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Активные формы кислорода (АФК) 
могут быть как свободными радикала-
ми, оказывающими разрушительное дей-
ствие на клетку, так и участвовать в про-
цессах ее жизнедеятельности в качестве 
вторичных посредников. Вторичные 
посредники (мессенджеры) – это ма-
лые небелковые молекулы, выделяемые 
клеткой в ответ на воздействие первич-
ных посредников (мессенджеров), таких  
как гормоны [4, 12].

Среди экзогенных факторов, влияю-
щих на жизнедеятельность растительных 
клеток и увеличивающих выработку АФК 
наибольшее значение имеют экстремаль-
ные температуры, засуха, засоление, нако-
пление тяжелых металлов, ультрафиоле-
товое излучение и обработка различными 
химическими веществами, в том числе са-
лициловой кислотой [10]. При этом в ос-
новном увеличение уровня АФК оцени-
вается как негативное, влекущее за собой 
снижение урожайности.

В работе рассматривается ультрафио-
летовое излучение как причина изменений 
процессов клеточной жизнедеятельности 
растений – усиленной выработки АФК, 
и влияние на нее воздействия салицило-
вой кислоты и уровня антоциановых пиг-
ментов в растении. Зная механизмы воз-
действия на клетку растений различных 
факторов, можно управлять процессами, 
происходящими в ней, найти способы по-
вышения ее продуктивности, что может 
быть использовано в растениеводстве.

В качестве объекта проводимых ис-
следований взяты различные сорта бази-
лика («Тонус», «Арарат», «Робин Гуд»).

гипотеза: Уровень активных форм кис-
лорода в листьях базилика с более высоким 
содержанием эндогенных веществ феноль-
ной природы (антоцианов) или обработан-
ных экзогенной салициловой кислотой бу-
дет ниже.

цель данной работы – исследовать из-
менение уровня активных форм кислорода 
(пероксида водорода и супероксидного ани-

он-радикала) в базилике различных сортов 
под действием УФ-В облучения в зависи-
мости от содержания эндогенных соедине-
ний фенольной природы (антоцианов) и эк-
зогенной обработки салициловой кислотой. 

Для реализации данной цели были по-
ставлены следующие задачи:

1. По литературным данным изучить 
понятие «активные формы кислорода», 
а также основные их свойства и роль в жиз-
недеятельности растений.

2. Исследовать изменение содержания 
пероксида водорода и супероксидного ани-
он-радикала в листьях различных сортов 
базилика, отличающихся уровнем антоциа-
новых пигментов.

3. Изучить влияние обработки салици-
ловой кислотой на изменение уровня перок-
сида водорода в листьях базилика при УФ-В 
облучении.

4. Найти применение результатом ис-
следования в сельском хозяйстве.

Исследование проводилось с примене-
нием метода спектрофотометрии, для об-
работки и оценки результатов применялись 
статистические методы, методы сравнения 
и группировки данных. 

В ходе работы были проанализиро-
ваны учебные, практические, исследова-
тельские материалы, монографии и ста-
тьи авторов Махдавиан К., Горбанли М., 
Калантари X.М., Меньщиковой Е.Б., 
Сибгатуллиной Г.В., Хаертдиновой Л.Р., 
Гумеровой Е.А., Акуловой А.Н., Костю-
ковой Ю.А., Никоноровой Н.А., Румянце-
вой Н.И., Полесской О.Г., Тарчевской И.А., 
Таракановой И.Г., Яковлевой О.С., Федоро-
вой Ю.Н., Ковалева А.И., Чупахиной Г.Н., 
Масленниковой П.В.

