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Аннотация. В кариотипах Calendula officinalis L. (Asteraceae) (2n = 32) из различных эколого-географических 
мест произрастания изучен внутривидовой полиморфизм по рисункам локализации на хромосомах 
молекулярно-цитогенетических маркеров: C/DAPI-бэндов и кластеров 45S и 5S рДНК. У всех образцов 
календулы в проксимально-медианных районах хромосом обнаружены вариабельные C/DAPI-бэнды. FISH 
с зондами рибосомных генов выявил сходную локализацию на хромосомах основных кластеров 45S и 5S 
рДНК: кластеры 45S рДНК на хромосомах 1 и 9, а также кластер 5S рДНК на длинном плече хромосомы 
10. Дополнительно в кариотипах образцов календулы из Крыма и Беларуси обнаружены минорные сайты 
45S рДНК. Выявлена внутривидовая изменчивость по числу и локализации минорных сайтов 45S рДНК на 
хромосомах C. officinalis из различных мест произрастания.
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Chromosomal polymorphism of Calendula officinalis revealed  
by molecular cytogenetic markers
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Summary. In karyotypes of Calendula officinalis L. (Asteraceae) (2n = 32) from various ecological and geographical 
places of growth, intraspecific polymorphism was studied based on patterns of chromosomal localization of molecular 
cytogenetic markers: C/DAPI bands and also 45S and 5S rDNA clusters. In all calendula samples, variable C/DAPI 
bands were found in the proximal-median regions of chromosomes. FISH revealed similar localization on chromo-
somes of the main 45S and 5S rDNA clusters: 45S rDNA clusters were localized on chromosomes 1 and 9, and 5S rDNA 
cluster was detected on the long arm of chromosome 10. Additionally, minor sites of 45S rDNA were identified in the 
karyotypes of calendula samples from Crimea and Belarus. Intraspecific variability in number and location of the mi-
nor 45S rDNA sites was revealed on chromosomes of C. officinalis plants from different places of growth. 

Введение

Calendula L. – род травянистых растений и 
полукустарников сем. Астровые (Asteraceae), 
распространенных преимущественно в Среди-
земноморье, Иране, Центральной Европе, Аф-
рике и Азии, включающий от 25 до 27 видов 
(Ao, 2007). В настоящее время различные виды 
календулы используются как в традиционной, 
так и в народной медицине (Haensel, Sticher, 
2007). В сырье календулы лекарственной (Ca-
lendula officinalis L.) содержатся тритерпеновые 
сапонины 2–10 % (гликозиды олеаноловой кис-
лоты), тритерпеновые спирты (ψ-тараксастерол, 
тараксостерол, фарадиол, арнидиол, гелиантри-
ол) и стероиды (Konovalova, Rybalko, 1990). Не-
которые виды календулы были протестированы 
на их противоопухолевый и проапоптотический 
эффекты, и были получены обнадеживающие 
результаты (Cruceriu et al., 2018; Khouchlaa et al., 
2023). Широкий спектр биологически-активных 
соединений календулы открывает перспективы 
для разработки новых современных лекарствен-
ных препаратов. Это требует глубокого и раз-
ностороннего изучения генетических особенно-
стей и геномов лекарственных видов календулы, 
в первую очередь, календулы лекарственной в 
связи с ее широким применением в фармацевти-

ческой, медицинской, пищевой промышленно-
сти и в косметологии (Khalid, Silva, 2012).

