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Аннотация

Цель исследований – определить оптимальные временные и температурные параметры при выделении нематод 
Bursaphelenchus xylophilus вороночным методом Бермана из древесины сосны Pinus sylvestris L.

Материалы и методы. Фрагменты ствола P. sylvestris длиной 22–25 см, выпиленные из 15-летнего визуально здо-
рового дерева сосны были заражены сосновой стволовой нематодой B. xylophilus и их инкубировали в течение 45 
сут в термостате при температуре 27 °С. При бурении дрелью зараженных нематодами бревен получали опилки, 
из которых сформировали единый образец древесного субстрата. Для выделения нематод из древесного образца 
использовали вороночный метод Бермана. Опыт включал четыре варианта по 8 образцов. Численность нематод 
определяли через 6, 24 и 48 ч при температуре 18 и 25 °С. Данные обрабатывали в среде MS Excel.

Результаты и обсуждение. Установлено, что около 80% нематод выделяется в течение первых 24 ч. Этот срок явля-
ется оптимальным при проведении фитогельминтологического анализа. Число выделенных нематод в последую-
щие сутки составило около 20%. Изменение температуры в пределах 18–25 °С влияло на степень экстракции нема-
тод из древесного субстрата, но не всегда существенно. Численность выделенных нематод в различных воронках, 
полученных из одного смешанного образца, существенно различалась, что объясняется агрегированностью их рас-
пределения в древесном субстрате. 
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Abstract

The purpose of the research is determine the optimal time and temperature parameters for the extraction of 
Bursaphelenchus xylophilus nematodes by Baermann-funnel method from pine wood of Pinus sylvestris L.

Materials and methods. P. sylvestris logs 22–25 cm long, cut from a 15-year-old visually healthy pine tree, were infested 
with the pine wood stem nematode B. xylophilus and incubated for 45 days in a thermostat at 27 °C. Further, sawdust was 
obtained by drilling nematode-infested logs with a drill to form a single wood substrate sample. Berman's funnel technique 
was used to extract nematodes from the wood sample. The experiments included four replications of 8 samples each. 
Nematode abundance was counted after 6, 24 and 48 hours at 18 and 25 °C. The data were processed in MS Excel.

Results and discussion. The conducted studies showed that about 80% of the nematodes were extracted within the first 24 
hours. This period is optimal for nematological analysis. The number of nematodes extracted in the following 24 hours was 
about 20%. Temperature between 18 and 25 °C influenced the degree of nematode extraction from the wood substrate, 
but not always significantly. The numbers of extracted nematodes in different samples obtained from the single mixed 
substrate differed significantly, which can be explained by the aggregation of their distribution in the wood substrate.
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Введение
Экстракция нематод из зараженного суб-

страта является важным этапом в процессе их 
исследования. Наиболее распространенным 
методом выделения нематод из почвы и раз-
личных растительных субстратов является 
вороночный метод Бермана [12]. Этот метод 
подходит для большинства различных таксо-
номических групп нематод, имеющих червео-
бразную стадию в своем жизненном цикле, и 
обитающих в почве и растениях (стеблях, кор-
нях, листья и семенах) [2, 10, 6, 18]. Начиная 
с первой публикации этого метода в 1917 г., 
появилось множество его модификаций, на-
правленных на получение большего видового 

разнообразия и большей численности нема-
тод при его применении [3, 13, 21]. 

При исследовании нематод, связанных с 
древесными породами, для выделения их из 
древесины также применяют метод Бермана в 
различных модификациях [4]. 

К числу наиболее значимых видов нематод-
дендробионтов относится карантинный вид 
Bursaphelenchus xylophilus Nickle 1970 (Steiner 
& Buhrer 1934). 