личный вклад автора исследования. 
Под руководством научного руководителя 
автор лично осуществлял эксперименты по 
изучению АФК в клетках растений на базе 
лаборатории Института живых систем БФУ 
им. И. Канта, самостоятельно выполнял те-
оретические исследования, а также обра-
ботку и представление результатов.
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Исследование влияния различных 

факторов на уровень содержания АФк 
в растительных клетках

представление об активных формах 
кислорода

Когда кислород находится в основном 
состояние, он стабилен, не реагирует спон-
танно с другими макромолекулами. Это 
происходит потому, что его основная форма 
(3О2) в атмосфере находится в триплетном 
состояние. Но у аэробных организмов мно-
гие процессы протекают с образованием 
так называемых активных форм кислорода 
(АФК), которые обладают высокой реакци-
онной способностью. К активным формам 
кислорода относят производные кислорода 
радикальной природы: супероксид анион-
радикал (О2

•-), гидроперекисный радикал 
НО2

•, гидроксил-радикал НО•, и его реак-
тивные производные – перекись водорода 
Н2О2, синглетный кислород 1О2. Наиболь-
шая концентрация АФК среди всех эука-
риот наблюдается у растений (в их мито-
хондриях около 250 мкМ, в то время, когда 
у млекопитающих лишь 0,1 мкМ), так как 
они неподвижны и находятся под непре-
рывным влиянием изменений окружающей 
среды и осуществляют оксигенный фото-
синтез. Примерно 1 % всего кислорода, по-
глощаемого растением, расходуется на об-
разование его активных форм [19].

Ученые доказали, что существует ряд 
полезных функций активных форм кисло-
рода, в том числе и в явлениях онтогенеза – 
АФК и продукты окислительной модифи-
кации биомолекул, образующиеся под их 
воздействием, могут играть роль вторичных 
мессенджеров в сигнальной трансдукции 
в геном, за счет их окисления редокс-чув-
ствительных белков.

Самая изученная из всех активных форм 
кислорода – Н2О2. Это объясняется ее отно-
сительной стабильностью. Известно, что 
перекись водорода способна влиять на уни-
версальный механизм регуляции и сигнали-
зации растительной клетки [19]. В исследо-
вание определялись следующие активные 
формы кислорода: супероксид анион-ради-
кал и пероксид водорода.
воздействие ультрафиолетового излучения 

и салициловой кислоты на растения
Ультрафиолетовое излучение (ультра-

фиолетовые лучи, УФ-излучение) – это не-
видимое глазом электромагнитное излуче-
ние, представленное 3 видами волн. Лучи 
короткой волны даже в самых маленьких 
дозах губительно действуют на растения. 
Лучи средней длины, составляющие немно-
гим больше 10 % от общего ультрафиолета, 

считаются очень полезными для растений. 
Длинноволновые составляют 20 % от их об-
щего количества, легко проникают внутрь 
листовых клеток, оказывают разнообраз-
ное полезное действие в жизненном цикле 
растений, способствуют накоплению вита-
минов, стимулируют фотосинтетические 
процессы. Некоторые виды уф-излучения 
способны повышать уровень активных 
форм кислорода в растениях.

Для проведения экспериментов было 
применено воздействие ультрафиолетово-
го излучения средневолнового диапазона. 
Наибольший интерес, требующий практи-
ческого подтверждения, вызывает утверж-
дение о том, что облучение средневолно-
вым ультрафиолетом служит для растений 
стрессовым фактором и может приводит 
к интенсивному образованию АФК.

Салициловая кислота (бесцветные 
кристаллы) представляет собой 2-гидрок-
сибензойную или фенольную кислоту, 
С7Н6О3 = С6Н4(ОН) – СО2Н, хорошо 
растворима в этаноле, диэтиловом эфире 
и других полярных органических раствори-
телях, плохо растворима в воде [12, 14, 17]. 
Данное соединение широко распростране-
но в природе (например, в цветах спиреи, 
в ивовой коре(Salix L.), салициловая)

Салициловая кислота является естествен-
ным индуктором термогенезиса, цветения 
длиннодневных и короткодневных растений. 
Она участвует в сигнальной регуляции ген-
ной экспрессии в ходе старения листьев [12, 
14, 17]. В данном научно-практическом ис-
следовании также используется салициловая 
кислота как фактор, тормозящий влияние уль-
трафиолетового излучения на растение. 

Роль антиоксидантов и антоцианов 
в создании АФк в клетках растений
Многие органические и неорганические 

вещества, находясь в атмосфере с кислоро-
дом, окисляются. 

Антиоксиданты – это вещества, кото-
рые в малых концентрациях способны за-
медлить или предотвратить окислительные 
процессы [3].