Исследование хромосом у видов рода 
Calendula осуществлялось, как правило, с ис-
пользованием монохромного окрашивания 
(Darlington, Wylie, 1955; Meusel, Ohle, 1966; Nor-
lindh, 1977, Heyn, Joel, 1983; Vogt, Oberprieler, 
2008; Baciu et al., 2013; Fallahi et al., 2020). Уста-
новлено, что род Calendula отличается широким 
диапазоном чисел хромосом: от 2n = 14 до 2n ~ 85. 
Такой широкий размах чисел хромосом внутри 
рода связывают со спонтанной гибридизацией 
между видами с последующей дупликацией их 
геномов (Lanza, 1919; Heyn et al., 1974; Heyn, Joel, 
1983; Gonçalves et al., 2023a). Calendula officinalis 
L. в основном описывается как тетраплоид, ка-
риотип которого представлен 32 хромосомами 
(2n = 4x = 32) (Murín, 1997; Probatova et al., 2001; 
Chen, et al., 2003). По другим данным, кариотип 
этого вида может содержать 2n = 28 (Garcia et al., 
2010; Rice et al., 2015; Mallick, 2021). FISH-анализ 
показал, что на хромосомах C. officinalis (2n = 28) 
локализовано четыре сайта 45S рДНК и два сайта 
5S рДНК (Garcia et al., 2010). Другие исследовате-
ли выявили аналогичное число кластеров рибо-
сомных генов и в кариотипе C. officinalis с 2n = 32  
(Esmaeili et al., 2020). Сравнительно недавно 
проведено кариогеномное исследование отече-
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ственных сортов и мутантных форм C. оfficinalis 
(Samatadze et al., 2019). Показано, что кластеры 
45S рДНК и 5S рДНК являются эффективны-
ми молекулярными маркерами, позволяющими 
проводить идентификацию хромосом C. officina-
lis (Samatadze et al., 2019). Однако до настоящего 
времени внутривидовая изменчивость хромо-
сом C. officinalis практически не исследована. 

Целью настоящей работы стало изучение 
внутривидового хромосомного полиморфизма 
по рисункам С/DAPI-бэндов и локализации сай-
тов 45S рДНК и 5S рДНК на хромосомах в карио- 
типах образцов C. officinalis из различных мест 
произрастания.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили 
образцы C. officinalis из четырех мест произрас-
тания, полученные из коллекции семян Отдела 
агробиологии ВИЛАР (г. Москва):

К214/102, Республика Крым, Никитский бо-
танический сад (г. Ялта);

К500-147, Ботанический сад НАН Беларуси 
(г. Минск);

К304-221, Ботанический сад (г. Ярославль); 
К27-2291, фармакопейный участок Ботаничес- 

кого сада ВИЛАР (г. Москва). 
Приготовление хромосомных препаратов и 

флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH) 
проводили согласно описанным ранее методи-
кам (Muravenko, Zelenin, 2009; Samatadze et al., 
2018). Анализ хромосомного полиморфизма у 
растений методом FISH проводили, используя 
пробы 45S рДНК (pTa71) и 5S рДНК (pTa794) 
(Gerlach, Bedbrook, 1979; Gerlach, Dyer, 1980), 
которые метили с помощью наборов для ме-
чения ДНК флуорохромами SpectrumAqua и 
SpectrumRed (Abbott Molecular, Wiesbaden, Гер-
мания). Процедуру FISH осуществляли по ранее 
описанной методике (Samatadze et al., 2019). 

После процедуры FISH хромосомы окра-
шивали 0,1 мкг/мл DAPI (4',6-диамидино-2-
фенилиндол) (Serva, Heidelberg, Германия), рас-
творенным в среде Vectashield (Vector laboratories, 
Peterborough, Великобритания). Это позволило 
получить С/DAPI-дифференциальную окраску 
метафазных хромосом. 

Анализ хромосомных препаратов прово-
дили с помощью флуоресцентного микроскопа 
Olympus BX61 (Olympus, Токио, Япония), сопря-
женного с черно-белой ПЗС-камерой Cool Snap 
(Roper Scientific, Трентон, CША). Для каждого 

образца C. officinalis анализировали не меньше 
10 растений, по 10–20  метафазных пластинок на 
растение. Полученные изображения хромосом-
ных пластинок обрабатывали, используя про-
грамму Adobe Photoshop 10.0 (Adobe, Сан-Хосе, 
США).  

