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ВВЕДЕНИЕ
Хорошо сохранившиеся клеточные ядра, яд-

рышки и пластиды были зарегистрированы для
многих ископаемых растений возрастом 15–
180 млн лет (Niklas, 1983; Schönhut et al., 2004;
Bomfleur et al., 2014; Wang et al., 2014; Озеров,
Яковлева, 2015). Сообщалось, что ДНК-содержа-
щие клеточные структуры могут сохраняться в
ископаемых растениях в течение нескольких де-
сятков миллионов лет. В частности, фёльген-по-
зитивное окрашивание ядер клеток было показа-
но на ископаемых листьях и плодах ранних эоце-
новых миртовых из арктической Якутии и
листьев метасеквойи из среднего эоцена арктиче-
ской Канады и раннего олигоцена Западной Си-
бири (Ozerov et al., 2006, 2020, 2021). Реакция
Фёльгена является очень чувствительным сред-
ством обнаружения альдегидных групп дезокси-
рибозы и часто используется как метод для де-
монстрации специфического присутствия ДНК
(Chieco, Derenzini, 1999). В ископаемых растени-
ях клеточные стенки, а также антиоксидантная и
антибактериальная активность внутриклеточных
конденсированных танинов, возможно, обеспе-
чивают защиту от деградации внутриклеточных
структур, подобных различным пластидам и кле-
точному ядру, а также способствует долгосрочно-
му сохранению ДНК и других биополимеров (Liu,
Zheng, 2002; Ozerov et al., 2006, 2020, 2021; Gupta

et al., 2009; Жинкина и др., 2018). Благодаря этим
свойствам растений были секвенированы гены
хлоропластов Magnolia L., Persea Mill. и Taxodium
Rich. возрастом 17–20 млн лет (Golenberg et al.,
1990; Soltis et al., 1992; Kim et al., 2004).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследовании использовалась фитолейма
листьев Taxodium dubium (Sternb.) Heer (колл.
БИН № 600, обр. 110), собранная М.Г. Горбуно-
вым в 1952 г. из местонахождения третичных рас-
тений ур. Компасский Бор. Район урочища рас-
положен на правом берегу р. Тым (правый приток
р. Оби). Эта речная терраса вскрыта двумя боль-
шими обнажениями. Верхнее обнажение по те-
чению реки называется Белый Яр (рис. 1), а
нижнее – Дунаевский Яр. Подробное геологиче-
ское описание отложений урочища Компасский
Бор сделано Горбуновым (1962). В нижней поло-
вине Белого Яра в толще песков нижнего слоя об-
нажается линза плотных, однородных, темно–се-
рых пластичных глин мощностью до 5.7 м с мно-
гочисленными растительными остатками –
отпечатками листьев, остатками древесин, пло-
дов, шишек, семян и пыльцы (Горбунов, 1962).
Согласно последним карпологическим исследо-
ваниям, в ур. Компасский Бор комплекс расти-
тельных остатков довольно небогатый, однако
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легко диагностируется по присутствию характер-
ных эоценовых таксонов – Azolla (Prisca) sp., Azol-
lites minor (nom. nud.), Pseudoisoetes tymensis sp.,
Viola prisca (nom. nud.), Cleonisia baksanica Balueva
et V.P. Nikit., Aracispermum sphenosum Balueva et
V.P. Nikit., Urospathites antiquus V.P. Nikit. и др. В
ряду кайнозойских флор Западной Сибири по
данным палеокарпологии раннетавдинская фло-
ра происходит из кусковской свиты, нижнетав-
динской подсвиты. Возраст этих отложений дати-
руется концом среднего–поздним эоценом (Уни-
фицированные … 2001; Никитин, 2006).

Постоянные препараты тканей из раститель-
ных остатков были сделаны в соответствии с ци-
тоэмбриологической процедурой в связи со спе-
цификой исследуемого материала (Ozerov et al.,
2006, 2020). Растение помещали в хлороформ на
часовом стекле, а после выдерживания в нем по-
крывали парафином. В смеси хлороформа и пара-
фина материал помещали в термостат, где при
температуре 60°С происходило полное замеще-
ние хлороформа парафином в течение недели.
Постоянные препараты изготавливали по обще-
принятой методике (Барыкина и др., 2004). Срезы
ткани толщиной 3 мкм делали с помощью микро-
тома Microm HM 325 (Carl Zeiss, Германия). Срезы
депарафинировали толуолом (3 × 15 мин), затем про-
мывали этанолом (3 × 15 мин) и водой (2 × 15 мин).
Окрашивание препаратов основным фуксином
Фёльгена (реактив Шиффа) и алциановым синим
(Loba Chemie, Австрия) проводили по следующей