Сосновая стволовая нематода B. xylophilus 
является одним из самых опасных в мире па-
тогенов хвойных деревьев. Родиной этого вида 
является Северная Америка, где местные по-
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роды хвойных устойчивы к возбудителю [24]. 
B. xylophilus, завезенная в Азию в начале 20-
го века и распространившаяся на территории 
Китая, Японии и Республики Корея, вызвала 
массовую гибель сосновых лесов [17]. Анало-
гичная ситуация наблюдается в Португалии: 
первый очаг B. xylophilus был выявлен в 1999 
г. [20], и в настоящее время патоген распро-
странился почти по всей территории страны 
[14, 22]. Впоследствии очаги нематоды были 
выявлены в Испании [25]. В 2024 г. появилось 
сообщение о выявлении B. xylophilus в Респуб- 
лике Армения [11]. 

На территории РФ этот вид пока не вы-
явлен, но близкородственный к нему вид B. 
mucronatus неоднократно диагностировали в 
России [1, 5, 7–9, 19]. Учитывая пути возмож-
ного заноса этого опасного вредителя и угрозу 
для хвойных насаждений, многие страны мира, 
в том числе Россия, включили B. xylophilus в 
перечень карантинных организмов [15]. 

На территории Российской Федерации над-
зорную функцию по перемещению древесины 
и изделий из неё, проведение исследований по 
установлению фитосанитарного состояния 
подкарантинной продукции осуществляет Рос-
сельхознадзор. Время нахождения груза в тер-
миналах зависит от оперативности выполнения 
экспертизы на зараженность вредителями и 
патогенами. Сокращение времени проведения 
гельминтологических исследований является 
важной экономической составляющей, связан-
ной с конечной стоимостью товара. 

Самым продолжительным этапом в гель-
минтологическом исследовании является 
процесс выделения нематод из растительного 
субстрата. В мировой практике для выделе-
ния сосновой стволовой нематоды из древе-
сины обычно используют вороночный метод 
Бермана или его модификации. При этом для 
выделения нематод рекомендуется экспози-
ция при 24 или 48 ч [16, 23]. 

Целью наших исследований стало опре-
деление оптимальных временных и темпера-
турных параметров при экстракции нематод 
B. xylophilus вороночным методом Бермана из 
древесины Pinus sylvestris.

Материалы и методы
Для выполнения исследований были под-

готовлены фрагменты ствола 15-летнего ви-
зуально здорового дерева сосны P. sylvestris, 

торцы которых были запарафинированны. 
Далее в каждый древесный образец длиной 
22–25 см механической пипеткой вносили 
нематодный инокулюм объемом 400 мкл, со-
держащий 3200 нематод B. xylophilus (BxAm 
GenBank: OR978580.1). Инокулюм вводили 
двумя дозами в два отверстия диаметром 5 
мм, просверленных в средней части образца 
до глубины, равной половине диаметра дре-
весного образца. После введения инокулюма 
отверстия в древесине были закрыты плен-
кой «Parafilm M», а сами образцы обернуты в 
прозрачную пищевую пленку для сохранения 
влаги. В течение 45 сут бревна инкубировали 
в термостате при температуре 27 °С. Отбор 
проб из образцов проводили путём сверления 
древесных бревен аккумуляторной дрелью 
Makita BDF441RFE сверлом Ø16 мм при ско-
рости вращения не более 300 об/мин. Из полу-
ченных опилок формировали единый образец 
древесного субстрата. На металлическом сите 
диаметром 105 мм и диагональю ячеек 0,16 мм 
равномерно распределяли древесную строжку 
массой 20 г. Сито помещали в воронку и за-
ливали водой выше уровня стружки (рис. 1).

Рис. 1. Экстракция нематод  
вороночным методом Бермана 

Fig. 1. Nematode extraction using  
the Baerman funnel method

Экстракцию нематод из зараженного дре-
весного субстрата проводили в течение 6 ч, 24 
и 48 ч при 18 и 25 °С. Выделенные из древеси-
ны нематоды оседали на дне пробирки, при-
крепленной к воронке. Взвесь выделенных 
нематод помещали в чашку Петри и подсчи-
тывали под бинокуляром Carl Zeiss Stemi 508.