Результаты

В кариотипах всех изучаемых образцов ка-
лендулы содержатся в основном субметацен-
трические хромосомы (2n = 32), размер которых 
колеблется от 3,5 до 5,0 мкм. Кариотипы иссле-
дованных растений характеризуются наличием 
двух спутничных пар хромосом (1 и 9) (рис. 1). 
Идентификацию хромосом в кариотипах из-
ученных образцов C. officinalis проводили в со-
ответствии с разработанной ранее классифика-
цией (Samatadze et al., 2019).

У всех изученных образцов C. officinalis хро-
мосомы имели сходные рисунки распределе-
ния C/DAPI-бэндов мелких и средних разме-
ров, которые были локализованы в основном в 
проксимально-дистальных районах (рис. 2, 3).  
Сравнительный визуальный анализ рисунков 
C/DAPI-бэндинга на метафазных хромосомах 
изученных образцов показал их сходство с ра-
нее выявленными рисунками C/DAPI-диф- 
ференциального окрашивания хромосом в ка-
риотипах отечественных сортов календулы 
«Райский сад»и «Золотое море» (Samatadze et al., 
2019). Субтеломерные, интеркалярные и при-
легающие к вторичным перетяжкам C/DAPI-
бэнды были более полиморфными. В кариотипе 
календулы из Крыма на спутниках хромосом 
1 и 9 располагались крупные C/DAPI-бэнды  
(рис. 3г).

У всех изучаемых образцов C. officinalis FISH-
анализ выявил кластеры 45S рДНК на спутнич-
ных хромосомах 1 и 9 на вторичных перетяж-
ках и в прилегающих районах, а также сайты 5S 
рДНК на длинном плече хромосомы 10 (рис. 2, 
3). В кариотипах образцов календулы из Кры-
ма и Беларуси обнаружены минорные сайты 
45S рДНК, расположенные медианно в корот-
ком плече хромосомы 5. В кариотипе кален-
дулы из Крыма на хромосоме 10 наблюдалась 
ко-локализация сайта 5S рДНК с минорным ло-
кусом 45S рДНК (рис.  3). Гетероморфизм гомо-
логов пары хромосом 10 по ко-локализации ми-
норного локуса 45S рДНК с сайтом 5S рДНК был 
отмечен нами у сорта «Золотое море» (Samatadze 
et al., 2019). У других изученных образцов на 
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этой хромосоме минорные сайты 45S рДНК от-
сутствовали (рис. 3).

Обсуждение

Для C. officinalis, как и для многих видов рода 
Calendula, выявлено значительное разнообразие 
морфологических признаков (Heyn, Joel, 1983; 
Gonçalves et al., 2023a). У этого вида календулы 
ярко выражена гетерокарпичность семян (раз-
нокачественность) (Heyn, Joel, 1983; Gonçalves et 
al., 2023b), вариабельность окраски цветков, их 
количества и рядов семян в соцветии (Kostylev 
et al., 2011; Khazieva et al., 2023). Кроме того, у ка-
лендулы лекарственной наблюдается вариабель-
ность химического состава сырья в зависимости 
от количества язычковых цветков и окраски со-
цветия (Khalid, Silva, 2012), а также от места про-
израстания растений в различных эколого-гео-
графических районах (Shorin, Kriklivaya, 2013; 
Voronin et al., 2021). Исследование генетической 
изменчивости у видов рода Calendula с помощью 
молекулярных маркеров RAPD выявило высо-
кий уровень полиморфизма исследуемых гено-
типов C. officinalis (Baciu et al., 2013). Вместе с тем 
внутривидовой хромосомный полиморфизм  
C. officinalis изучен недостаточно. Несмотря на 
обнаруженные ранее два разных числа хромо-
сом в кариотипе этого вида, у изученных нами 
образцов календулы по числу хромосом разли-
чий не наблюдалось (Murín, 1997; Probatova et al., 
2001; Chen, et al., 2003; Garcia et al., 2010; Rice et 
al., 2015; Esmaeili et al., 2020; Mallick, 2021). 