Причины любых процессов окисления, 
в том числе происходящих в человеческом 
организме, – это свободные радикалы – части-
цы, имеющие свободные электроны [3]. Такие 
электроны разрушают клеточную структуру, 
«вытягивая» себе пару из структуры прочих 
атомов. В свою очередь, электроны повреж-
денных атомов также находят себе пару, тем 
самым, разрушая соседствующие клетки, по-
этому окисление органических веществ про-
исходит в основном по цепному механизму, 
а антиоксиданты – это те вещества, которые 
обрывают эту цепь [5, 19].
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Антоцианы являются природными кра-

сителями растений [15]. Они придают, яго-
дам, листьям и цветкам стеблям и корням 
самые разнообразные оттенки от розового 
до черно-фиолетового.

Защита веществ и структур в клетках 
листа от действия оптического излучения 
может быть возможна в результате синтеза 
антоцианов, обладающих фотозащитным 
действием, а также при образование в рас-
тениях в ответ на действие высокой интен-

сивности видимого света, УФ радиации. 
Антоцианы обеспечивают экранирование 
в зеленой и оранжевой областях, в которых 
листья достаточно прозрачны для света.

Результаты исследования воздей-
ствия факторов на уровень АФк в ли-
стьях различных сортов базилика (Ocimum 
basilicum L.)

Во время эксперимента было измерено 
количество антоциановых пигментов в раз-
личных сортах базилика.

таблица 1
Содержание антоциановых пигментов в листьях различных сортов базилика  

(Ocimum basilicum L.)

Сорт базилика Цвет листьев Содержание антоцианов, мг/г
Тонус зеленый 0,393 ± 0,08

Арарат синевато-зеленый 1,178 ± 0,25
Робин Гуд фиолетовый 7,709 ± 0,69

таблица 2
Уровень пероксида водорода в листьях базилика, подвергнутых УФ-В облучению

Сорт базилика Содержание пероксида водорода, мкмоль/г
Без УФ-облучения

(контроль)
Сразу после УФ-облучения Через 30 мин после  

УФ-облучения
Тонус 3,31 ± 0,17 8,06 ± 0,40 7,50 ± 0,38

Арарат 8,13 ± 0,57 8,14 ± 0,33 6,54 ± 0,26
Робин Гуд 7,86 ± 0,31 7,94 ± 0,32 7,42 ± 0,30

таблица 3
Уровень супероксидного анион-радикала в листьях базилика,  

подвергнутых УФ-В облучению

Сорт базилика Содержание супероксидного анион-радикала, мкмоль/г
Без УФ-облучения

(контроль)
Сразу после УФ-облучения Через 30 мин после  

УФ-облучения
Тонус 1,13 ± 0,057 0,79 ± 0,040 1,06 ± 0,053
Арарат 1,05 ± 0,063 0,93 ± 0,056 0,98 ± 0,059

Робин Гуд 1,24 ± 0,062 1,19 ± 0,060 1,21 ± 0,061

таблица 4
Содержание пероксида водорода в листьях базилика (Ocimum basilicum L.) сорта Тонус, 

обработанных раствором салициловой кислоты и подвергнутых УФ-В облучению

Варианты опыта Содержание пероксида водорода, мкмоль/г
Без УФ-облучения

(контроль)
Сразу после УФ-облучения Через 30 мин после  

УФ-облучения
- СК 3,61 ± 0,25 6,43 ± 0,45 6,32 ± 0,44

+ СК (100 мкМ) 10,63 ± 0,42 10,27 ± 0,41 3,45 ± 0,14
+ СК (500 мкМ) 11,61 ± 0,70 6,38 ± 0,38 5,37 ± 0,32
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Описание и оценка результатов 
проведения лабораторных исследований 

по формированию АФк  
в растительных клетках

Объекты и методы исследования АФк 
в растениях 

В качестве объекта исследования ис-
пользовали листья трех сортов базилика 
душистого (Ocimum basilicum L.): Тонус 
(зеленые листья), Арарат (синевато-зеленые 
листья) и Робин Гуд (фиолетовые листья). 
Листья использованных сортов, отличались 
содержанием в них антоциановых пигмен-
тов. В экспериментах использовали расте-
ния, выращенные в одинаковых условиях 
и одинакового возраста (45 суток после по-
садки). Образцы растений были предостав-
лены сотрудниками Лаборатории природ-
ных антиоксидантов БФУ им. И. Канта.