Для критической величины Р принято 
стандартное значение уровня значимости α = 
0,05. Данные обрабатывали в среде MS Excel.
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Результаты и обсуждение
Выделение нематод при 6-часовой экспо-

зиции. По окончании 6-часового этапа вы-
деления нематод средняя численность выде-
ленных нематод составила соответственно, 

16±2 и 14±4 особей/образец, однако из не-
которых образцов выделились лишь единич-
ные особи (табл. 1). Отличия в численности 
между температурными режимами были не-
значительны.

Таблица 1 

Численность нематод Bursaphelenchus xylophilus, выделенных из древесных образцов Pinus sylvestris  
(особей/образец) при различных параметрах

Table 1

Number of Bursaphelenchus xylophilus nematodes isolated from Pinus sylvestris wood samples  
(individuals/sample) under different parameters

Сутки Время, ч t, °C Кол-во выделенных нематод (min-max) p

Первые

6 
18 16±2 (1–29)

0,758
25 14±4 (3–63)

18
18 23±3 (13–70)

0,037
25 44±6 (14–130)

Вторые 24 
18 10±1 (23–85)

0,041
25 13±2 (18–143)

Примечание. Р – значимость отличий. 

Выделение нематод при 24-часовой экспо-
зиции. Нематоды продолжали выделяться в 
последующие 18 ч. Средняя численность их 
за 24 ч составила 23±3 и 44±6 особей/образец 
при 18 и 25 °C, соответственно. Однако здесь 
также наблюдали большой разброс в числе вы-
деленных нематод из разных проб – от 13 до 
130 особей/образец. При 25 °C численность 
нематод была почти в два раза выше, чем при 
18 °C (Р < 0,05). Таким образом, относительная 
численность нематод при экспозиции 6 ч со-
ставила 41 и 35% при 18 и 25 °C, соответствен-
но, по отношению к общему числу выделенных 
нематод за 24 ч (полные сутки). Увеличение 
числа нематод к концу первых суток указывает 
на уровень значимости отличий Р, близкий к 
критическому значению α = 0,05. Графическое 
изображение экстрагированных за определен-
ное время нематод при разных температурных 
режимах приведено на рисунках 2, 3.

Выделение нематод при 48-часовой экс-
позиции. Различия в средней численности 
нематод за последующие 24 ч (вторые сутки) 
были незначительны при двух температурных 
режимах и составили 10±1 и 13±2 особей/об-
разец при 18 и 25 °C, соответственно (рис. 4). 

Отличие по средней численности нематод, 
экстрагированных за всё время эксперимента 
(48 ч) при разных температурах было нерав-
номерно, но также, как и для 24-часового ин-

тервала, при 25 °C наблюдали более высокую 
изменчивость в числе выделенных нематод из 
разных образцов (рис. 3). 

В целом, за вторые сутки выделения от-
носительная численность экстрагированных 
нематод составила около 20% от общего числа 
всех выделенных нематод за двое суток при 
двух температурных режимах (рис. 5, Р < 0,05.

Таким образом, по результатам прове-
дённых исследований выявлено, что при ис-
пользовании вороночного метода Бермана из 
древесного субстрата выделяются около 80% 
нематод в течение первых 24 ч и 20% – в те-
чение следующих суток. Температура влияла 
на степень выделения нематод из древесного 
субстрата, но не во всех вариантах это разли-
чие было значимо, только при экспозиции в 
24 ч. Можно сделать вывод о тенденции в уве-
личении степени выделения нематод из суб-
страта при повышении температуры.