Ранее установлено, что размеры метафазных 
хромосом календулы лекарственной варьиру-
ют от 0,4 до 2,6 мкм (Mallick, 2021). Наши ис-
следования показали, что после предобработки 
интеркалятором ДНК, замедляющим конденса-
цию хромосом в митозе, в кариотипе изученных 
образцов и сортов календулы лекарственной 
размеры хромосом возрастают до 3,5–5,0 мкм 
(Samatadze et al., 2019). Как правило, у мелкох-
ромосомных видов цветковых растений гете-
рохроматин локализуется большей частью в 
проксимально-медианных и реже – в медиан-
но-дистальных районах хромосом (Muravenko 
et al., 2009; Yurkevich et al., 2013; Samatadze et al., 
2018). У изученных образцов на недоконденси-
рованных хромосомах C/DAPI-бэнды выявля-
ются практически во всех районах хромосомных 
плеч, как и у сортов C. officinalis (Samatadze et 
al., 2019). Известно, что полиморфизм гетерох-
роматических районов хромосом вносит суще-

ственный вклад в структурно-функциональные 
особенности геномов и механизмы их адапта-
ции (Prokofieva-Belgovskaya, 1986). Популяции 
растений с разным содержанием биологически 
активных веществ могут иметь в кариотипах 
разные полиморфные варианты гетерохромати-
ческих районов хромосом (Pierozzi, 2001; Penas, 
2008; Samatadze et al., 2012, 2018). Также описана 
зависимость полиморфизма гетерохроматиче-
ских районов хромосом от условий произрас-
тания популяций растений (Chuksanova, 1971; 
Samatadze et al., 2001; Rachinskaya, 2011). 

Сравнительный визуальный анализ рисунков 
C/DAPI-бэндинга, выявленных на хромосомах 
изученных образцов, показал их значительное 
сходство как между собой, так и с рисунками  
C/DAPI-дифференциального окрашивания хро-
мосом отечественных сортов календулы «Рай-
ский сад» и «Золотое море» (Samatadze et al., 
2019).  При этом рисунки C/DAPI-бэндинга с 
учетом морфологии хромосом позволили опре-
делить гомологичные пары в кариотипах изучен-
ных образцов календулы в соответствии с раз-
работанной ранее классификацией (Samatadze et 
al., 2019). Вместе с тем в кариотипах изучаемых 
образцов календулы наибольшая вариабель-
ность размеров C/DAPI-бэндов выявлена в рай-
онах, прилегающих к вторичной перетяжке или 
спутничной нити, где также были картированы 
основные кластеры 45S рДНК. Полагают, что по-
лиморфизм этих районов хромосом связан с из-
менчивостью числа рибосомных генов и их раз-
личной функциональной активностью (Mukai et 
al., 1991; Muravenko et al., 1991, 2009; Zoldos et al., 
1999; Samatadze et al., 2012). 

У высших растений консервативные семей-
ства рибосомных генов представлены сотнями 
и тысячами копий в одном или более класте-
рах, на одной или нескольких хромосомных 
парах (Guerra, 2000; Badaeva, Salina, 2013). Рас-
положение кластеров рДНК на хромосомах ча-
сто используют в качестве молекулярных мар-
керов для идентификации хромосом, геномов, 
видовой принадлежности и выявления фило-
генетических связей между видами (Yurkevich, 
2013; Samatadze et al., 2019; Amosova et al., 2022; 
Muravenko et al., 2022). У C. officinalis обнаруже-
но консервативное расположение основных сай-
тов 45S и 5S рДНК как в кариотипах образцов 
из разных популяций, так и у сортов, изученных 
ранее (Samatadze et al., 2019), что позволило ис-
пользовать эти молекулярные маркеры для бо-
лее точной идентификации хромосом.
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Рис. 1. Метафазные пластинки образцов Calendula officinalis (2n = 32) из различных мест произрастания. FISH 
с пробами 45S рДНК (зеленый) и 5S рДНК (красный): а – К304-221; б – К 27-2291; д – К500-147; е – К214/102 и  
С/DAPI-бэндинг (инвертирование изображение) этих же пластинок: в, г, ж, з. Стрелками показаны спутнич-
ные хромосомы, головками стрелок – хромосомы, несущие сайты 5S рДНК генов, звездочкой – ко-локализация 
45S рДНК и 5S рДНК. Масштабная линейка – 5 мкм.
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Рис. 2. Кариотипы образцов Calendula officinalis: а, б – К304-221; в, г – К27-2291. FISH с пробами 45S рДНК 
(зеленый), 5S рДНК (красный) и С/DAPI-бэндинг (инвертирование изображение) метафазных хромосом.

