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Реферат. Впервые локализованы последовательности 45S и 5S рибосомальной ДНК на хромосомах пяти ви-
дов весенников: Eranthis cilicica, E. hyemalis (секция Eranthis), E. pinnatifida, E. stellata и E. tanhoensis (секция Shibat-
eranthis). Флуоресцентную гибридизацию in situ проводили с олигонуклеотидными ДНК-зондами Oligo-pTa71-2 
и Oligo-5S rDNA пшеницы, комплементарными последовательностям 45S и 5S рДНК. Кроме этого, для локали-
зации 45S рДНК разработан и апробирован олигонуклеотидный ДНК-зонд длиной 50 нуклеотидов (Oligo-5.8S 
rDNA-Ran). Данный зонд создан на основе последовательностей 5.8S рДНК растений сем. Ranunculaceae, взятых 
из GenBank. Показана специфичная гибридизация зондов Oligo-5S rDNA и Oligo-5.8S rDNA-Ran с хромосома-
ми весенников.  Использование зонда Oligo-pTa71-2 не позволило выявить локализацию кластеров 45S рДНК на 
хромосомах изученных видов.

Ключевые слова. Весенник, рибосомальная ДНК, хромосомы, флуоресцентная гибридизация in situ, Eranthis 
Salisb., Ranunculaceae Juss.

Summary. 45S and 5S ribosomal DNA were originally localized on chromosomes of five species of winter aconits, 
namely, Eranthis cilicica, E. hyemalis (section Eranthis), E. pinnatifida, E. stellata и E. tanhoensis (section Shibateranthis). 
Fluorescence in situ hybridization was performed with oligonucleotide DNA probes Oligo-pTa71-2 and Oligo-5S rDNA 
of wheat that are complementary to 45S and 5S ribosomal DNA. In addition, oligonucleotide DNA probe (Oligo-5.8S 
rDNA-Ran, 50 b) for localization of 45S rDNA was designed and tested. This probe is based on the 5.8S rDNA sequences 
of some species of fam. Ranunculaceae taken from GenBank. A specific hybridization of the Oligo-5S rDNA and Oligo-
5.8S rDNA-Ran probes with the chromosomes of Eranthis was shown. The use of the Oligo-pTa71-2 probe did not localize 
clusters of 45S rDNA on chromosomes of studied species.

Key words. Chromosomes, Eranthis Salisb., fluorescence in situ hybridization, Ranunculaceae Juss., ribosomal DNA, 
winter aconite.

Введение. Описание хромосомного набора (кариотипа) является важным аспектом исследова-
ния растений. Помимо числа, размера и морфологии хромосом, определяемых при помощи рутинно-
го окрашивания, кариотип характеризуется особенностями распределения последовательностей ДНК 
разных типов по длине хромосом. Их выявляют при помощи дифференциального окрашивания и флу-
оресцентной гибридизации in situ (FISH). Последний метод позволяет локализовать на хромосомах как 
уникальные, так и повторяющиеся последовательностей ДНК разного типа (Бадаева, Салина, 2013; Braz 
et al., 2018). Последовательности рибосомальной ДНК (рДНК) – 45S и 5S – относятся к классу консерва-
тивных умеренных повторов. Они организованы в виде кластеров из сотен или тысяч копий генов, раз-
деленных межгенными спейсерами (Roa, Guerra, 2014). В пределах вида число локусов рДНК, как прави-
ло, стабильно, что делает их подходящими маркерами для идентификации хромосом. Однако между от-
дельными таксонами число и локализация их кластеров различается, что связано с преобразованиями 
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кариотипа в процессе эволюции. Таким образом, рДНК подходят для филогенетических исследований 
как на молекулярном, так и на хромосомном уровне (Ribeiro et al., 2011; Mlinarec et al., 2012).

