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Цифровой метод оЦенки 
плодовитости лягушек на примере 

Rana tempoRaRia

УДК 574.3+57.087.3

Ключевые слова:
Rana temporaria 
устройство для 
фотографирования 
кладок икры 
цифровой анализ 
фотографий 
оценка плодовитости 

Аннотация: Разработано устройство для фотографирования кладок икры 
лягушек в полевых условиях. Полученное изображение импортировали 
в среду векторного графического редактора CorelDRAW X6, где с 
помощью соответствующих процедур устанавливали число яиц в кладке. 
Предлагаемый способ позволяет с минимальными затратами времени 
и с достаточно высокой точностью производить оценку плодовитости 
бесхвостых земноводных на большом количестве кладок икры. При этом 
нарушения целостности кладок и повреждения слизистых оболочек яиц не 
происходит.
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Введение
Оценка характеристики «плодовитость» 

или «рождаемость» является важнейшим 
этапом и начальным звеном любых иссле-
дований в области популяционной экологии. 
Самки подавляющего числа видов бесхвос-
тых земноводных умеренной климатической 
зоны ежегодно откладывают единственную 
и компактную порцию яиц, и их количество 
в кладке соответствует величине реальной 
плодовитости данной самки. Следовательно, 
задача состоит в том, чтобы подсчитать ко-
личество икринок в кладках с точностью, до-
статочной для поставленных целей исследо-
вания конкретной популяции. Варианты су-
ществующих способов оценки плодовитости 
состоят в том, чтобы сократить трудоемкость 
и минимизировать затраты времени на про-
цедуры, которые необходимо проделывать 
(см., например, Bohenek, Resetarits, 2017).

Цель настоящей работы – представление 
метода, не нарушающего целостность икря-
ного комка и максимально упрощающего 
процедуру подсчета икринок в кладках лягу-
шек в полевых условиях.
Материалы

Кладки икры, всего 49 шт., взяты из ре-
продуктивных водоемов в период массово-
го икрометания травяной лягушки. Возраст 
кладок составлял 1–3 дня. За это время сту-
денистые оболочки яиц набухали, сцепле-
ние между ними ослабевало, а развитие 
эмбрионов не шло дальше формирования 
у них нервной трубки (стадия 16 по Терен-
тьеву, 1950). В таком состоянии комки икры 
удобно помещать в узкие емкости, не де-
формируя при этом студенистые оболочки и 
не травмируя эмбрионы.
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Традиционные методы исследований
Очевидны простота и точность поштучно-

го пересчета икринок в кладке, однако этот 
способ имеет два недостатка. Во-первых, 
он требует значительных затрат времени. В 
одном из предшествующих экспериментов 
мы провели хронометраж работы группы 
учетчиков из трех человек: двое последова-
тельно отделяли от кладки небольшие пор-
ции и подсчитывали в них икринки, а третий 
записывал результаты счета и суммировал 
их. Время на подсчет икринок в одной клад-
ке, в зависимости от ее состояния (степень 
набухания слизистых оболочек) и объема 
(от 930 до 1611 икринок в одной кладке), за-
нимало от 12 до 20 минут.

Второй, более существенный недостаток 
заключается в неизбежном полном разру-
шении кладки и повреждении слизистых 
оболочек в процессе подсчета. Последствия 
могут быть фатальными для эмбрионов, и 
возвращение такой икры в репродуктивный 
водоем бессмысленно. В итоге данный спо-
соб оказывается совершенно непригодным 
в случае работы, например, с кладками икры 
редких видов земноводных или слишком 
трудоемким, когда требуется произвести 
подсчет яиц в большом количестве кладок.

Усовершенствованием метода ручного 
пересчета послужило сплющивание комка 
икры с помощью двух прозрачных пластико-
вых контейнеров. Кладку помещали на дно 
одного и плавно прижимали сверху дном 
второго контейнера, добиваясь распределе-
ния икринок в один слой. Небольшие клад-
ки икры Ambyostoma maculatum помещали 
целиком, но крупные икряные массы Rana 
sylvatica приходилось разделять на несколь-
ко порций. Разлиновка на дне верхнего кон-
тейнера облегчала подсчет и позволяла по-
вышать его точность (Karraker, 2007). Физи-
ческие повреждения эмбрионов и слизистых 
оболочек были невелики, и после пересчета 
икру возвращали в водоем.

