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НАУЧНЫЙ ЖУРНАЛ

РАСТИТЕЛЬНЫЙ МИР АЗИАТСКОЙ РОССИИ

Род Hedysarum L. из семейства бобовые (Fa-
baceae) включает несколько известных лекарст-
венных видов, у которых выявлено более 150 со-
единений, в том числе различные аминокислоты, 
углеводы, алкалоиды, стерины, флавоноиды, изо-
флавоны, ксантоны, дубильные вещества, эфир-
ные масла (Неретина, 2004; Кукушкина и др., 2011; 
Федорова и др., 2011). Эти соединения обусловли-
вают иммуномодулирующие, противовирусные, 
противоопухолевые, антиоксидантные, антибак-
териальные, антивозрастные, противодиабетиче-
ские и антигипертензивные свойства копеечников 
(Dong et al., 2013; Huang et al., 2013). Многофунк-
циональность биологически активных соединений 

копеечников открывает перспективы для разра-
ботки новых эффективных лекарственных препа-
ратов. Это требует глубокого и разностороннего 
изучения генетических особенностей лекарствен-
ных видов копеечников, в том числе копеечника 
забытого Hedysarum neglectum Ledeb. (секция He-
dysarum), который обладает спектром целебных 
свойств и используется в медицине. 

По современным оценкам род Hedysarum на-
считывает от 100 до 200 видов (Федченко, 1948; 
Choi, Ohashi, 1998), распространенных как в Ста-
ром, так и в Новом Свете. Копеечник забытый 
обитает в различных сообществах в лесном и 
 высокогорном поясах Алтая, юга Красноярского 
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края, Восточного Саяна, реже в восточной части 
Казахстана, Киргизии и Монголии (Курбатский, 
1994). Исследования кариотипов у видов рода 
Hedysarum немногочисленны и проводились с ис-
пользованием методов монохромного окрашива-
ния (Arslan et al., 2012; Zvyagina et al., 2016; Kumar 
et al., 2018) или С-бендинга (Issolah et al., 2006). С 
использованием молекулярно-цитогенетических 
маркеров изучен только алжирский вид копеечни-
ка H. perrauderianum Coss. and Durieu (Benhizia et 
al., 2013). Для H. neglectum структура кариотипа и 

его внутривидовой генетический полиморфизм 
практически не исследованы. 

Целью настоящей работы стало изучение 
межпопуляционного хромосомного полиморфиз-
ма генов рДНК в кариотипах лекарственного рас-
тения H. neglectum с использованием молекуляр-
но-цитогенетических маркеров методом FISH 
(fluorescence in situ hybridization – выявлением 
определенных последовательностей ДНК на хро-
мосомах путем гибридизации in situ с ДНК-зон-
дом, меченным флуоресцентным красителем).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили об-

разцы H.  neglectum из трех местонахождений: 
1) К4/4-99, Республика Алтай, хр. Сальджар, горы 
Кайры-Ялбак (экспедиция ВИЛАР), 2) К692-02, 
из  коллекции отдела агробиологии и селекции 
 ВИЛАР (фармакопейный участок Ботанического 
сада ВИЛАР), 3) Республика Алтай, Улаганский 
район, правый берег р. Кубадру, лиственнично-
кед ровый лес (обр. AUK_2004).

Приготовление хромосомных препаратов. 
Семена копеечников, как и всех растений семей-
ства Fabaceae, обладают твердосемянностью, поэ-
тому для проращивания они подвергались скари-
фикации. Семена обрабатывали наждачной бума-
гой и заливали кипящей водой на 5 мин. Затем 
обрабатывали антисептическим агентом и прора-
щивали в чашках Петри 3–7 сут при температуре 
22 °С. У проростков отрезали кончики корешков 
1.0–1.5 см, оставляли при температуре от 0 до 4 °C 
на 12–16 ч. Корни фиксировали в фиксаторе Кар-
нуа 3:1 (этанол:ледяная уксусная кислота) в тече-
ние суток. Окраску корешков производили 1%-м 
раствором ацетокармина, после чего готовили 
давленые препараты.

Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH). 
Анализ хромосомного полиморфизма у растений 
H. neglectum методом FISH проводили, используя 
пробы 45S (pTa71) и 5S (pTa794) рибосомных РНК-
генов (Gerlach, Bedbrook, 1979; Gerlach, Dyer, 1980). 
Пробы рРНК-генов метили с помощью флуоро-
хромных наборов для мечения SpectrumAqua и 
SpectrumRed (Abbott Molecular, Wiesbaden, Гер-
мания). Процедуру FISH осуществляли по ранее 
описанной методике (Yurkevich et al., 2017). Для 
флуоресцентного окрашивания хромосом в среду 
для заключения препаратов Vectashield mounting 
medium (Vector laboratories, Peterborough, Велико-
британия) добавляли 0.125 мкг/мл 4.6-диамидино-
2-фенилиндола (DAPI, Serva).

Хромосомный анализ. На флуоресцентном 
микроскопе Olympus BX61 (Olympus, Tokyo, Япо-
ния) отобранные хромосомные пластинки фото-
графировали с помощью черно-белой ПЗС-камеры 
Cool Snap (Roper Scientifi c Inc., CША). Полученные 
изображения обрабатывали, используя программу 
Adobe Photoshop 10.0 soft ware (Adobe, Birmingham, 
США). Для каждого образца анализировали не 
меньше 10 растений и 10 метафазных пластинок 
для каждого растения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кариотип у всех изученных образцов H. ne-

glectum состоит из семи пар метацентрических и 
субметацентрических хромосом среднего размера 
(4–7 мкм). Число хромосом в кариотипе совпадает 
с таковым, выявленным для этого вида методом 
монохромного окрашивания хромосом (Курбат-
ский, Малахова, 1992). Для секции Hedysarum 
(syn. = Gamotion, Obscura), к которой принадлежит 
H. neglectum, характерно основное число хромосом 
n = 7, что отличает ее от других секций рода, для 
которых определено основное число хромосом 
n = 8 (Курбатский, 1994; Choi, Ohashi, 2003; Arslan 
et al., 2012). На основании различий по числу хро-
мосом (n = 7 и n = 8) ранее было предложено рас-
сматривать данную секцию в качестве отдельного 
рода (Th ulin, 1985). 

Нами впервые исследована структура карио-
типа H. neglectum с использованием метода FISH 
с зондами 45S и 5S рДНК. Установлено, что в ка-
риотипе этого вида имеются две пары спутничных 
хромосом (хромосомы 5 и 6) с крупными сайтами 
гибридизации 45S рДНК и минорные полиморф-
ные сайты 45S рДНК на пяти хромосомах. При 
этом число минорных сайтов варьирует в карио-
типах образцов H. neglectum из различных мест 
произрастания. Локус 5S рДНК расположен про-
ксимально в коротком плече на третьей паре хро-
мосом.

Высокий полимофизм распределения мно-
жественных минорных сайтов в кариотипах трех 
изученных образцов H. neglectum представлен на 
рис.  1. У образцов H.  neglectum AUK_2004 и 
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К692-02 обнаружены полиморфные минорные 
сигналы гиб ридизации 45S рДНК, они локализова-
ны субтеломерно в коротких плечах хромосом 2 и 
3, несущих сайт 5S рДНК. У образца К4/4-99 на 
спутничных хромосомах полиморфные минорные 
сайты 45S рДНК локализованы в медианном райо-
не короткого плеча хромосомы 5 и в прицентро-
мерном районе хромосомы 6. Кроме того, у этого 
образца дополнительные полиморфные минорные 

локусы 45S рДНК расположены дистально в ко-
ротких плечах хромосом 1 и 2. 

В результате проведенного исследования со-
ставлены обобщенные идиограммы хромосом с 
распределением сайтов гибридизации рДНК для 
всех изученных образцов, которые представлены 
на рис. 2.