Объектами нашего исследования являются виды рода весенник, или эрантис. Eranthis Salisb. – род 
многолетних травянистых растений сем. Ranunculaceae Juss., включающий около 10–13 видов, произраста-
ющих в Южной Европе, Средней Азии, на востоке России, в Китае, Корее и Японии (Stefanoff, 1963; Park et 
al., 2019; Rukšāns, Zetterlund, 2019; Erst et al., 2020). Большая часть видов рода являются эндемиками и име-
ют ограниченное распространение. Род делят на две секции по окраске цветка, форме корневища и другим 
морфологическим признакам. К типовой секции Eranthis относят виды с желтыми цветками: E. bulgarica 
(Stef.) Stef., E. cilicica Scott et Kotschy, E. hyemalis (L.) Salisb., E. iranica Rukšāns et Zetterl и E. longistipitata Regel. 
В секцию Shibateranthis включают виды с белыми цветками: E. albiflora Franch., E. byunsanensis B.Y. Sun, E. 
lobulata W.T. Wang, E. pinnatifida Maxim., E. pungdoensis B. U. Oh, E. sibirica DC., E. stellata Maxim и E. tanhoensis 
Erst. До начала нашей работы род Eranthis был мало исследован в цитогенетическом отношении. Нами из-
учены кариотипы большинства видов рода и показано, что они имеют видоспецифичные особенности, ка-
сающиеся числа и морфологии хромосом (Митренина, Эрст, 2019; Erst et al., 2020; неопубликованные дан-
ные). Настоящая работа посвящена локализации последовательностей 45S и 5S рДНК при помощи оли-
гонуклеотидных ДНК-зондов на хромосомах пяти видов весенников из двух секций: E. cilicica, E. hyemalis 
(секция Eranthis), E. pinnatifida, E. stellata и E. tanhoensis (секция Shibateranthis).

Материал и методы. Методика сбора и фиксации растительного материала описана в наших 
предыдущих работах (Митренина, Эрст, 2019; Erst et al., 2020). Флуоресцентную гибридизацию in situ 
проводили по протоколу, описанному в работе Badaeva et al. (2017), с некоторыми модификациями.  
Для локализации 5S рДНК использовали олигонуклеотидный ДНК-зонд Oligo-5S rDNA: FITC 5’-TCA 
GAA CTC CGA AGT TAA GCG TGC TTG GGC GAG AGT AGT AC-3’ (Yu et al., 2019). Для выявления 
45S рДНК использовали олигонуклеотидный ДНК-зонд Oligo-pTa71-2: CY-3 5’- GGG CAA AAC CAC 
GTA CGT GGC ACA CGC CGC CTA-3’ (Tang et al., 2014). Их синтез был произведен в НПК «СИНТОЛ» 
(г. Москва). Кроме этого, нами разработан и апробирован новый олигонуклеотидный ДНК-зонд для 
локализации 45S рДНК растений семейства Ranunculaceae.  С целью поиска универсальной последова-
тельности ДНК, подходящей для разработки олигонуклеотидного ДНК-зонда проводили анализ после-
довательностей рДНК нескольких растений. В GenBank были выбраны Trollius chinensis (AH006943.2), 
Pulsatilla turczaninovii (GU732649.1), Adonis shikokuensis (LC540399.1), Adonis amurensis (LC540384.1), 
Coptis chinensis (KC815158.1), Anemone cernua var. koreana (GU732647.1). Выравнивание последователь-
ностей производили в программе UGENE v38.1 (Унипро, Новосибирск, Россия) с использованием ин-
струмента ClustalW. Была обнаружена консенсусная последовательность длиной 121 нуклеотид, соот-
ветствующая гену 5.8S рРНК, универсальность которой среди цветковых растений была подтвержде-
на с помощью анализа в BLAST NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Уникальность выявленной после-
довательности проверяли путем выравнивания в BLAST против генома Arabidopsis thaliana. Анализ 
показал, что фрагмент с 63 по 82 нуклеотид имеет гомологию с геном бета-глюкозидазы, поэтому для 
ДНК-зонда был выбран специфичный фрагмент от 13 до 62 нуклеотида общей длиной 50 нуклеоти-
дов (Oligo-5.8S rDNA-Ran). Данный зонд был синтезирован в ЗАО «Евроген» (г. Москва). Мечение осу-
ществляли флуорофором TAMRA c 5’ конца последовательности.

