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Аннотация. Проведено исследование по воздействию химических мутагенов ДМС (диметилсульфат) и 
ДЭС (диэтилсульфат) различной концентрации на сорта календулы (Calendula officinalis L.) ‘Райский сад’ и 
‘Золотое море’ и дана оценка их биолого-морфологическим и цитогенетическим изменениям в поколении М1 и 
М2. Показано, что число растений с морфологическими изменениями после обработки мутагенами в М1 боль-
ше в процентном соотношении у ‘Золотого моря’ по сравнению с ‘Райским садом’. Выявлено, что мутагены 
оказали ингибирующее действие на всхожесть семян календулы, а также на выживаемость рассады в полевых 
условиях. Обнаружены достоверные различия по высоте растений, числу разветвлений и количеству листьев 
у сортов календулы при обработке мутагенами. Обработка мутагенами у сорта ‘Райский сад’ привела к увели-
чению числа соцветий, в отличие от ‘Золотого моря’ в М1 и М2 поколениях.

Анализ мейоза показал дозозависимое повышение частоты мультивалентов в МКП при повышении кон-
центрации мутагенов. Кариотип сортов и мутантных форм состоит из 16 пар мелких хромосом размером 
3,5–5,0 мкм. В кариотипах сортов и мутантных форм ноготков не выявлены хромосомные аномалии. Изучение 
рисунка Ag-ЯОР-окрашивания выявило наличие транскрипционно активных районов (Ag-положительных) в 
области вторичных перетяжек спутничных хромосом.
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Summary. The influence of chemical mutagens DMS (dimethyl sulphate) and DES (diethyl sulphate) in different 
concentrations on two cultivarsof Calendula officinalis L. (cv. ‘Zolotoe more’ and ‘Rayskiy sad’) was studied. The 
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morphological, meiotic and cytological variability in their mutant lines (M1 and M2 generations) was estimated. More 
families (in percentage terms) with morphological changes were observed among M1 plants of cv. ‘Zolotoe more’ 
compared to cv. ‘Rayskiy sad’. Between Calendula cultivars, significant differences in plant height, ramification de-
gree and number of leaves were revealed after the DMS and DES treatment. In cv. ‘Rayskiy sad’, mutagenesis resulted 
in increase of number of inflorescences in M1 and M2 generations.

The analysis of meiosis indicated dose-dependent increase of polyvalent frequency in microsporocytes of mutant 
plants. The karyotype of the studied cultivars and mutant forms consists of 16 pairs of small-sized chromosomes 
(3.5–5.0 µm). In the studied C. officinalis karyotypes, any chromosomal rearrangements were not detected. The Ag-
NOR staining revealed transcriptionally active (Ag-positive) regions in the secondary constriction areas of the satellite 
chromosomes. 

Введение

Род Calendula L. (календула, ноготки) вклю-
чает около 20–30 видов травянистых растений, 
распространенных преимущественно в Среди-
земноморье, Западной Европе, Передней Азии 
(Vasilchenko, 1961). Химический состав кален-
дулы изучен достаточно подробно. В цветках и 
траве присутствуют: флавоноиды, ксантофиллы 
и каротиноиды, эфирное масло, кумарины (ско-
полетин) (Hiller, Melzig, 2010), водорастворимые 
полисахариды (14,75 %) (Haensel, Sticher, 2007). 
Выделенные из цветков календулы тритерпено-
вые гликозиды обладают мощным цитотоксиче-
ским эффектом против рака прямой кишки, лей-
кемии и меланомы (Ukiya et al., 2006). Показано, 
что конъюгированные жирные кислоты эффек-
тивны при лечении ожирения и обладают анти-
канцерогенными свойствами (Suzuki et al., 2001; 
Chardigny et al., 2003; Yasui et al., 2006; Cruceriu 
et al., 2018). Рутин, найденный в цветках ногот-
ков, обладает антиоксидантной и противовоспа-
лительной активностью, а также онкопротектор-
ным действием (Bissa, Bohra, 2011; Khalid, Silva, 
2012). Выявлено ингибирование экстрактом ка-
лендулы (70–100 %) пролиферации различных 
типов опухолевых клеток человека и мышиных 
клеточных опухолевых линий (Jiménez-Medina 
et al., 2006; Sak at al., 2017). Благодаря своим ан-
тигенотоксическим/защитным, а также противо-
опухолевым и антиметастатическим эффектам, 
доказанным на моделях животных, C. officinalis 
может иметь важные будущие последствия в 
разработке новых стратегий лечения рака, уже 
сейчас календула используется для уменьшения 
побочных эффектов при лучевой терапии (Cru-
ceriu et al., 2018).

Известно, что химический мутагенез – это 
простой подход, используемый для создания 
мутаций в хозяйственно ценных растениях для 
улучшения их агрономических параметров 
(Roychowdhury, Tah, 2011; El-Nashar, Asrar, 
2016). На основе этого метода возможно получе-

ние искусственно-мутантных форм, являющих-
ся ценным исходным материалом для селекции 
(Rapoport, 1993; Singh, Singh, 2001; Shu et al., 
2012; Bhat, Wani, 2017). Показано, что с помо-
щью ионизирующего излучения и химических 
мутагенов возможно устранить отдельные не-
достатки у сортов и создавать формы растений 
с хозяйственно ценными признаками (скоро-
спелые, с повышенным содержанием эфирного 
масла, неполегающие формы, карликовые фор-
мы и т. д.) (Cvejić et al., 2011; Roychowdhury et 
al., 2012; Khaziyeva et al., 2014; El-Nashar, Asrar, 
2016; Bhat, Wani, 2017). Исследования по экспе-
риментальному мутагенезу направлены на изу-
чение влияния химических веществ с целью уве-
личения генетической изменчивости организма 
и способствующие их адаптивности с целью 
получения генетически полиморфного расти-
тельного материала, что является достаточно ак-
туальным и перспективным для целей селекции 
(Roychowdhury, Tah, 2011; Oladosu et al., 2016). 
В некоторых случаях возникновение мутаций 
может являться ценной стратегией размножения 
растений, а также может быть единственным 
продуктивным способом вызвать высокую ча-
стоту и широкий спектр изменчивости у расте-
ний при создании новых сортов (Predieri, 2000; 
Ahloowalia, Maluszynski, 2001; Bhat, Wani, 2017).

Как правило, более высокие концентрации 
мутагена приводят к большему биологическо-
му ущербу в виде снижения всхожести семян, 
угнетения роста рассады, стерильности пыльцы 
и снижения выживаемости растений в зрелом 
возрасте, что можно считать показателем мута-
генных эффектов (Rapoport, 1993; Chopra, 2005). 
Для уменьшения негативного воздействия на 
параметры растений требуются дополнитель-
ные знания о влиянии времени воздействия и 
концентрации мутагена (Khan et al., 2009). Кро-
ме того, чтобы понять, как мутагены действуют 
на геном растений, необходимо привлечение 
современных методов хромосомного анализа 
(Muravenko, Zelenin, 2009). Современные ме-
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тоды хромосомного анализа помогают выявить 
особенности хромосомной организации генома 
видов растений, провести идентификацию хро-
мосом, а также анализ их функциональной ак-
тивности (Badaeva, Salina, 2013). В настоящее 
время хромосомный анализ является единствен-
ным надежным способом выявления и иденти-
фикации хромосомных аберраций у растений, в 
том числе и после воздействия на генетический 
аппарат клетки химическими мутагенами. Для 
их детекции используют анализ мейотической 
конъюгации хромосом в материнских клетках 
пыльцы, а также кариогеномный анализ митоти-
ческих хромосом с использованием различных 
методов дифференциального окрашивания. 

Целью нашей работы было выявить особен-
ности действия химических мутагенов ДМС 
(диметилсульфат) и ДЭС (диэтилсульфат) в за-
висимости от их концентрации при обработке 
семян сортов C. officinalis ‘Золотое море’ и ‘Рай-
ский сад’ на различные биоморфологические, 
цитогенетические и кариогеномные изменения 
растений в поколениях М1 и М2.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили 
молодые соцветия и корневая меристема ногот-
ков ‘Золотое море’ (K-36829) и ‘Райский сад’ 
(K-36837) и их мутантные формы, выращенные 
в Ботаническом саду Всероссийского научно-
исследовательского института лекарственных и 
ароматических растений (ВИЛАР, г. Москва) в 
2014–2015 гг. Семена замачивали в растворах му-
тагенов: ДМС (диметилсульфат) – 0,04 и 0,08 %  
и ДЭС (диэтилсульфат) – 0,025 и 0,05 %, экспо-
зиция 18 часов. Контроль – семена, замоченные 
в воде. После обработки семена промывали в чи-
стой воде и высевали в теплице для получения 
рассады, которую после образования 4–5 настоя-
щих листьев высаживали в поле по схеме 60 × 30 
см. Питомник растений М2 заложен семенами, 
полученными с индивидуальных растений в М1.

Частоту мутаций в М1 определяли как число 
семей с мутациями на число исследованных рас-
тений. В М1 учитывали показатели всхожести се-
мян, а также выживаемость рассады в полевых 
условиях, после воздействия мутагенов. Для 
определения лабораторной всхожести семян, 
обработанных мутагенами, их проращивали в 
чашках Петри по 100 штук в четырехкратной 
повторности при температуре +20… +25 ºС в те-
чение 12 суток. В М2 анализировали изменения, 
которые были отнесены к различным группам: 
высота растений, число разветвлений, количе-

ство листьев, число соцветий на растении, кото-
рые учитывали в конце вегетации. В М1 и М2 по 
мере распускания цветков определяли морфоло-
гические изменения соцветий.

При оценке изучаемых доз мутагенов руко-
водствовались указаниями, изложенными в ме-
тодике по использованию мутагенных факто-
ров в селекции садовых культур (Dryagina et al., 
1979). Для статистической интерпретации экспе-
риментальных данных по влиянию химических 
мутагенов по исследуемым характеристикам 
использовались стандартные функции Microsoft 
Excel.

Предобработку корневых меристем интер-
калятором ДНК – 9 аминоакридином, приго-
товление хромосомных препаратов проводили 
согласно описанным ранее методикам (Mu-
ravenko, Zelenin, 2009). Анализ мейоза, Ag-ЯОР-
окрашивание проводили по описанным ранее 
методикам (Samatadze et al., 2005; Muravenko 
et al., 2009; Samatadze et al., 2018a). Просмотр 
препаратов, отбор метафазных пластинок и их 
анализ проводили с помощью флуоресцентного 
микроскопа Olimpus BX61, снабженного черно-
белой ПЗС (прибор с зарядовой связью) камерой 
CoolSnap (RoperScientificInc., CША). Получен-
ные изображения обрабатывали, используя про-
граммы хромосомного анализа, согласно тех-
нологии, принятой в лаборатории (Muravenko, 
Zelenin, 2009).

Результаты

Среди морфологических изменений, воз-
никших после обработки мутагенами в М1 и М2 
поколениях, выявлены: карликовость растений, 
различные изменения в соцветиях, такие как на-
личие нескольких корзинок на одном соцветии, 
(многоморфность) соцветий и их фасциация, по-
явление махровых форм с увеличенным диаме-
тром соцветия и др. Выявлено, что число расте-
ний с морфологическими изменениями больше 
в процентном соотношении у ‘Золотого моря’ по 
сравнению с ‘Райским садом’.

Установлено, что химические мутагены ока-
зали ингибирующее действие на всхожесть се-
мян календулы лекарственной, а также на вы-
живаемость рассады в полевых условиях (табл. 
1). Наиболее угнетающее влияние на лаборатор-
ную всхожесть семян ‘Золотого моря’ оказывают 
мутагены ДМС в концентрации 0,08 % и ДЭС в 
дозе 0,05 %, тогда как у ‘Райского сада’ наиболее 
угнетающее действие отмечается при более низ-
ких концентрациях данных мутагенов (табл. 1). 
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Выживаемость рассады в полевых условиях 
у обоих сортов превышала лабораторную всхо-
жесть. Снижение выживаемости рассады отме-
чается у обоих сортов при обработке ДМС в дозе 
0,04 % и ДЭС в дозе 0,05 %. У ‘Золотого моря’ 
было отмечено стимулирующее действие при 
обработке ДЭС в дозе 0,025, а у ‘Райского са- 
да’ – при ДМС 0,08 %. 