Мобильность рДНК ‒ достаточно распро-
страненное явление в геноме растений. Высокая 
скорость рекомбинации в терминальной обла-
сти хромосом и активность мобильных элемен-
тов способствуют изменению количества сай-
тов рДНК в этом районе (Schubert, Wobus, 1985; 
Raskina et al., 2004; Roa, Guerra, 2012; Denisenko, 

2022). Для некоторых видов растений выявле-
на высокая вариабельность числа локусов 45S 
рДНК: Phaseolus vulgaris L., Atropa belladonna L., 
Мacleaya cordata (Willd.) R. Br., некоторых видов 
Gossypium L., Hedysarum neglectum Ledeb. (Pedro-
sa-Harand et al., 2006; Samatadze et al., 2012; Gan et 
al., 2013; Volkov et al., 2017; Yurkevich et al., 2019). 
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Также показано различное число сайтов рДНК 
в кариотипах у сортов озимого и ярового рапса, 
адаптированных к определенным эколого-гео-
графическим зонам (Amosova et al., 2014). При 

этом не обнаружено прямой зависимости между 
средой обитания, морфологией цветков, систе-
мой размножения и филогенетическим положе-
нием вида, а также количеством сайтов рДНК 

Рис. 3. Кариотипы образцов Calendula officinalis: а, б – К500-147; в, г – К214/102. FISH  с пробами 45S рДНК (зе-
леный), 5S рДНК (красный) и С/DAPI-бэндинг (инвертирование изображение) метафазных хромосом. Стрел-
ками показаны С/DAPI-бэнды спутничных хромосом.
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(Rosato et al., 2017). Вариации числа сайтов 
рДНК связывают и с межвидовой гибридизаци-
ей на границах ареалов видов (Rosato et al., 2017; 
Yurkevich et al., 2019). В нашем исследовании у 
двух образцов календулы из Крыма и Беларуси 
обнаружены дополнительные минорные сайты 
45S рДНК на хромосоме 5, что демонстрирует 
наличие внутривидовой вариабельности числа 
сайтов 45S рДНК в кариотипе C. officinalis. Ранее 
показано, что у некоторых видов растений сем. 
Asteraceae обнаружена ко-локализация класте-
ров 5S и 26S рДНК на хромосомах (Garcia et al., 
2010; Abd El-Twab, Kondo, 2012; Samatadze et al., 
2019; Esmaeili et al., 2020). Ко-локализация 5S и 
45S рДНК на хромосоме 10 в кариотипах у об-
разца из Крыма и ранее изученного сорта «Золо-
тое море» (Samatadze et al., 2019) демонстрирует, 
что и C. officinalis можно отнести к таким видам.

Таким образом, сравнительный хромосом-
ный анализ кариотипов образцов C. officinalis 

(2n = 32) из разных мест произрастания вы-
явил внутривидовую вариабельность рисунков  
С/DAPI-дифференциального окрашивания и ло-
кализации 45S и 5S рДНК. Полученные результа-
ты могут указывать на адаптивные возможности 
генома C. officinalis к изменяющимся эколого-ге-
ографическим условиям произрастания. Резуль-
таты исследования могут быть использованы 
для изучения хромосомной изменчивости в ге-
номах различных ценных лекарственных видов 
растений, а также в селекционных программах 
при выведении сортов растений, адаптирован-
ных к определенным климатическим зонам, что 
позволит в дальнейшем решать вопросы по со-
хранению их растительных ресурсов и обеспе-
чению сырьем фармацевтической промышлен-
ности. 
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