Виготовлений подібним чином постійний препарат при-
датний до зберігання протягом 3-4 років. 

Фіксовані в ТАФ нематоди не придатні для подаль-
ших молекулярно-генетичних досліджень. Плануючи 
такі дослідження нематод фіксують в нагрітому до 65-
70˚С 70% або 96% етиловому спирті.  

Дослідження морфології та морфометрія. Виго-
товлені нативні та постійні препарати мікроскопіюють 
на збільшенні 200-500×. У ентомопатогенних нематод 
загалом визначають наступні показники: L – довжина 
тіла; W – діаметр тіла; T – дистанція від анального 
отвору до кінця хвоста (у самців визначається як дис-
танція від клоаки до кінця хвоста); ES – дистанція від 
апікального кінця до дна стравоходу; EP – дистанція від 
апікального кінця до отвору екскреторної пори; NR – 
дистанція від апікального кінця до нервово кільця. У 
інвазійних личинок визначають параметр H – гіаліновий 
шар. У самців визначають параметри GL – довжина 
губернакулюму; SL – довжина спікул; CBD – діаметр 
тіла на рівні клоаки. У самиць визначають параметри 
ABD – діаметр тіла на рівні анусу; V – дистанція від апі-
кального кінця до вульви. 

На основі визначених морфометричних параметрів 
вираховуються наступні індекси: GL/SL, D%=EP/ES*100; 
E%=EP/T*100; SW%=SL/CBD; в тому числі для ІЛ 
вираховують індекси Де Мана [6; 7]: a=L/W; b=L/ES; c=L/T. 

З морфологічних особливостей, відмічають: забарв-
лення спікул, наявність мукрального відростка хвостово-
го кінця у самців, наявність епіптигми вульви у самиць. 

Молекулярно-генетичне дослідження ЕПН. Екст-
ракція ДНК. Для молекулярно-генетичного аналізу ви-
користовують ІЛ або самиць ентомопатогенних нема-
тод, суправітально, або зафіксованих у 96% етиловому 
спирті. В разі використання фіксатора, нематод "відми-
вають" від залишків етилового спирту,- витримують у 
дистильованій воді протягом доби, оскільки останній 
може депресувати процес виділення ДНК.  

Для виділення ДНК у кількості, достатній для прове-
дення ампліфікації, вистачає 10-15 інвазійних личинок, 
або 1-2 самиці. Нематод вміщуюють до мікропробірки на 
льоду з лізуючим буфером для нематод, виготовленим за 
прописом [13], або до готового набору для виділення ДНК. 

Підбір праймерів. ПЛР. Для визначення видової 
приналежності та філогенетичних зв'язків аналізується 
склад нуклеотидів рибосомної ДНК (рДНК) малої суб-
одиниці рибосоми, відрізки внутрішнього транскрибую-
чого гену ВТВ1 та ВТВ2 та гену цитохром оксидази 1 
мітохондріальної ДНК (мтДНК). Розроблені для ПЛР 
даних ділянок праймери представлені у таблиці 1. 

 
Таблиця  1. Праймери, розроблені для ПЛР ділянок геномної та мітохондріальної ДНК ентомопатогенних нематод 

Праймери Роди ЕПН Джерело ДНК Температура віджигу Посилання
TW81 
5'-GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC-3' 
AB28 
5'-ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT-3' 

Steinernema, 
Heterorhabditis 

рДНК 45 ˚С [9] 

18S 
5'-TTG ATT ACG TCC CTG CCC TTT-3' 
28S 
5'-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3' 

Steinernema, 
Heterorhabditis 

рДНК 50 ˚С [20] 

BIC58 
5'-GATCACTTGGTTCGTAGATCG-3' 
BICRV 
5'-GCTCAATAATGATCCTTCCGC-3' 

Steinernema 
внутрішній 

спейсер рДНК 
50 ˚С [14] 

507 
5'-AGT TCT AAT CAT AA(A/G) GAT AT(C/T) G G-3' 
588 
5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3' 

Steinernema мтДНК 40 ˚С [12] 

 
Для ПЛР використовуються як спеціально розроб-

лені суміші [13] так і готові багатокомпонентні комерцій-
ні набори (виробництва BioLine, TopBio, Qiagen). 

Візуалізація. Електрофорез у гелі. Для електро-
форезу продуктів ПЛР, застосовують застиглий 1% (або 
0,8%) розчин агарозного гелю у 10× буфері ТАЕ з попе-
редньо виготовленими лунками для зразків ДНК. Гель 
поміщають у 1× розчин буферу ТАЕ у електрофоретич-
ній ванні. Після завершення електрофорезу, гель вий-
мають з буферного розчину та поміщають у розчин 
бромистого етидію (EtBr) на 10 хвилин. Після витриму-
вання у даному розчині, гель підсушують фільтруваль-
ним папером та піддають ультрафіолетовому опромі-
ненню середнього рівня (довжина хвилі 290 нм). 

При наявності стійкої флуоресценції з відсутнім або 
низьким рівнем контамінації (олігонуклеотиди, або 
відрізки довжиною не більше 300 по), продукт ПЛР 
визначають як придатний до подальшого секвенування. 

Висновок. Вивчення ентомопатогенних нематод є 
перспективним для розробки препаратів біологічного 
методу і їх ефективного використання для захисту аг-
рокультур. Наведені у статті групи методів є необхідни-
ми для успішного виявлення та дослідження ЕПН обох 

родин. Також, вони придатні для вивчення нематод з 
інших родин ряду Rhabditida. 

Деякі методи (комплекс молекулярно-генетичних 
методик) потребують високої якості матеріалу, техніч-
ного забезпечення лабораторії та кваліфікації науковця.  
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МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ ЭНТОМОПАТОГЕННЫХ НЕМАТОД 

Описаны методы для работы с энтомопатогенными нематодами в поле и в лабораторных условиях: отбор проб, выделение из 
проб и культивирование культур. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА СОСТОЯНИЯ ИХТИОФАУНЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ РЫБОХОЗЯЙСТ-

ВЕННОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ТИЛИГУЛЬСКОГО ЛИМАНА 
 

Установлено, что качественный состав ихтиофауны и условия формирования водных биоресурсов Тилигульского 
лимана зависят от гидрологического и гидрохимического режимов водоема, а также солёности его вод. В настоящее 
время ихтиофауна лимана представлена 37 видами рыб. Для повышения рыбопродуктивности, улучшения качествен-
ного состава и биоразнообразия ихтиофауны рекомендуется интродукция в водоём некоторых видов осетровых, ло-
сосевых, кефалевых, камбаловых, бычковых и других рыб для их акклиматизации или товарного выращивания. 

Ключевые слова: ихтиофауна, гидрологический и гидрохимический режимы, рыбопродуктивность, биоразнообразие. 
 
Введение. Марикультура – перспективная отрасль 

рыбного хозяйства. Базой для создания рыбных ферм 
и плантаций на юге Украины могут служить прибреж-
ные солоноватоводные лиманы и лагуны. Их общая 
площадь в Азово-Черноморском бассейне превышает 
200 тыс. га. Основная часть этих водоёмов сосредото-
чена в северо-западном Причерноморье. Их богатая 
естественная кормовая база позволяет выращивать 
тысячи тонн высококачественной товарной рыбы и дру-
гих гидробионтов. 

Для создания на базе солоноватоводных лиманов 
северо-западного Причерноморья высокопродуктивных, 
современных марихозяйств необходимо всесторонне 
изучить и проанализировать изменения экологического 
состояния водоёмов, связанные с этим нарушения стру-

ктуры биоты, колебания её численности и биомассы, 
определить перспективные объекты культивирования и 
основные направления развития марикультуры. 

Один из наиболее крупных и продуктивных водо-
ёмов северо-западного Причерноморья – Тилигульский 
лиман. Топографические и гидробиологические иссле-
дования на этом водоёме были начаты еще в конце 
ХVIII века. В последующий период проводились работы 
по изучению геоморфологии, гидрологии, гидрохимии 
водоёма, состава флоры и фауны. Наиболее интенси-
вно водоём изучался в ХХ веке. В этот период сотруд-
никами АзЧерНИРО (ЮгНИРО), ОФИНБЮМ, Института 
Гидробиологии НАН Украины, Одесского национально-
го университета им. И.И. Мечникова и других организа-
ций проводились комплексные исследовая, в результа-
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