схеме (Жинкина, Озеров, 2008): холодный гидро-
лиз: 1 N HCl – 5 мин, 5 N HCl – 30 мин, 1 N HCl –
5 мин; реагент Шиффа (подготовка: Pearse, 1953) –
2 часа; сернистая вода (на 100 см3 дистиллированной
H2О добавить 2 г Na2SO3 и 2 см3 HCl) – 3 × 5 мин;
проточная вода – 20 мин; дистиллированная вода –
5 мин; уксусная кислота 3% – 5 мин; алциановый
синий 0.1% – 5 мин; дистиллированная вода –
10 мин; Мавиол®. Реагент Шиффа использовали
для окрашивания хроматинсодержащих нуклеи-
новых структур, оставляя ядрышки и цитоплазму
неокрашенными. Алциановый синий использо-
вали для окрашивания клеточных стенок и цито-
плазмы. Срезы наблюдали с помощью светового
микроскопа AxioPlan 2ie (Carl Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Уникальное состояние ископаемых листьев

T. dubium из местонахождения Белый Яр эоцено-
вой тавдинской флоры дает возможность иссле-
довать это растение, как на структурном, так и на
ультраструктурном уровне. Листья черешковые,
спирально расположенные, с хорошо выраженной
средней жилкой, линейноланцетные, с острой
верхушкой и низбегающим основанием. Листья
отходят от побега под углом 35°–45° (табл. IX,
фиг. 1; см. вклейку). Наружные периклинальные
стенки эпидермальных клеток четырех- или мно-
гоугольные, длина их равна ширине или несколь-
ко превышает ее. Антиклинальные стенки эпи-

Рис. 1. Местонахождение Белый Яр, где были обнаружены ископаемые листья Taxodium dubium. Базовая карта Яндекс©.
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дермальных клеток прямые или слегка изогнутые
(табл. IX, фиг. 2). Устьица амфициклические, эн-
циклоцитные, расположены на абаксиальной по-
верхности листа. Число побочных клеток у совре-
менных и ископаемых представителей рода Taxo-
dium составляет четыре–шесть (Свешникова,
Буданцев, 1960; Викулин и др., 2005). Ядра побоч-
ных клеток лежат в одной плоскости (табл. IX,
фиг. 3). Устьичная щель ориентирована косо или
перпендикулярно. На концах замыкающих кле-
ток сохранились кутикулярные полярные Т-об-
разные выросты (табл. IX, фиг. 3а).

Окрашивание по Фёльгену показало, что в ли-
стьях ископаемого T. dubium сохранились эпи-
дермальные клетки с фёльген-позитивными гете-
рогенно окрашенными ядрообразными структу-
рами округлой формы, включая диффузное и
мелкое зернистое вещество. Окраска ядер от
красно-фиолетового до фиолетового цвета. Ядра
эпидермальных клеток демонстрируют более ин-
тенсивно окрашенные хромоцентры (табл. IX,
фиг. 3, 4). Некоторые клетки в пределах неокра-
шенного ядрышкового дворика имеют хорошо
заметное фёльген–позитивное округлое тельце
(табл. IX, фиг. 5). Возможно, что оно возникло в
результате постмортальной агрегации хроматина.
В эпидермальных клетках обнаружены лейкопла-
сты. Они примыкают, в основном, к наружной
клеточной стенке. Лейкопласты небольшие, от
округлых до вытянутых в длину, характерные для
эпидермальных клеток современных представи-
телей голосеменных растений (табл. IX, фиг. 4, 6).
Дополнительное окрашивание препаратов алци-
ановым синим и гематоксилином Эрлиха выяви-
ло клеточные стенки и прилегающий внутрикле-
точный материал, окрашенный от светло- до тем-
но-синего цвета (табл. IX, фиг. 2–6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Структурно сохранившиеся побеги рода Taxo-

dium известны из верхнемеловых отложений
(Свешникова, 1967; Aulenback, LePage, 1988). В
третичный период этот род получил широкое рас-
пространение по всей Евразии и Северной Аме-
рике (Горбунов, 1955; Борсук, 1956; Дорофеев,
1976; Буданцев, 1983, 1986, 1997 и др.). Ареал так-
содиума чрезвычайно сузился в связи с климати-
ческими перестройками конца плиоцена. Вслед-
ствие раннеплейстоценовых оледенений на про-
тяжении четвертичного периода, этот род исчез в
Европе (Никитин, 1957; Дорофеев, 1976).