Широко и издавна применяется объем-
ный метод оценки, когда измеряют объем 
всей кладки и объем отделенной от кладки 
порции с определенным числом икринок, 
а затем путем пересчета на общий объем 
кладки получают количество яиц, выметан-
ных одной самкой (Щупак, 1970; Cooke, 1975; 
Ляпков, 2003; Räsänen et al., 2008 и мн. др.). 
Вариантом является метод весовых проб, 
когда определяют не объем, а вес кладки и 
ее фрагмента с установленным количеством 
икринок (Loman, 2001). Объем устанавлива-

ют, используя мерные цилиндры, и по за-
вершении процедуры кладку икры возвра-
щают на место. Время, затрачиваемое на 
обработку, зависит от диаметра цилиндра, 
используемого для определения объема 
всей кладки. В нашем эксперименте отделе-
ние от кладки и подсчет 100 икринок, опре-
деление объема этой пробы и объема всей 
кладки занимало 7–12 минут при диаметре 
мерного цилиндра 45 мм или 4–6 минут при 
диаметре 90 мм.

В. Г. Ищенко (2008) обратил внимание на 
существенные различия между значения-
ми плодовитости, полученными объемным 
методом, и истинной плодовитости, опре-
деленной прямым пересчетом яиц в клад-
ке. Мы рассчитали эту разницу, обработав 
двумя способами 29 комков икры травяной 
лягушки (Кутенков, 2013). Отклонение рас-
четных величин от полученных при поштуч-
ном пересчете составляло от –20 до +30 %, 
однако при усреднении значение отклоне-
ния составило всего 3–7 % в зависимости от 
диаметра мерного цилиндра.

А. Хаапанен (Haapanen, 1982) приме-
нил следующий способ. Взятую из водоема 
кладку травяной лягушки распределяли по 
разлинованному фону так, чтобы икринки 
образовали один слой. После фотографиро-
вания и печати фотографий (работа прове-
дена в 1960-е годы) рассчитывали плотность 
размещения икринок и, с учетом занимае-
мой кладкой площади, устанавливали их 
суммарное количество. Трудоемкость такого 
способа в те годы очевидна, однако несо-
мненным преимуществом являлось то, что 
работа в поле занимала немного времени 
и не требовала дополнительного оборудо-
вания – только фотоаппарат и палетка. Все 
дальнейшие процедуры – проявка, печать, 
подсчет – неспешно осуществлялись в ком-
фортной обстановке.

В последнее время исследователи стали 
использовать преимущества компьютерной 
техники и цифровой фотографии в целях со-
кращения времени на процедуру подсче-
та. На четырех видах североамериканских 
земноводных (Ambyostoma maculatum, Hyla 
chrysoscelis, Lithobates (Rana) sylvaticus и L. 
pipiens), откладывающих компактные ша-
рообразные порции икры, была отработа-
на методика автоматического подсчета ве-
личины кладки по фотографиям (Bohenek, 
Resetarits, 2017; Moraga, Pervin, 2018).

В одном случае кладку доставляли в ла-
бораторию и распределяли икру в один слой 
в большом часовом стекле. Затем ее фото-
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графировали с помощью специально обо-
рудованного копировального штатива с под-
светкой и с зафиксированной фотокамерой. 
Во втором случае кладку фотографировали 
прямо в поле, используя описанное выше 
приспособление из двух пластиковых сосу-
дов, после чего ее возвращали в водоем (вся 
процедура занимала около 30 сек.).

Дальнейшую процедуру автоматического 
подсчета яиц осуществляли по общей схеме. 
Фотографию икряной массы импортировали 
в среду программы обработки изображений 
ImageJ (создана для нужд микробиологии 
и биологии клетки). Добиваясь наивысшего 
качества изображения и производя оконча-
тельный подсчет, осуществляли многосту-
пенчатый процесс с использованием до 33 
команд. Контролем (или теоретическим зна-
чением) служил поштучный пересчет яиц, 
присутствующих на тех же тщательно обра-
ботанных изображениях кладок. Для этого 
использовали компьютерную программу 
подсчета с помощью многоточечной функ-
ции либо ручной счетчик для визуального 
счета на множественных подвыборках.

В процессе компьютерной обработки 
основные усилия авторов были направле-
ны на достижение высокого уровня качества 
изображения каждой икряной массы: ликви-

дация «шумов» фона, бликов и отражений, 
удаление лишних объектов определенных 
размеров и т. д. В конце выясняли степень 
согласованности результатов автоматиче-
ского и «ручного» пересчетов. На разных ви-
дах получаемая средняя разница величины 
кладки составляла -2.6...+23.8 %, а значения 
коэффициента корреляции оказывались в 
пределах 0.75–0.99 (p < 0.001). 
Оригинальные методы исследований

Изготовлена конструкция из стекла в фор-
ме параллелепипеда (рис. 1). Размеры ем-
кости: высота 15 см, длинa 26 см, ширина 
2.5 см, расстояние между широкими стен-
ками 2 см, внутренний объем 975 мл. Про-
порции подобрали с таким расчетом, чтобы 
туда помещалась вся кладка целиком (пред-
варительно установили, что объем набухшей 
кладки травяной лягушки не превышал 910 
мл), а икринки внутри прибора располага-
лись в 1–2 слоя по вертикали. При этом усло-
вии и благодаря упругим слизистым оболоч-
кам яйца редко заслоняют друг друга.

