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Аннотация. Целью исследований стало опреде-
ление содержания ДНК и размера генома некоторых 
сортов культурных растений для использования их в 
последующем в качестве внешнего стандарта в про-
точной цитометрии растений. Основной задачей яв-
лялся поиск широко распространенных сортов куль-
турных растений, позволяющих исследовать боль-
шинство растительных объектов с содержанием ДНК 
в диапазоне от 0,1 до 60 пг. Кроме того, в работе были 
проанализированы и сопоставлены данные из между-
народных баз данных с фактическим содержанием 
ДНК отечественных сортов растений. Также приведе-
ны рекомендации для оптимизации методики прове-
дения эксперимента и интерпретации данных. В ре-
зультате работы установлено несколько сортов расте-
ний, наиболее удобных для использования в качестве 
внешнего стандарта. Сорта родов Lepidium, Sinapis, 
Petroselinum, Pisum, Lathyrus и Vicia отличаются вы-
сокими показателями изоляции ядер, большим коли-
чеством изолированных ядер, а также низким количе-
ством разрушенных ядер, а соответственно, низким 
уровнем фоновой флюоресценции, что немаловажно 
для проведения эксперимента.

Summary. The aim of research was to determine 
DNA content and genome size of certain plant varieties 
for subsequent use as an external standard in flow cyto-
metry of plants. The main challenge is to find widespread 

kinds of cultivated plants, allowing exploring most of the 
plant objects with DNA content in the range from 0.1 to 
60 pg. Furthermore, the data from international databases 
were analyzed and compared with the actual DNA con-
tent of the home (Russian) kinds of plants. Recommenda-
tions for the optimization of the experimental methods 
and data interpretation in flow cytometry are also pro-
vided. Several plant kinds are recognized as most suitable 
for the use as an external standard. Kinds of Lepidium, 
Sinapis, Petroselinum, Pisum, Lathyrus, and Vicia reveal 
good parameters of nuclei isolation, high amount of iso-
lated nuclei, low amount of destroyed nuclei, and thus 
low background fluorescence, which is important for the 
experiment.

В современной ботанике проточная цитомет- 
рия растений значительно упрощает карио-, 
цито-, эмбриологические исследования. Воз-
можность выявления полиплоидии, гибриди-
зации и, конечно же, размера генома делает ее 
перспективным инструментом исследования 
растительных организмов. Более того, в систе-
матике растений и популяционных исследо-
ваниях размер генома растений стал такой же 
важной характеристикой, как морфологические, 
анатомические признаки или хромосомные сос-
тав. Мало что в настоящее время известно об 
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изменении размера генома в таксономических 
единицах под действием эволюционных сил. 
Данный процесс является одним из основных 
факторов в осуществлении макроэволюционных 
изменений, например, в происхождении голосе-
менных и цветковых растений (Jiao et al., 2011). 
На микроэволюционном уровне играют важную 
роль полиплоидия, аллополиплоидия и апомик-
сис. Данные явления сложно диагностируемы 
классическими методами, но легко доступны 
для метода проточной цитометрии растений. Де-
текция изменений размера генома одних и тех 
же или близких видов растений, произрастаю-
щих на разных территориях, позволяет судить 
о ходе эволюционных процессов, их типе, или 
прогнозировать последующие шаги эволюции 
(Salameh, 2014). Вместе с исследованием кари-
отипа или просто хромосомного числа можно 
выявлять сложные гибридогенные процессы 
с одновременным присутствием алло- и поли-
плоидии (Wolf et al., 2014). