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Реферат. Проведен сравнительный анализ геномов шести видов копеечников с использованием метода бы-
строй геномной гибридизации in situ (rapidGISH), который позволяет выявлять общие высокоповторяющиеся 
последовательности ДНК, а также показывает характер их распределения на хромосомах сравниваемых видов. 
На хромосомах H. alpinum, H. theinum из секции Hedysarum обнаружена дисперсная локализация геномной ДНК 
H. flavescens (сек. Hedysarum). На хромосомах H. neglectum из этой же секции наблюдались кластерные сигналы 
гибридизации ДНК H. flavescens. Локализация геномной ДНК H. alpinum выявлена на всех участках хромосом 
H. flavescens и H. theinum. На хромосомах H. grandiflorum и H. dahuricum из сек. Multicaulia обнаружены небольшие 
кластерные и дисперсные сигналы гибридизации геномной ДНК H. flavescens и H. alpinum. Полученные результаты 
указывают на наличие общих высокоповторяющихся последовательностей ДНК разных типов организации на 
хромосомах изученных  видов, что свидетельствует об общности происхождения, но разной степени их родства. 

Ключевые слова. Хромосомный полиморфизм, GISH анализ, Hedysarum, 45S рДНК, 5S рДНК.

Summary. A comparative analysis of genomes of six Hedysarum species was carried out using the rapid genomic in 
situ hybridization (rapidGISH) technique, which makes it possible to identify common highly repetitive DNA sequences, 
and also shows the patterns of their distribution on chromosomes of the studied species. Dispersed localization of genomic 
DNA of H. flavescens (sect. Hedysarum) was found on chromosomes of H. alpinum and H. theinum (both belonged to sect. 
Hedysarum). On chromosomes of H. neglectum from the section Hedysarum, clustered hybridization signals of genomic 
DNA of H. flavescens were observed. The localization of H. alpinum genomic DNA was found along the all chromosomes 
of H. flavescens and H. theinum. On chromosomes of H. grandiflorum and H. dahuricum (both from sect. Multicaulia), 
small clustered and dispersed hybridization signals of genomic DNA of H. flavescens and H. alpinum were found. Thus, 
in the studied species, common highly repetitive DNA sequences of different types of their chromosome organization 
were revealed. Our findings indicate the presence of common origin of the species from the sections Hedysarum and 
Multicaulia with different degree of their relationship.
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Введение. Род Hedysarum L. включает в себя ценные лекарственные виды, а также виды, относя-
щиеся к природным кормовым ресурсам. Проявляемый интерес к данной группе растений связан с по-
вышенным содержанием различных биологически активных соединений (флавоноиды, тритерпенои-
ды, кумарины, лигнаны, алкалоиды, аминокислоты, стеролы, высшие жирные кислоты, полисахариды 
и дубильные вещества) (Кукушкина и др., 2011; Liu и др., 2005; Dong и др., 2013). Основное внимание 
привлекают противовирусные свойства растений рода Hedysarum из сек. Hedysarum (=Gamotion Basin.) 
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и Multicaulia s.l., которые обусловлены наличием ксантона мангиферина. Систематика и филогения у 
имеющихся ресурсов полезных видов Hedysarum и их сородичей активно изучаются, в том числе по 
молекулярным маркерам (Duan и др., 2015; Liu и др., 2017; Nafisi и др., 2019). Тем не менее остается мно-
го нерешенных вопросов, связанных с происхождением различий в основных хромосомных числах, а 
также с плоидным статусом, изменчивостью, происхождением и родственными взаимоотношениями 
геномов видов Hedysarum. Для понимания процессов видообразования и определения филогенетиче-
ского родства между таксономическими группами растений особое значение приобретает сравнение 
их геномов с использованием геномной гибридизации in situ (GISH), которая позволяет выявить на 
хромосомах родственных видов гомологичные повторяющиеся последовательности ДНК (Amosova и 
др., 2015). С применением FISH и rapidGISH проведен сравнительный анализ геномов в кариотипах 
шести видов из сек. Hedysarum и Multicaulia, и на основе рисунков распределения кластеров рДНК и 
геномных ДНК на хромосомах установлена общность их происхождения и разная степень родства. 