Результаты и обсуждение. В настоящее время олигонуклеотидные ДНК-зонды все чаще при-
меняются для локализации повторяющихся последовательностей при FISH-анализе у злаков (Danilova 
et al., 2012; Tang et al., 2014; Badaeva et al., 2019). В частности, это относится к зондам Oligo-pTa71-2 
и Oligo-5S rDNA, используемым для выявления на хромосомах повторов 45S и 5S рДНК соответствен-
но. Данные зонды были разработаны на основе последовательностей pTa71 и pTa794 пшеницы Triticum 
aestivum L., клонируемых в плазмидах (Tang et al., 2014; Yu et al., 2019). Применение данных плазмид-
ных зондов эффективно для локализации на хромосомах 45S и 5S рДНК у широкого круга растений, 
не только однодольных, но и двудольных, и даже голосеменных (Mlinarec et al., 2012; Goryachkina et al., 
2013; Yurkevich et al., 2021). Это связано с тем, что гены рРНК являются консервативными (Roa, Guerra, 
2014). В последние годы появился ряд работ, в которых олигонуклеотидные зонды применяли не толь-
ко в исследованиях хромосом злаков, но и для локализации рДНК и других повторов у двудольных рас-
тений (Braz et al., 2018; Luo, Liu, 2019; Luo, He, 2021). Использование олигонуклеотидных ДНК-зондов 
существенно сокращает время проведения экспериментов и поэтому является перспективным подхо-
дом для решения разных задач цитогенетики растений.
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На первом этапе молекулярно-цитогенетического изучения р. Eranthis нами проведена FISH 
с олигонуклеотидными ДНК-зондами пшеницы Oligo-pTa71-2 и Oligo-5S rDNA на хромосомах E. cilicica, 
E. pinnatifida, E. stellata и E. tanhoensis. У E. cilicica выявлена одна область гибридизации Oligo-5S rDNA 
в прицентромерных районах у пары метацентриков. У E. pinnatifida обнаружены крупные блоки по-
второв 5S рДНК в прицентромерных районах пары средних метацентрических хромосом, а также не-
большие блоки в прицентромерных районах пары субметацентриков. У родственных видов E. stellata 
и E. tanhoensis наблюдались множественные сайты гибридизации с зондом Oligo-5S rDNA. Данная по-
следовательность была локализована в прицентромерных районах всех хромосом у данных видов, так-
же выявлено несколько интеркалярных и прителомерных блоков 5S рДНК. Гибридизация зонда Oligo-
pTa71 с хромосомами Eranthis не произошла. Вероятно, это связано с тем, что последовательность дан-
ного олигонуклеотидного зонда комплементарна межгенной области 45S рДНК (Tang et al., 2014), кото-
рая не является консервативной в отличие от кодирующих последовательностей. В связи с этим нами 
был разработан и апробирован олигонуклеотидный ДНК-зонд, комплементарный участку гена 5.8S 
рРНК растений сем. Ranunculaceae (Oligo-5.8S rDNA-Ran). 

На втором этапе работы нами проведена двухцветная FISH с данным зондом и Oligo-5S rDNA 
на хромосомах E. cilicica, E. hyemalis (рис. 1), E. pinnatifida и E. stellata. У E. cilicica, E. pinnatifida и E. stellata 
последовательности 5S рДНК были локализованы в тех же участках хромосом, что и в первом вариан-
те эксперимента. У E. hyemalis 5S рДНК выявлена в прицентромерных районах 5 пар хромосом, а в од-
ной паре еще и в интеркалярном районе. Использование пробы Oligo-5.8S rDNA-Ran показало, что она 
маркирует как области вторичных перетяжек хромосом, так и другие районы. У E. hyemalis данная про-
следовательность локализована в виде крупных блоков в коротком плече субтелоцентрических спут-
ничных хромосом. У близкого ему вида E. cilicica помимо крупных блоков на коротких плечах субмета-
центриков выявлены небольшие кластеры 45S рДНК в терминальных районах пары метацентрических 
хромосом. У E. stellata имеется два четки бэнда в интеркалярных районах пары метацентриков, тогда 
как для E. pinnatifida характерно три пары субтеломерных кластеров: два в двух парах крупных мета-
центриков и два – в спутничных субтелоцентрических хромосомах. Таким образом, для изученных ви-
дов эрантисов характерна специфичная локализация кластеров генов 45S и 5S рРНК. 
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Рис. 1. Флуоресцентная гибридизация in situ олигонуклеотидных ДНК-зондов Oligo-5.8S rDNA-Ran (красный) и Oli-
go-5S rDNA (зеленый) с хромосомами Eranthis hyemalis, 2n = 16 (A) и Eranthis cilicica, 2n = 16 (B). Шкала – 10 мкм.
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