На погружение одной кладки в емкость 
тратили от 10 до 40 секунд в зависимости 
от степени набухания слизистых оболочек 
икринок, еще примерно 15 секунд уходило 
на съемку цифровой фотокамерой «с рук».

Рис. 1. Внешний вид устройства для фотографирования кладки икры лягушек 
Fig. 1. The appearance of the device to photograph frogs’ spawn clutches 
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Используя любой соответствующий ком-
пьютерный редактор, полученное цветное 
изображение следует перевести в черно-

белый формат, увеличив затем яркость и 
контрастность (рис. 2). 

Рис. 2. Вид кладки икры, помещенной в сосуд, в цветном (слева) и черно-белом (справа) изображении 
Fig. 2. A view of the spawn clutch in the vessel in color (left) and black and white (right) image 

Дальнейшую процедуру осуществляли 
после импорта файла с изображением клад-
ки икры в среду векторного графического 
редактора CorelDRAW X6 (рис. 3). Нажатием 
правой кнопкой мыши на изображение вы-
зывали меню, где выбирали «Трассировка 
абрисом», затем «Изображение низкого ка-
чества» (рис. 4). Далее с помощью бегунка в 
разделе «Деталь» выполняли приближение 
изображения и выравнивали степень дета-
лизации до того момента, когда на нижнем 

изображении оставались хорошо видимыми 
только икринки (рис. 5). После этого здесь 
же, в разделе «Кривые», отображается чис-
ло ограниченных векторных объектов (рис. 
6), в нашем случае это количество икринок, 
обнаруженное на фотографии кладки. Серые 
области перехода тонов в данном случае не 
учитываются, так как программа рассматри-
вает их как часть фона из-за близкого по от-
тенку серого цвета. 

Рис. 3. Изображение кладки икры, импортированное в пакет CorelDRAW X6 
Fig. 3. An image of the spawn clutch, uploaded into CorelDRWA X6 software
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Рис. 4. Процедура «трассировка абрисом», выбор «изображение низкого качества» 
Fig. 4. "Trace Bitmap" procedure, "Low Quality Image" has chosen

Рис. 5. Использование раздела «Деталь» для выравнивания степени детализации на приближенном 
изображении. Красная стрелка указывает на бегунок 

Fig. 5. The usage of the division "Detail" to flatten the rate of itemization on a zoomed image. The roller is 
marked with red arrow
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Рис. 6. Результат подсчета количества икринок находится в разделе «Кривые» (указан стрелкой) 
Fig. 6. The result of counting the number of ova is in the "Curves" division (marked with arrow)

Кладки икры травяной лягушки приноси-
ли в лабораторию, где каждую из них сна-
чала фотографировали в нашем устройстве, 
затем определяли количество икринок ме-
тодом объемных проб и, наконец, делали 
поштучный пересчет. Анализ изображений 
кладок в графическом редакторе проводили 
позже, в удобное время. Статистическая об-
работка полученных результатов выполнена 
в среде MS Exel с использованием общепри-
нятых алгоритмов (Ивантер, Коросов, 2011).

Сравнивали результаты применения трех 
способов оценки величины кладок (в скобках 
даны аббревиатуры, используемые в после-
дующем тексте). Контролем считали поштуч-
ный пересчет (ПП). С контролем сравнивали 
результаты предлагаемого метода оценки с 
помощью векторного графического редак-
тора CorelDRAW X6 (ВГР) и данные, получен-
ные методом объемных проб с использова-

нием мерного цилиндра диаметром 90 мм и 
с ценой деления 100 мл (МОП).

В выборке из 49 комков икры среднее чис-
ло яиц в кладке при разных способах оценки 
составило: ПП — 1016 ± 45 шт., ВГР — 1025 
± 41 шт. и МОП — 1053 ± 47 шт. Диапазон 
отклонений от контроля числа яиц в клад-
ках нашей выборки находился в пределах от 
–291 до +108 (в среднем +9) шт. при оценке 
с помощью ВГР и от –253 до +357 (в среднем 
+37) шт. при оценке с помощью МОП. В про-
центном выражении это составило от –14 до 
+12 %, в среднем –2 % (ВГР) и от –20 до +33 
%, в среднем +4 % (МОП) от величины кон-
кретной кладки. Диапазон выявленных зна-
чений плодовитости и графики зависимости 
величин кладок, полученных способами ВГР 
и МОП, от контрольного поштучного пере-
счета приведены на рис. 7 и 8.
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Рис. 7. Соотношение количества яиц в 49 кладках икры R. temporaria, полученное при поштучном 
пересчете (ПП) и с использованием векторного графического редактора (ВГР) (rs = 0.98, p < 0.0001)
Fig. 7. Relationship between the number of ova in 49 clutches of  R. temporaria estimated using manual 

counting (ПП) and   vector graphic editor software (ВГР) (rs = 0.98, p < 0.0001)