Материалы и методы. Сбор материала H. neglectum Ledeb., H. theinum Krasnob., H. dahuricum Turcz. 
проводился в природных популяциях на территории Южной Сибири. Семена видов H. grandiflorum 
Pall., H. alpinum L. и H. flavescens Rgl. et Schmalh. получены из коллекции отдела агробиологии и се-
лекции ВИЛАР, Москва, РФ. Среди всех изученных нами видов H. alpinum обладает самым широким 
ареалом распространения, который пересекается с ареалами обитания видов Н. theinum и H. neglectum 
(Курбатский, 1994). Виды H. flavescens и H. neglectum также имеют общий географический ареал в гор-
ных районах Памира и Алтая (Байтенов, 2001).

Приготовление хромосомных препаратов и процедуру FISH (fluorescence in situ hybridization) 
осуществляли по ранее описанной методике (Yurkevich и др., 2017). FISH-анализ хромосом проводил-
ся с использованием классических цитогенетических хромосомных маркеров 45S и 5S рДНК. После 
FISH-анализа на тех же хромосомных препаратах проводили процедуру rapidGISH (Amosova и др., 
2015). Для GISH в качестве зондов использовали геномную ДНК H. flavescens и H. alpinum, которую 
выделяли из молодых листьев с использованием стандартного протокола CTAB (Rogers, Bendich, 1985).

Анализ хромосомных пластинок проводили с помощью флуоресцентного микроскопа Olympus BX61 
(Olympus, Tokyo, Япония), оснащенного черно-белой ПЗС-камерой Cool Snap (Roper Scientific Inc., CША).

Результаты и обсуждение. По данным FISH-анализа в кариотипах видов сек. Hedysarum 
(2n = 14) H. theinum и H. flavescens обнаружены одна пара спутничных хромосом с сайтами 45S рДНК 
и одна пара хромосом с сайтами 5S рДНК. У H. alpinum выявлены две пары хромосом с сигналом 5S 
рДНК. В отличие от других исследованных видов, в кариотипе H. neglectum наблюдались две пары 
спутничных хромосом (хр. 5 и 6) с сайтами гибридизации 45S рДНК и сайт 5S рДНК (хр. 3). В отличие 
от видов секции Hedysarum, основной сайт 45S рДНК у изученных видов секции Multicaulia (2n = 16) 
расположен на более крупной метацентрической хр. 2, а не на субметацентрической хр. 5. Кроме того, 
сайты 5S рДНК у видов этой секции расположены на коротком плече метацентрической хр. 3 дисталь-
но, а не проксимально (рис. 1, рис. 2).

Ранее виды рода Hedysarum были сгруппированы в соответствии с их основными числами хро-
мосом x = 7 (сек. Hedysarum) или x = 8 (сек. Multicaulia и Stracheya (Benth.) B. H. Choi et H.Ohashi) (Choi, 
Ohashi, 2003; Arslan и др., 2012). Кроме того, используя nrDNA ITS и три пластидных участка (matK, 
trnL–F, trnH–psbA) были выделены три клады в пределах рода Hedysarum, соответствующие секциям 
Hedysarum, Multicaulia и Stracheya (Duan и др., 2015). Результаты наших исследований показали вы-
сокое сходство кариотипов изученных видов секций Multicaulia (Boiss.) B. Fedtsch. (H. dahuricum) и 
Subacaulia (Boiss.) B. Fedtsch. (H. grandiflorum) (2n = 16), что согласуется с мнением систематиков об 
объединении секций Multicaulia и Subacaulia в одну секцию Multicaulia s.l. (Choi, Ohashi, 2003; Duan и 
др., 2015). Полученные результаты также согласуются с филогенетическими исследованиями, основан-
ными на секвенировании ядерной и пластидной ДНК, которые не подтвердили монофильность рода 
Hedysarum (Duan и др., 2015; Liu и др., 2017; Nafisi и др., 2019).