Для исследования влияния ультрафи-
олетового света на накопление активных 
форм кислорода (пероксида водорода и су-
пероксидного анион-радикала) листья рас-
тений базилика облучали с помощью уль-
трафиолетовой лампы Philips 40W/12RS, 
в течение 5 минут, что соответствовало 
дозе облучения 4,5 кДж/м2 (спектр излу-
чения: 275-365 нм, пик излучения: 315 нм, 
мощность лампы: 40 Вт, мощность UV-B: 
4,5 Вт). Анализ на содержание в листьях 
пероксида водорода и супероксидного ани-
он-радикала проводили до облучения (кон-
троль), сразу после облучения и через 30 
минут после облучения.

Для исследования роли салициловой 
кислоты при воздействии на растения УФ-В 
излучения листья растений базилика со-
рта Тонус выдерживали в течение 24 часов 

в растворах салициловой кислоты с концен-
трацией 100 мкМ и 500 мкМ. В качестве 
контроля использовали растения, выдер-
жанные на дистиллированной воде. Затем 
растения подвергали УФ-В облучению как 
описано выше.

Базилик (Ocimum basilicum L.) – одно-
летнее растение, в листьях которого содер-
жится высокий уровень феноловых кислот, 
в частности розмариновой кислоты, являю-
щейся одним из наиболее активных антиок-
сидантов, кофейной кислоты, рутина, вита-
мина С (до 120 мг %), каротиноидов [1, 2, 9, 
16], смотри приложение.

Методы. Метод определения перокси-
да водорода основан на окислении ионов 
железа Fe+2 перекисью водорода до ионов 
железа Fe+3, которые образуют окрашенные 
соединения с ксиленоловым оранжевым. 
Содержание пероксида водорода определя-
ли спектрофотометрически согласно мето-
дике [8]. 

0,5 г растительной ткани растирали 
с 5 мл сильно охлажденного ацетона в хо-
лодной ступке холодным пестиком. Полу-
ченный гомогенат центрифугировали 10 
мин при 12 000 g. Супернатант использова-
ли для анализа. В пробирки вносили равные 
объёмы полученной вытяжки и реактива 
ксиленолового оранжевого, обычно брали 
2,0 мл вытяжки и 2,0 мл реактива ксиле-
нолового оранжевого. Контрольная проба 
содержала 2,0 мл чистого ацетона и 2,0 мл 
реактива ксиленолового оранжевого.

Пробы выдерживали 45 мин при комнат-
ной температуре. Прореагировавшую смесь 
центрифугировали в течение 5 мин при 
10 000 g. Далее проводили измерение опти-
ческой плотности при длине волны 560 нм.

Рис. 1. Гомогенизированные и центрифугированные экстракты
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Построение калибровочной кривой. Далее 
готовили сток-раствор перекиси водорода (1 
мкл 3 % перекиси разводили в 10 мл ацетона). 
Затем составили растворы перекиси водорода 
различной концентрации (см. табл. 5).

К растворам перекиси водорода с из-
вестной концентрацией добавляли реак-
тив ксиленоловый оранжевый и проводили 
измерения, как описано ранее. По полу-
ченным данным строили калибровочную 
кривую в координатах оптическая плот-
ность–концентрация перекиси водорода. 

Для расчета содержания перекиси водо-
рода (мкмоль/г) использовали формулу: 

   (1) 

где С – содержание Н2О2, мкмоль/г, 
К – концентрация Н2О2 (определяется по ка-
либровочной кривой), нг/мл, 
V – общий объём экстракта, мл, 
X – разведение (отношение количества вне-
сенного образца к общему объёму реакци-
онной смеси), 
m – масса сырой навески, г, 
880 – коэффициент перевода нг в мкмоль.

Генерацию супероксидного анион-ра-
дикала определяли методом, в основе ко-
торого лежит способность этого радикала 
окислять адреналин в адренохром. Анализ 
проводили согласно [21].