Впервые облиственные побеги типа T. dis-
tichum были описаны под названием Taxodites du-
bius Sternb. (Sternberg, 1838) по двум экз. из глин
лигнитовой формации Билина в Чехии. Образцы
из этих же отложений Ф. Унгер определил как
T. dubius, отнеся к нему, кроме побегов, мужские
стробилы и обломок женской шишки (Unger,

1852). В 1855 г. все находки T. dubius были отнесе-
ны О. Геером к современному роду таксодиум –
Taxodium dubium (Heer, 1855). Под таким назва-
нием он описал остатки таксодиума из Швейца-
рии, включив в диагноз характеристику побегов и
листьев. В описательной части Геер воспроизво-
дит изображения женской шишки и мужского
стробила, определенные Унгером как Taxodites
dubius (Heer, 1855). Необходимо отметить, что ис-
копаемые виды таксодиума невозможно разде-
лить по внешней морфологии облиственных по-
бегов. Поэтому большинство таких находок
обычно относят к Taxodium dubium.

Листья ископаемого T. dubium из эоценовых
отложений Западной Сибири демонстрируют
ядерный материал с неоднородной красно-фио-
летовой окраской, обусловленной наличием в
хроматине ядер дезоксирибозных остатков. При
этом неокрашенными остаются ядрышки и цито-
плазматические структуры (Chayen et al., 1953).
Получение такого образца ядер возможно с ис-
пользованием фёльген-теста при окрашивании
ткани. Мягкий кислотный гидролиз, который
происходил в окрашенных Фёльгеном препара-
тах тканей растения, вызывал отделение пурино-
вых оснований, содержащихся в молекулах ДНК,
что приводило к размазыванию альдегидных
групп дезоксирибозы. Свободные альдегидные
группы и реагент Шиффа образовали кислото-
устойчивый краситель, который выявил эпидер-
мальные клетки листьев с диффузным фёльген-
позитивным материалом в ядрах. Ядра были
окрашены в фиолетовый и красно-фиолетовый
цвета, тогда как хромоцентры были окрашены
более интенсивно.

Ранее проводилось окрашивание по Фёльгену
срезов эпидермальных клеток листьев Paramyrt-
aciphyllum agapovii Ozerov и клеток мезокарпия
плодов Paramyrtacicarpus plurilocularis Ozerov из
отложений нижнего эоцена арктической Якутии,
а также мумифицированных листьев Metasequoia
nathorstii Sveshn. из среднего эоцена арктической
Канады и фитолеймы листа Metasequoia occiden-
talis (Newb.) Chaney из раннего олигоцена Запад-
ной Сибири. Целью предыдущих исследований
явилось выявление в изучаемых образцах ДНК-
содержащих структур. Окрашивание показало со-
хранение фёльген-позитивных гетерогенно окра-
шенных ядерных структур, подобных тем, кото-
рые были обнаружены в настоящем исследова-
нии (Ozerov et al., 2006, 2020, 2021).

Окрашивание по Фёльгену является одной из
наиболее эффективных химических реакций для
обнаружения и количественного определения
внутриклеточной ДНК. Важно, что реакция
Фёльгена специфична для ДНК, при этом в ядрах
не образуются посторонние альдегидные группы;
ядрышки и цитоплазма остаются неокрашенны-
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ми одновременно (Chieco, Derenzini, 1999). Окра-
шивание по Фёльгену может вызывать пурпурное
окрашивание некоторых других природных аль-
дегидов и эластинов, однако они либо не встреча-
ются в растительной ткани, либо присутствуют в
небольших количествах, либо не влияют на ха-
рактер окрашивания (Feulgen, Voit, 1924; Chieco,
Derenzini, 1999).

Окрашивание сафранином мумифицирован-
ных листьев Metasequoia nathorstii из арктической
Канады показало, что ядра имеют очень четкие
границы и выглядят так, как будто они были за-
фиксированы до фоссилизации (Жинкина и др.,
2018; Ozerov et al., 2020). Причиной этого может
быть наличие природных клеточных танинов,
особенно тех, которые относятся к группе кон-
денсированных. Танины могут быть распределе-
ны среди других клеток, как в одиночных танино-
вых клетках, так и собраны в группы. Локализа-
ция танинов в специализированных таниновых
клетках может объяснить спорадическое сохране-
ние ядер в некоторых, но не во всех клетках.
Предполагается, что ранее находящиеся в вакуо-
лях клетки танины могут эффективно фиксиро-
вать ядро после гибели клеток и разрушения мем-
браны (Schoenhut et al., 2004; Wang et al., 2014).
Это предположение подтверждается как харак-
терным желто-коричневым танин-положитель-
ным окрашиванием тканей плодов раннеэоцено-
вого растения, относящегося к семейству мирто-
вых, после обработки хромовым ангидридом, так
и красновато-коричневым окрашиванием сафра-
нином мумифицированных листьев среднеэоце-
новой метасеквойи из арктической Канады (Oze-
rov et al., 2006, 2020). Наличие танинов в исследо-
ванном материале совпадает с наблюдениями,
проведенными на тканях ископаемых листьев
(Niklas, Brown, 1981; Wilson, Hatcher, 1988;
Schoenhut et al., 2004). Было показано, что тани-
ны ингибируют бактериальную и грибковую де-
градацию макромолекул и клеточных структур
(Bajpai et al., 2009; Ushio et al., 2013).