Известно, что виды из секции Hedysarum 
сформировались в экстремальных условиях и от-
личаются резко выраженной морфологической 
дифференциацией в связи с адаптацией к различ-
ным условиям обитания (Федченко, 1948; Choi, 
Ohashi, 2003). Кроме того, виды этой секции отли-
чаются от представителей других секций рода ха-
рактерными особенностями карполого-анатоми-
ческого строения плодов (Миронов, 2000) и нали-
чием ксантона мангиферина в листьях (Choi, 1994; 
Кукушкина и др., 2011). Копеечник забытый растет 
в горных районах, где условия среды очень сильно 
меняются не только в зависимости от высоты над 
уровнем моря, но и от экспозиции и крутизны 

Рис. 1. Метафазные пластинки H. neglectum (2n = 14).
Хромосомы окрашены по DAPI – инвертированное изображение (а); FISH с пробами 45S рДНК (б); 5S рДНК (в).
A – H. neglectum (К692-02); Б – H. neglectum (К4/4-99); В – H. neglectum (AUK_2004).

Рис. 2. Идиограммы хромосом H. neglectum (2n = 14).
На 1–3, 5 и 6 хромосомах черным цветом показана локали-
зация 45S рДНК; серым цветом отмечена локализация 5S 
рДНК на плече хромосомы 3, звездочкой – полиморфные 
сайты 45S рДНК. 
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склона. По результатам анализа межпопуляцион-
ной изменчивости у близкородственных видов He-
dysarum theinum Krasnob. и H. neglectum по элект-
рофоретическим спектрам полипептидов семян 
наибольшая изменчивость выявлена между попу-
ляциями последнего (Агафонова М.А., Агафоно-
ва О.В., 2002). При ранее проведенном исследова-
нии с использованием молекулярных маркеров 
установлен высокий уровень внутривидового ге-
нетического разнообразия у других видов копееч-
ников (Marghali et al., 2005; Bushman et al., 2007; 
Zvyagina et al., 2016), при этом, однако, полимор-
физм H. neglectum изучен не был.

Полиморфизм по распределению минорных 
кластеров генов 45S рРНК обнаружен в кариоти-
пах всех видовых образцов H. neglectum, происхо-
дящих из различных эколого-географических мест 
произрастания. Вместе с тем у другого вида копе-
ечника, H. perrauderianum Coss. et Durieu, не най-
дено изменения числа кластеров генов рРНК в ка-
риотипах изученных видовых образцов, собран-
ных из разных мест обитания, локализованных на 
территории Алжира (Benhizia et al., 2013). 

Варьирование числа локусов 45S рДНК также 
отмечено в кариотипах других растений, напри-

мер, у дикорастущего Phaseolus vulgaris из разных 
географических мест (Pedrosa-Harand et al., 2006). 
Также показано, что разнообразные сорта озимого 
и ярового рапса, специально адаптированные к 
определенным климатическим зонам, различают-
ся по числу сайтов рДНК в кариотипе (Amosova et 
al., 2014). В то же время обнаруженное у различ-
ных видов Anacyclus распределение вариаций чис-
ла сайтов рДНК и их хромосомное расположение 
не различаются по видам и географическим райо-
нам и объясняются их межвидовой гибридизацией 
по границам районов обитания (Rosato et al., 2017). 
Подобная мобильность рДНК ‒ достаточно рас-
пространенное явление в геноме растений. Высо-
кая скорость рекомбинации в терминальной об-
ласти хромосом и активность мобильных элемен-
тов способствуют изменению количества сайтов 
рДНК в этом районе (Schubert, Wobus, 1985; Raski-
na et al., 2004; Roa, Guerra, 2012). Таким образом, 
хромосомный полиморфизм по распределению 
сайтов гибридизации 45S рДНК в кариотипах рас-
тений Н. neglectum из разных популяций может 
быть связан как с рекомбинационной изменчиво-
стью, так и с адаптационными механизмами гено-
мов растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С помощью молекулярно-цитогенетических 

методов нами изучено 30 образцов вида H. neg-
lectum из трех местонахождений. Обнаружено, что 
кариотип этого вида характеризуется двумя спут-
ничными хромосомами, на которых локализованы 
основные сайты 45S рДНК, и одной парой хромо-
сом с сайтами 5S рДНК. Кроме того, в кариотипах 
у образцов из различных местонахождений обна-
ружены минорные сайты 45S рДНК. Таким обра-
зом, нами установлена высокая вариабельность 

рисунка распределения рибосомных РНК-генов на 
хромосомах у растений H. neglectum из различных 
мест произрастания.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний в рамках проекта № 18-04-01091 и поддержана 
Программой фундаментальных исследований госу-
дарственных академий наук на 2013–2020 годы в 
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