Для уточнения родственных взаимоотношений геномов изученных видов копеечников был 
применен вариант rapidGISH, который позволяет выявлять общие высокоповторяющиеся последова-
тельности и показывает характер их распределения на хромосомах в геномах сравниваемых видов. 
Эти ДНК-повторы имеют наиболее высокую скорость эволюционной изменчивости в геномах род-
ственных видов, что позволяет оценить в определенной степени, насколько далеко разошлись геномы 
и направление изменчивости высоких повторов в процессе видообразования (Amosova и др., 2015). 
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В результате проведения rapidGISH с зондом геномной ДНК Н. flavescens на хромосомах ви-
дов Н. theinum и H. alpinum из секции Hedysarum выявлено относительно равномерное дисперсное 
расположение достаточно интенсивных сигналов гибридизации по всем хромосомам в метафазных 
пластинках (рис. 2). На хромосомах этих видов, за исключением H. alpinum, сигналы гибридизации 
геномной ДНК H. flavescens не наблюдались в дистальных районах хромосомных плеч. Использование 
зондов геномных ДНК Н. flavescens и H. alpinum на хромосомах Н. neglectum в обоих случаях выявило 
более кластерное распределение сигналов гибридизации, как правило, в проксимальных районах всех 
хромосом. На хромосомах H. theinum и H. flavescens локализация ДНК H. alpinum выявлена на всех 
участках хромосом. 

На хромосомах видов H. dahuricum и H. grandiflorum из секции Multicaulia процедура rapidGISH 
с использованием геномных ДНК H. flavescens и H. alpinum выявила слабые мелкие дисперсные сигна-
лы по всей длине хромосом (рис. 2).

Таким образом, сходство хромосомной структуры кариотипов у изученных видов секции 
Hedysarum (=Gamotion) и наличие в их геномах большого количества общих повторяющихся после-
довательностей ДНК демонстрирует их близкое родство и происхождение от общего предкового вида. 
Обнаружение менее интенсивного сигнала гибридизации общих повторов ДНК на хромосомах видов 
их двух изученных секций Hedysarum и Multicaulia указывают на более отдаленное родство геномов. 
Тем не менее полученные результаты подтверждают наличие по меньшей мере одного общего предка 
для видов секций Hedysarum и Multicaulia, что не исключает их полифилетического происхождения 
(Duan и др., 2015; Liu и др., 2017; Nafisi и др., 2019). По версии Байтенова (Байтенов, 2001), к одному их 
гипотетических предковых видов наиболее близок H. flavescens. Он полагает, что H. flavescens и другие 

Рис.1. Метафазные пластинки изученных образцов H. alpinum, H. flavescens, H. theinum, H. neglectum после FISH 
(слева) с пробами 45S рДНК (зеленый) и 5S рДНК (красный) и rapidGISH (справа) с пробами 45S рДНК (зеленый) 
и геномной ДНК H. flavescens, H. alpinum (красный). Хромосомы окрашены DAPI – синий. Bar – 5 мкм.
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желтоцветковые виды представляют первичную мезофильную группу из горных массивов Памира, 
Алтая и Тянь-Шаня, которая в процессе эволюции была подвержена миграции и могла широко рас-
пространиться по Евразии. При этом могли создаваться мощные вторичные очаги видообразования, в 
том числе и в Сибири (Байтенов, 2001). 

Благодарности. Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ № 23-26-00037.

Рис. 2. Кариограммы изученных образцов H. alpinum, H. flavescens, H. theinum, H. neglectum после FISH с пробами 
45S рДНК (зеленый) и 5S рДНК (красный) и GISH с пробами 45S рДНК (зеленый) и геномной ДНК H. flavescens, 
H. alpinum (красный). Хромосомы окрашены DAPI – синий.
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