Для оценки влияния различных концентра-
ций мутагенов на растения ноготков лекарствен-

ных в течение вегетационного периода были 
проведены следующие биометрические наблю-
дения: высота растений, число разветвлений, ко-
личество листьев и число соцветий на растении.

Обнаружены различия по высоте растений 
сортов календулы при обработке мутагенами 
(табл. 2). Растения ‘Золотое море’ при обработке 
ДМС 0,08 и ДЭС 0,025 % отмечались наимень-
шей высотой в М1. У ‘Райского сада’ в М1 высота 
растений была на уровне контроля ДЭС 0,05 %.

Таблица 1
Влияние химических мутагенов на всхожесть семян и выживаемость рассады в М1 поколении у 

календулы лекарственной (среднее за 2014–2015 гг.)

Варианты
опыта

Лабораторная
всхожесть

Выживаемость рассады в полевых 
условиях

% к контролю % к контролю
'Золотое море', К 80 100 80 100
ДМС 0,04 45 56 61 76
ДМС-0,08 21 26 76 95
ДЭС-0,025 50 62 78 104
ДЭС-0,05 32 40 45 60
'Райский сад', К 87 100 82 100
ДМС 0,04 34 39 64 78
ДМС-0,08 44 51 83 101
ДЭС-0,025 43 49 58 70,7
ДЭС-0,05 52 60 46 56,1

Таблица 2
Влияние химических мутагенов на морфологические изменения в М1 и М2 

поколении у календулы лекарственной

Мутагены, 
концентрация

Высота растений, 
см

Число
разветвлений, шт.

Количество листьев 
на растении, шт.

Число соцветий на 
растении, шт.

М1 М2 М1 М2 М1 М2 М1 М2
'Золотое море'

К 55,2 55,5 6,38 6,16 29,1 30,8 11,0 10,1
ДМС 0,04 56,2 55,0 7,44* 7,53* 29,1 32,9 14,8* 15,6*
ДМС 0,08 47,8* 49,8* 5,83 5,17* 22,2* 25,5* 10,2 11,4
ДЭС 0,025 48,8* 47,8* 5,21* 5,60 27,5 28,9 15,0* 16,3*
ДЭС 0,05 50,4* 50,6* 5,01* 6,65 23,8* 24,5* 14,6* 14,9*

'Райский сад'
К 57,1 56,3 6,64 6,49 28,2 27,9 11,3 10,8
ДМС 0,04 55,5 56,6 7,82* 8,51* 32,5* 30,4* 16,3* 15,5*
ДМС 0,08 57,9 59,6 6,44 7,06 25,8* 31,7* 12,6 16,8*
ДЭС 0,025 57,6 59,1 6,71 6,79 20,9* 22,3* 14,6* 15,5*
ДЭС 0,05 62,1 63,8 6,23 6,86 28,6 29,2 17,5* 18,4*

Примеч.: *– различия достоверны при P ≤ 0.05.

Химические мутагены и их доза обработки 
не оказали существенного влияния на число раз-
ветвлений в M1-поколении на сорта календулы 
лекарственной; в М2 наблюдаем различия в сто-
рону стимуляции у ‘Райского сада’ при обработ-

ке мутагеном ДМС. Наибольшее количество вет-
влений на растении наблюдалось у обоих сортов 
при обработке ДМС в дозе 0,04 %. 

На среднее количество листьев на одном рас-
тении ‘Золотое море’ в М1 оказали влияние му-
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тагены в высоких концентрациях ДМС (0,08) 
и ДЭС (0,05), у ‘Райского сада’ наблюдалось 
уменьшение данного показателя при обработке 
ДЭС в дозе 0,025 как в М1, так и М2. Среднее 
число соцветий на растении у ‘Райского сада’ 
превышает ‘Золотое море’.

Обработка мутагенами у ‘Райского сада’ при-
вела к увеличению числа соцветий, в отличие от 
‘Золотого моря’ (табл. 2). Обработка ДЭС 0,05 у 
‘Райского сада’ стимулировала этот показатель, 
являющийся одним из основных при отборе ка-
лендулы. 

Анализ мейоза показал, что все изучаемые 
формы ноготков в метафазе I содержали 16 би-
валентов (16II) (рис. 1а). Наряду с нормальным 
течением мейоза, в метафазе I (М-I) были обна-
ружены различные хромосомные ассоциации: 
триваленты, квадриваленты, а также были выяв-
лены хромосомы, которые находились за преде-
лами метафазной пластинки, сбоку от нее или у 
полюсов микроспороцита (рис. 1б, в). В анафазе 
I (А-I) и анафазе II (А-I) у всех форм ноготков 

в основном встречались клетки как с нормаль-
ным расхождением хромосом к полюсам (16:16), 
так и клетки с нарушениями (отставание хромо-
сом, хаотическое расхождение хромосом, мосты, 
фрагменты хромосом и т. д.) (рис. 1г, д, е). Про-
цент микроспороцитов с нарушениями в М-I и 
А-I у растений ‘Золотое море’, обработанных 
ДЭС, был несколько выше (2,5 %), чем у расте-
ний ‘Райский сад’, обработанных ДМС.

Доминирующими аберрациями в телофазе 
I (Т-I) и телофазе II (Т-II) были нарушения по-
лярности, наличие микроядер и цитомиксис. На 
стадии Т-II обнаружены клетки с разным числом 
ядер, клетки с микроядрами, образовавшимися в 
результате ошибок при распределении хромосом 
между дочерними ядрами на предыдущих стади-
ях мейоза. Выявлены нарушения на стадии об-
разования тетрад (формирование пентад, гексад, 
наличие одного или двух микроядер в одной из 
микроспор тетрады), а также клетки с линейны-
ми тетрадами (рис. 1ж, з).

Использование интеркалятора ДНК 9-ами-
ноакридина позволило увеличить размеры хро-
мосом в исследуемых кариотипах календулы, а 
также уточнить морфологию хромосом. Мор-
фометрический анализ хромосом ноготков ле-
карственных показал, что в кариотипе сортов и 
мутантных форм календулы 16 пар мелких хро-
мосом размером 3,5–5,0 мкм. Кариотип пред-
ставлен в основном субметацентрическими хро-

мосомами и характеризуется наличием двух пар 
спутничных хромосом (1 и 9) у всех изученных 
сортов и мутантных форм (K = 2(4m + 10sm + 
2smst). Спутничные хромосомы имели вторич-
ную перетяжку в прицентромерном районе и 
сходный рисунок С/DAPI-окраски. Крупные ге-
терохроматические блоки расположены в при-
центромерных районах хромосом, а средние и 
небольшие C/DAPI-бэнды – преимущественно в 

Рис. 1. Мейотическое деление и формирование пыльцевых зерен у календулы лекарственной: а – метафаза 
I (16II); б – поливалентные ассоциации в метафазе I; в – хаотическое расхождение хромосом в анафазе I; г – 
образование мостов в анафазе I; д – отстающие хромосомы в анафазе I; е – слипание (нерасхождение) групп 
хромосом в анафазе II; ж – тетрада с микроядрами; з – гексада.
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теломерных и интеркалярных районах (рис. 2). 
В кариотипах всех изучаемых сортов и мутант-
ных форм ноготков не выявлены хромосомные 
аномалии.

Изучение рисунка Ag-ЯОР-окрашивания у 
всех изучаемых сортов и мутантных форм но-
готков лекарственных выявило наличие Ag-

положительных районов в области вторичных 
перетяжек на спутничных хромосомах 1 и 9 
(рис. 3). На хромосоме 1 всегда наблюдался 
более крупный Ag-ЯОР. В интерфазных ядрах 
и у сортов, и у мутантных форм ноготков при 
этом наблюдалось от одного до четырех Ag-
окрашенных ядрышек.

Рис. 2. С/DAPI-(инвертированное) дифференциальное окрашивание метафазных хромосом календулы лекар-
ственной (32) сортов и мутационных форм: а –'Золотое море'; б –'Райский сад'; в – М1 'Золотое море'; г – М2 
'Райский сад'; д – кариотип М1 'Золотое море'. Масштаб – 5 мкм.

Обсуждение

Известно, что более высокие концентрации 
мутагена приводят к большему биологическо-
му угнетению вида, которое может выражаться 
в задержке прорастания семян и роста сеянцев 

растений, а также их возможной гибели, сте-
рильности цветков, снижением выживаемости 
растений в процессе онтогенеза (Gaul, 1964). В 
нашем случае обработка мутагенами также вы-
звала ингибирующее действие на всхожесть се-
мян календулы, а также на выживаемость расса-
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ды в полевых условиях для обоих сортов, с раз-
личной реакцией сортов на эти показатели (табл. 
1). Наиболее угнетающее влияние на лаборатор-
ную всхожесть семян ‘Золотое море’ оказывают 
мутагены ДМС в концентрации 0,08 % и ДЭС в 
дозе 0,05 %, тогда как у ‘Райского сада’ наибо-
лее угнетающее действие отмечается при более 
низких концентрациях данных мутагенов: ДМС 
0,04 % и ДЭС 0,025 %. Аналогичные результа-
ты получены и для других видов растений, когда 
увеличение концентрации мутагенов приводит к 
уменьшению всхожести семян и выживаемости 
растений (Khan et al., 2009; Oladosu et al., 2016). 
Такие изменения могут быть обусловлены не 
только воздействием мутагенов, но и воздей-
ствием окружающей среды, наличием влаги в 
семени, а также концентрации самих мутагенов 
(Abd El-Maksoud, El-Mahrouk, 1992). У ‘Золо-
того моря’ низкая концентрация мутагена ДЭС 
(0,025) стимулировала всхожесть семян (табл. 
1). Стимулирующее действие низких и проме-
жуточных концентраций мутагенов может быть 
связано с ферментативной активацией при про-
буждении начала деления меристемных клеток. 
Нарушение образования ферментов, участвую-
щих в процессе прорастания, в частности при 
больших дозах мутагенов, приводит к уменьше-
нию всхожести семян. Наши результаты согласу-
ются с предыдущими исследованиями, где было 
показано стимулирующее действие мутагенов 
на всхожесть семян Tagetes (Badr et al., 2000), 
Amaranthus (El-Nashar, Asrar, 2006), Calendula 
(El-Nashar, Asrar, 2016) после воздействия раз-

личных мутагенов. 
Снижение выживаемости рассады до крити-

ческого уровня отмечается у обоих сортов при 
обработке ДМС 0,04 % и ДЭС 0,05 %. Малая же 
концентрация мутагена ДЭС 0,025 так же, как 
и высокая концентрация ДМС 0,08, стимулиро-
вала выживаемость рассады по отношению к 
контролю у сортов календулы ‘Золотое море’ и 
‘Райский сад’ соответственно (табл. 1).

Признак высоты растений привлекает особое 
внимание исследователей в связи с селекцией 
на ограничение ростовых процессов в узловых 
меристемах стебля. Поэтому определенный ин-
терес представляет изучение возможности ис-
пользования химических мутагенов для полу-
чения короткостебельных форм. Одно из пер-
вых проявлений реакции растений на обработку 
семян мутагенами – изменение роста растений 
(Sinhamahapatra, Rakshit, 1990; El-Nashar, 2006, 
El-Nashar, Asrar, 2016). Низкая концентрация 
мутагена приводит к увеличению высоты рас-
тений. Такие результаты были получены на 
других видах цветковых растений, таких как 
Salvia splendens (Hussein et al., 1974), Euonymus 
japonicus (El-Torky, 1992) и Amaranthus (El-
Nashar, 2006). В нашем эксперименте все об-
работки мутагенов оказали стимулирующее 
действие на высоту растений календулы, исклю-
чение составила обработка ДМС в дозе 0,04 % –  
высота растений оказалась на уровне контроля 
(табл. 2). Такая стимуляция роста растений обо-
их сортов календулы в М2 может говорить о том, 
что физиологические повреждения, вызванные 

Рис. 3. Метафазные пластинки Аg-ЯОР-окрашенных хромосом календулы лекарственной (2n = 32) 'Золотое 
море' (a) и 'Райский сад' (б).
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действием мутагенов и продуктов их гидролиза 
на клетки растений в предыдущем поколении 
М1, нивелировались. 