Навески листьев (300 мг) гомогенизиро-
вали в 15 мл дистиллированной воды, затем 
гомогенат центрифугировали 15 мин при 
4000 g. К 3 мл супернатанта добавляли 100 
мкл 0,01 % раствора адреналина и инкуби-
ровали 45 мин при комнатной температуре 
на свету. Сразу после инкубации измеряли 
оптическую плотность образовавшегося 
адренохрома против гомогената с водой на 
спектрофотометре при длине волны 480 нм. 

Содержание супероксидного анион-ра-
дикала рассчитывали по формуле:

 
310 ,D V kC

m E

−× × ×=
×

  (2) 

где С – содержание O2
.-, мкмоль/г, 

V – общий объём экстракта, мл, 
m – масса сырой навески, г, 
k – коэффициент цветности экстракта (0,1-0,5),
E – коэффициент молярной экстинкции 
(4020 M-1cм-1).

Для определения антоцианов брали на-
веску свежих листьев 0,2 – 1 г, растирали 
в фарфоровой ступке со стеклянным или 
кварцевым песком и 10 мл 1 %-ного рас-
твора соляной кислоты. Растирание мате-
риала в ступке проводили до получения 
гомогенного раствора. Далее гомогенат 
центрифугировали в течение 30 – 45 минут 
при 4500 об/мин. Содержание суммы анто-
цианов рассчитывали по формуле с приме-
нением удельного показателя поглощения 
цианидин-3,5-дигликозида в 1 %-ном во-
дном растворе соляной кислоты (453). По-
глощение данных пигментов определяли на 
спектрофотометре при длине волны 510 нм. 
Для внесения поправки на содержание зеле-
ных пигментов П.В. Масленниковым пред-
ложено определять оптическую плотность 
полученных экстрактов при 657 нм [18].

Содержание антоцианов рассчитывали 
по формуле:

   (3)

где X – концентрация суммы антоцианов 
( %);
D510 – оптическая плотность раствора при 
длине волны 510 нм;
D657 – оптическая плотность раствора при 
длине волны 657 нм;
V – объем экстракта;
Е – удельный показатель поглощения ци-
анидин-3,5 дигликозида при длине волны 
510 нм в 1 %-ном водном растворе соляной 
кислоты, равный 453;
А – масса сырья.

Все экспериментальные данные были 
обработаны статистически. В таблицах и на 

таблица 5
Данные для изготовления растворов

Концентрация пероксида водорода, 
нг/мл

Количество сток-раствора, 
мкл

Количество растворителя, 
мкл

1500 1000 1000
750 500 1500
600 400 1600
400 270 1730
350 200 1800
250 100 1900
0 0 2000
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графиках представлены средние арифмети-
ческие значения с указанием стандартных 
отклонений. Достоверность различий опре-
деляли по t-критерию при n = 3, p = 0.95.

Оценка содержания антоцианов 
и влияние уФ-в облучения на уровень 
активных форм кислорода в листьях 

базилика различных сортов
В ходе работы проводили определение 

содержания антоциановых пигментов, при-
дающих различную окраску листьям (от ро-

зовой до насыщенно фиолетовой). Результа-
ты представлены в табл. 6.

Как видно из представленных в табл. 6 
данных максимальное содержание антоци-
анов было в листьях базилика сорта Робин 
Гуд, минимальное – сорта Тонус. Листья 
сорта Робин Гуд характеризовались интен-
сивной фиолетовой окраской, которая как 
и была связана с высоким уровнем антоци-
ановых пигментов в листьях базилика дан-
ного сорта.

таблица 6
Содержание антоциановых пигментов в листьях различных сортов базилика  

(Ocimum basilicum L.)

Сорт базилика Цвет листьев Содержание антоцианов, мг/г
Тонус зеленый 0,393 ± 0,08

Арарат синевато-зеленый 1,178 ± 0,25
Робин Гуд фиолетовый 7,709 ± 0,69

Рис. 2. Уровень пероксида водорода в листьях базилика, подвергнутых УФ-В облучению

Рис. 3. Уровень супероксидного анион-радикала в листьях базилика, подвергнутых УФ-В облучению
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Исследовали влияние УФ-облучения на 
уровень пероксида водорода и супероксид-
ного анион-радикала в листьях базилика 
различных сортов, отличающихся различ-
ным содержанием антоцианов. Результаты 
по содержанию пероксида водорода пред-
ставлены на рис. 2. Из рис. 2 видно, что 
растения сортов Арарат и Робин Гуд отли-
чались более высоким исходным уровнем 
пероксида водорода, однако после УФ-
облучения уровень Н2О2 в листьях растений 
данных сортов или не изменялся, или даже 
снижался, в отличие от сорта Тонус (низкий 
уровень антоцианов).

В листьях растений данного сорта после 
УФ-облучения наблюдалось увеличение со-
держания пероксида водорода практически 
в 2 раза. Результаты по определению супе-
роксидного анион-радикала представлены 
на рис. 3. 

В сорте Тонус уровень супероксидного 
анион-радикала сначала снижался (сразу 
после облучения), а затем возрастал до ис-
ходного уровня. В сортах с более высоким 
содержанием антоцианов (Арарат и Робин 
Гуд) статистического изменения в содер-
жании супероксидного анион-радикала при 
УФ-облучении выявлено не было.

Роль салициловой кислоты 
в формировании окислительного  

стресса в растениях базилика  
при уФ-в-облучении

Для исследования возможной защитной 
роли салициловой кислоты при воздействии 
на растения УФ-В-облучения растения ба-
зилика сорта Тонус обрабатывали раствора-
ми салициловой кислоты в концентрациях 
100 и 500 мкМ. Результаты эксперимента 
представлены на рис. 4.

Из рис. 4 видно, что в листьях базилика, 
обработанных раствором салициловой кис-
лоты, содержание пероксида водорода было 

выше, по сравнению с контрольными расте-
ниями. При облучении растений УФ-светом 
в контрольных растениях содержание пе-
роксида водорода увеличивалось практиче-
ски в 2 раза, в то время как в листьях расте-
ниях, обработанных салициловой кислотой 
уровень пероксида водорода снижался при 
облучении.

заключение
В научно-практической работе были из-

учены различные факторы, влияющие на 
содержание АФК. Это такие факторы, как 
УФ-излучение, содержание антоцианов, 
влияние экзогенной салициловой кислоты. 
В качестве объектов исследований приме-
нены различные сорта базилика («Тонус», 
«Арарат», «Робин гуд»).

При облучении объекта УФ-светом на-
блюдается увеличение уровня пероксида 
водорода, затем через 30 минут происхо-
дит спад количества H2O2 в листьях. Наи-
большее содержание пероксида водорода 
наблюдается в базилике сорта «Арарат» 
(8,14 мкмоль/г) сразу после облучения. Уро-
вень супероксидного анион-радикала после 
облучения сперва понижается, а затем по-
вышается, не достигая первоначального 
(до облучения) уровня. Самое высокое его 
содержание – 1,24 мкмоль/г – наблюдается 
в базилике сорта «Арарат».

Наибольшее количество пероксида во-
дорода содержится в базилике «Тонус» – 
11,61 мкмоль/г. 

При облучении ультрафиолетом ли-
стьев, предварительно обработанных са-
лициловой кислотой, уровень АФК (пе-
роксида водорода) снижается, как сразу 
(с 10, 632 мкМ до 10,274 мкМ (уровень 
СК 100 мкМ) и с 11,61 мкМ до 6,382 мкМ 
(при СК 500 мкМ)), так и по прошествии 
получаса (до 3,454 мкм (СК 100 мкМ) и до 
5,372 мкМ (СК 500 мкМ).

Рис. 4. Содержание пероксида водорода в листьях базилика (Ocimum basilicum L.) сорта Тонус, 
обработанных раствором салициловой кислоты и подвергнутых УФ-В облучению
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По итогам проведенного исследования 

пришли к выводу о том, что содержание пе-
роксида водорода можно рассматривать как 
определенный сигнал для клетки по запу-
ску защитных механизмов (например, для 
синтеза антиоксидантных ферментов) при 
воздействии на растения неблагоприятных 
факторов.

Знания о различных воздействиях ис-
следуемых факторов могут быть примене-
ны для развития сельского хозяйства Рос-
сийской Федерации в различных природных 
зонах с их аграрными спецификами.
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