Рис. 8. Соотношение количества яиц в 49 кладках икры R. temporaria, полученное при поштучном 
пересчете (ПП) и методом объемных проб (МОП) (rs = 0.92, p < 0.0001)

Fig. 8. Relationship between the number of ova in 49 clutches of  R. temporaria estimated using manual 
counting (ПП) and   bulk sampling method (МОП) (rs = 0.92, p < 0.0001)
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Отмечаем очень высокую степень согла-
сованности оценок плодовитости, вырази-
вшуюся в значениях коэффициентов ранго-
вой корреляции. Однако, как следует из при-
веденных графиков, зависимость в случае с 
ВГР оказывается более тесной.

Оценку различий результатов подсчета 
разными способами провели с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа 
(влияющий фактор – способ подсчета, кон-
троль – поштучный пересчет). Различия с 
контролем оказались недостоверными: зна-
чения F-критерия составили при оценке с 
помощью ВГР 0.019, при МОП — 0.327 (F0.05 
= 3.9).

Данные статистики, таким образом, пока-
зывают, что результаты поштучного пересче-
та икринок в каждой кладке и полученные 
при оценке с помощью графического редак-
тора достаточно близки.

Возможные причины отклонений числа 
яиц (кроме вполне вероятных ошибок при 
ПП: повторных контрольных пересчетов не 
делали) состоят в следующем. Метод объ-
емных проб дает закономерно завышен-
ную оценку (Кутенков, 2013). Это связано в 
основном с тем, что в процессе отделения от 
кладки объемной пробы слизистые оболоч-
ки отдельных яиц лопались в неопределен-
ной пропорции, и измеренный объем про-
бы оказывался заниженным в той или иной 
степени. При подстановке в формулу данная 
величина служит делителем, что и ведет к 
завышенному в целом результату. При под-
счете в среде графического редактора изли-
шек возникает из-за того, что при анализе 
изображения происходит трассировка мел-
кого мусора, попадающего в сосуд вместе 
с икрой. Недоучет же, очевидно, возникает 

при фотографировании «молодых» кладок с 
не полностью набухшими оболочками. Тогда 
икра в сосуде располагается более чем в два 
вертикальных слоя, небольшая часть икри-
нок полностью или частично заслоняют друг 
друга, и программа в этих случаях считает их 
за одну. Чтобы снять проблему, достаточно 
такую кладку оставить на несколько часов в 
водоеме, после чего сфотографировать по-
вторно.
Заключение или выводы

Предлагаемый способ оценки плодови-
тости, апробированный на Rana temporaria, 
не трудоемок и пригоден для обработки 
большого количества кладок икры на местах 
нереста лягушек. Естественное и почти не 
нарушаемое сцепление слизистых оболо-
чек яиц позволяет после фотографирования 
возвращать кладку в репродуктивный водо-
ем практически неповрежденной. Варьируя 
размерами конструкции для фотографи-
рования (ширина и внутренний объем), ее 
можно использовать для подсчета яиц у раз-
ных видов лягушек, откладываемые порции 
икры у которых существенно различаются по 
объему.

Предлагаемый метод имеет два основ-
ных преимущества. Во-первых, в отличие от 
перечисленных выше способов, использова-
ние в качестве инструмента нашего «аква-
риума» дает возможность фотографировать 
кладки с большим количеством яиц цели-
ком. Во-вторых, обработка изображений с 
помощью распространенного и доступного 
графического редактора предельно проста, 
при этом точность получаемых оценок ока-
зывается не ниже, чем при работе в среде 
громоздких специальных программ.
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Summary: The convenient modern way of frog fertility assessment is offered. A 
spawn clutch taken from a breeding pond was placed into the device of the origi-
nal design made of glass. After photography and the conversion of an image into 
black-and-white, the file with the image of the spawn clutch was imported into 
the vector graphic editor CorelDRAW X6. After such procedures as i) increasing 
the brightness and visibility, ii) tracing by a contour, and iii) flattening the rate of 
itemization, the number of ova was received as a number of limited vector ob-
jects in the “Curves” division. The number of ova in 49 spawn clutches of Rana 
temporaria was counted in three different ways. These were direct counting, 
the offered assessment method by the vector graphic editor, and bulk sampling 
method. Statistical analysis of the results of the three quantitative methods is 
given. The proposed method allows determining the fertility of tailless amphib-
ians on a large number of spawn clutches with minimal time and sufficient ac-
curacy. At that the integrity of clutches is not broken and mucous membranes 
are not damaged.
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