Цитохимические доказательства того, что
часть ДНК, вероятно, сохранилась в некоторых
ископаемых растениях, ограничены только на-
шими работами, где было показано фёльген-по-
зитивное окрашивание ядер (Ozerov et al., 2006,
2020, 2021). Однако, по крайней мере, две незави-
симые исследовательские группы выделили
ДНК, амплифицировали и секвенировали гены
хлоропластов Magnolia, Persea и Taxodium из от-
ложений миоцена Кларкии (Golenberg et al., 1990;
Soltis et al., 1992; Kim et al., 2004). Отметим, что
наличие интактных хлоропластов, сохранивших-
ся в ископаемых тканях листьев кларкии миоце-
нового возраста, было показано ранее (Nicklas
et al.,1985).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наше исследование показывает, что ДНК-дез-

оксирибозный скелет, служащий мишенью для
реагента Шиффа во время реакции Фёльгена, ча-
стично сохраняется в исследованном ископаемом
материале. В результате этого выявлены основ-
ные эпидермальные клетки листа T. dubium с
диффузным красно-фиолетовым фёльген-пози-
тивным материалом в ядрах. Это позволяет ис-
пользовать изученный материал для последую-
щего молекулярно-генетического анализа в каче-
стве матрицы для реакции ПЦР для изучения
филогенетического сродства современных и ис-
копаемых организмов.

* * *
Настоящее исследование выполнено в рамках

госзадания БИН РАН № AAA-A19-119021190031-8
“Ископаемые растения России и сопредельных
территорий: систематика, филогения, палеофло-
ристика и палеофилогения” и частично госзада-
ний БИН РАН № АААА-А18-118051590112-8,
№ АААА-А18-118042490106-6 и АААА-А18-
118040290161-3.
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О б ъ я с н е н и е  к  т а б л и ц е  I X
Фиг. 1–6. Taxodium dubium (Sternb.) Heer, экз. БИН 600/110; местонахождение Белый Яр; эоцен: 1 – отпечаток фраг-
мента побега; 2–6 – клетки листа с окрашенными клеточными стенками и прилегающим внутриклеточным материа-
лом (окрашены реактивом Шиффа, алциановым синим и гематоксилином Эрлиха): 2 – эпидермальные клетки листа
с прямыми или слегка изогнутыми антиклинальными стенками; 3, 3а – амфициклическое устьице с расположенными
на концах замыкающих клеток полярными Т-образными устьичными гребнями; 3, 4 – побочные и эпидермальные
клетки с ядрами, имеющими более интенсивно окрашенные хромоцентры; 5 – ядра с ядрышковыми двориками с
фёльген-позитивным округлым тельцем; 4, 6 – эпидермальные клетки с диффузным фёльген-позитивным материа-
лом в ядрах и с округлыми и вытянутыми лейкопластами.
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ОЗЕРОВ и др.

Feulgen Testing of the Leaf Cells Niclei
in Taxodium dubium (Cupressaceae) Eocene Tavda Flora of Western Siberia

I. A. Ozerov1, N. A. Zhinkina1, A. A. Torshilova1, E. M. Machs1, A. V. Rodionov1

1Komarov Botanical institute RAS, St. Petersburg, 197376 Russia

The article presents the results of a study of the leaf tissues of the fossil Taxodium dubium from the Eocene
tavda f lora of Western Siberia. Fuelgen testing showed the preservation in the cells heterogeneously stained
nuclear structures and small granular chromocenters. The nuclei were red-violet-stained, and the chromo-
centers were stained more intensely. This indicates the occurrence in the chromatin of aldehyde groups of the
deoxyribose and demonstrates the specific presence of the DNA. The additional staining of the preparations
with the alcian blue and Ehrlich’s hematoxylin displays the cell walls and the adjacent intracellular material
that is colored from light to dark blue.

Keywords: Taxodium, feulgen-test, Eocene, tavda f lora, Western Siberia
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