Физиологические эффекты от воздействия 
мутагенов и продуктов их гидролиза смогли 
также стать причиной стимуляции числа ветвей 
и листьев в каждом растении. Так, у ‘Райско-
го сада’ в М2-поколении обработка мутагеном 
ДМС стимулировала число разветвлений (табл. 
2). Наибольшее количество ветвлений на расте-
нии наблюдалось у обоих сортов при обработке 
ДМС в дозе 0,04 %. На среднее количество ли-
стьев на одном растении в М1 оказали влияние 
мутагены в высоких концентрациях ДМС (0,08) 
и ДЭС (0,05) на растения ‘Золотое море’, у ‘Рай-
ского сада’ наблюдалось уменьшение данного 
показателя при обработке ДЭС в дозе 0,025 как в 
М1, так и М2. Среднее число соцветий на расте-
нии у ‘Райского сада’ превышает ‘Золотое море’ 
(табл. 2). Эти результаты согласуются с выво-
дами Hussein et al. (1974) на Salvia splendens и 
El-Nashar (2006) на Amaranthus. Такая неодина-
ковая реакция сортов календулы лекарственной 
на мутагены различной концентрации может 
указывать на генотипические особенности ис-
следуемого материала.

Показано, что многие химические мутагены 
поражают генетическую структуру организмов 
и могут вызвать нарушения в ходе протекания 
мейоза. В свою очередь, это может приводить к 
возникновению как типичных анафазных абер-
раций (фрагменты, мосты, отставание хромо-
сом), так и массовой фрагментации, нерасхожде-
нию, слипанию хромосом и другим нарушениям. 
Качество и количество мейотических аберраций 
является надежным показателем определения 
сублетальных доз химических мутагенов, а так-
же является эффективной системой мониторин-
га успешного селекционного процесса (Bhat, 
Wani, 2017).

Известно, что наличие открытых бивалентов 
не нарушает общего течения мейоза, но может 
указывать на ослабление конъюгации. Отсут-
ствие конъюгации хромосом является причиной 
нарушений при прохождении последующих ста-
дий мейоза. Отклонения от нормальной бива-
лентной конъюгации заключаются в образова-
нии не только унивалентов, но и мультивалентов 
(Golubovskaya, 1975; Poddubnaja-Arnoldi, 1976). 
В нашем исследовании было установлено, что 
наряду с нормальным течением мейоза, в М-I 
были обнаружены хромосомные ассоциации: 
триваленты, квадриваленты, а также были выяв-

лены униваленты, которые находились за преде-
лами метафазной пластинки, сбоку от нее или 
у полюсов микроспороцита. Появление поли-
валентных ассоциаций наблюдалось и у других 
видов растений после воздействия мутагенами 
(Zeerak, 1992; Bhat, Wani, 2017; etc.). Вероятно, 
мутагены индуцируют образование унивалентов 
посредством структурных изменений хромосом 
в результате ограничения спаривания между го-
мологичными хромосомами, и таким образом 
снижается частота хиазм (Zeerak, 1992).

Значительным нарушением мейоза на стадии 
анафазы является неравное расхождение хромо-
сом к полюсам, что приводит к утрате отдельных 
хромосом и неравному распределению генети-
ческого материала. В А-I у всех форм ноготков 
в основном встречались клетки с нормальным 
расхождением хромосом к полюсам (16:16), хотя 
также были обнаружены клетки с нарушениями 
(отставание хромосом, хаотическое расхожде-
ние хромосом, мосты, фрагменты хромосом и  
т. д.) (рис. 3г, д, е).

В целом, проведенный анализ мейоза под-
тверждает данные биоморфологических пока-
зателей растений, обработанных мутагенами, 
и доказывает актуальность их использования 
в низких концентрациях. С увеличением дозы 
мутагенного воздействия увеличивается количе-
ство мутаций и резко снижается жизнеспособ-
ность растений, что в конечном итоге снижает 
вероятность регистрации истинного количества 
наследственных изменений.