Установлено, что нематоды в растительном 
субстрате имели агрегированное распределе-
ние. Например, при 6-часовой экспозиции чис-
ленность нематод в некоторых образцах соста-
вила лишь 1–3 особи, в то время как в других 
пробах – более 60 особей. Пробы формирова-
лись из единого перемешанного образца дре-
весных опилок. Аналогичное агрегированное 
распределение также проявилось в вариантах 
с другими временными экспозициями. 
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Рис. 2. Среднее число выделенных нематод Bursaphelenchus xylophilus из образцов Pinus sylvestris  
за 6 ч, 18 ч и 24 ч экстракции при температуре 18 °C

Fig. 2. Average numbers of nematodes Bursaphelenchus xylophilus isolated from Pinus sylvestris samples  
for 6 h, 18 h and 24 h extraction at 18 °C

Рис. 3. Среднее число выделенных нематод Bursaphelenchus xylophilus из образцов Pinus sylvestris  
за 6 ч, 18 и 24 ч экстракции при температуре 25 °C

Fig. 3. Average numbers of nematodes Bursaphelenchus xylophilus isolated from Pinus sylvestris samples  
for 6 h, 18 h and 24 h extraction at 25 °C

Средняя численность нематод, выделен-
ных в течение первых 6 ч при двух темпера-
турных режимах, составила около 37% от 
общей численности нематод, выделившихся 
за первые сутки (24 ч). Однако, данную экс-
позицию можно с осторожностью рекомен-
довать для применения, так как это может 

дать ложноотрицательный результат в виду 
того, что из образцов могут выделиться лишь 
единичные нематоды. Наличие малого числа 
особей затруднит дальнейшую идентифика-
цию нематод при использовании морфологи-
ческих критериев. Для диагностики нематод 
многих таксонов, и в частности видов рода 

2025;19(4):490-499
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Рис. 4. Среднее число выделенных нематод Bursaphelenchus xylophilus из образцов Pinus sylvestris  
за 1 и 2-е сутки экстракции при температуре 18 и 25 °C

Fig. 4. Average numbers of nematodes Bursaphelenchus xylophilus isolated from Pinus sylvestris samples  
for the 1st and 2nd days of extraction at a temperature of 18 and 25 °C

Рис. 5. Доля выделенных нематод Bursaphelenchus xylophilus из образцов Pinus sylvestris  
за 1 и 2-е сутки экстракции при температуре 18 и 25 °C

Fig. 5. The proportion of Bursaphelenchus xylophilus nematodes isolated from Pinus sylvestris samples  
on the 1st and 2nd day of extraction at a temperature of 18 and 25 °C

Buraphelenchus, необходимо наличие доста-
точного числа и самцов, и самок. 

В методических рекомендациях и стандар-
тах по выделению нематод [16, 23], как пра-
вило, указан временной период для выделе-
ния: 24 или 48 ч. Это связано, прежде всего, 
с технологическим процессом и удобством в 
проведении анализа специалистом. Закладка 
растительных проб для выделения нематод по 
Берману в начале рабочего дня и проведение 
анализа в это же время на следующий день де-

лает рабочий процесс диагностики выделен-
ных нематод оптимальным. 

Наши исследования показали, что при ис-
пользовании вороночного метода Бермана 
при 25 °C, по сравнению с 18 °С, число вы-
деленных нематод из древесного субстрата 
увеличивается, но не всегда существенно. 
Следует учитывать, что при длительном на-
хождении нематод в пробирке наблюдается их 
гибель из-за дефицита воздуха. 

2025;19(4):490-499
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Полученные нами выводы по температуре 
и времени экспозиции при применении во-
роночного метода Бермана можно рекомен-
довать для выделения нематод различных 
таксонов (напр. Ditylenchus, Aphelenchoides, 
Laimaphelenchus, Pratylenchus и др.), имеющих 
червеобразную стадию в своем жизненном 
цикле, из других растительных субстратов. 

Заключение
Проведённые исследования по исполь-

зованию вороночного метода Бермана для 
выделения нематод рода Bursaphelenchus из 
древесного субстрата показали, что около 80  
нематод выделяются в течение первых 24 ч. 
Именно за этот срок достигается максималь-
ное число выявленных нематод, что обеспечи-
вает оптимальный результат при проведении 
фитогельминтологического анализа. Число 
выделенных нематод в последующие сутки со-
ставило около 20%. При этом при повышении 
температуры с 18 до 25 °C численность выде-
ляемых нематод из древесного субстрата уве-
личивается, но не всегда существенно.
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