В нашей работе морфометрический анализ 
хромосом сортов календулы лекарственной по-
казал, что в их кариотипах содержится 16 пар 
мелких хромосом (2n = 32) размером 3,5–5,0 
мкм. Известно, что у мелкохромосомных видов 
растений гетерохроматин в основном локализу-
ется в центромерных и реже в интеркалярных 
и теломерных районах хромосом (Muravenko et 
al., 2009; Yurkevich et al., 2013; Samatadze et al., 
2018 b). Результаты C/DAPI-дифференциального 
окрашивания показали, что в геноме основное 
количество гетерохроматина содержится в при-
центромерных и интеркалярных районах хромо-
сом изучаемых сортов и мутантных форм кален-
дулы. 

Механизмы С-бэндинга и окрашивания АТ-
специфичными флуорохромами, к которым при-
надлежит DAPI, различные. С-бэндинг выявляет 
районы структурного гетерохроматина, а DAPI –  
только АТ-богатые районы, которые обычно 
расположены в гетерохроматическиx районах, 
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что и подтверждается сходством рисунков С- и 
DAPI-бэндинга хромосом (Guerra, 2000). Обо-
гащенность гетерохроматина АТ-парами осно-
ваний характерна для многих видов растений 
(Muravenko et al., 2009; Yurkevich et al., 2013; Sa-
matadze et al., 2018a, b).

Незначительный полиморфизм C/DAPI-бэн-
дов был обнаружен на хромосомах обоих изу- 
ченных сортов календулы. В их кариотипах была 
выявлена наибольшая вариабельность размеров 
у DAPI-бэндов, прилегающих к вторичной пере-
тяжке и самой спутничной нити. Это обычно 
связывают с изменчивостью числа рибосомных 
генов и их различной функциональной актив-
ностью (Samatadze et al., 2005; Muravenko et al., 
2009; Samatadze et al., 2018a).

В нашем исследовании было установлено 
наличие Ag-положительных районов в области 
вторичных перетяжек на спутничных хромосо-
мах 1 и 9 у всех изучаемых сортов и мутантных 
форм календулы. Причем на хромосоме 1 всегда 
наблюдался более крупный Ag-ЯОР. В интерфаз-
ных ядрах и у сортов, и у мутантных форм но-
готков при этом наблюдалось от одного до четы-
рех Ag-окрашенных ядрышек. Поскольку ранее 
было показано, что размеры Ag-ЯОР коррелиру-
ют с функциональной активностью расположен-
ных в этом районе рибосомных генов (Amosova 
et al., 1986; Samatadze et al., 2005), можно пред-
положить большую функциональную актив-
ность Ag-ЯОР хромосомы 1 по сравнению с 
ЯОР хромосомы 9. Гетероморфизм спутничных 

хромосом по активности ЯОР был отмечен и у 
других объектов, что указывает на наличие раз-
личных механизмов взаимодействия между ак-
тивными ЯОР (Amosova et al, 1989; Samatadze et 
al., 2005a).

Таким образом, проведенное исследование 
по воздействию химических мутагенов различ-
ной концентрации на сорта календулы позволи-
ло дать их оценку по биолого-морфологическим 
и цитогенетическим изменениям в поколениях 
М1 и М2. Установлено, что эффективность ис-
пользования химических мутагенов зависела от 
их концентрации. Выявлено дозозависимое по-
вышение частоты мультивалентов в МКП при 
повышении концентрации мутагенов. Уточнено 
хромосомное число вида (2n = 32), идентифици-
рованы все хромосомы в кариотипах календулы. 
Изучение рисунка С/DAPI-дифференциального 
окрашивания и Ag-ЯОР-окрашивания позволи-
ло выявить хромосом-специфичные маркеры в 
кариотипах сортов и мутантных форм. Примене-
ние химических мутагенов в определенных кон-
центрациях позволяет расширить генетическое 
разнообразие растений и значительно увеличить 
возможности селекции C. officinalis. 
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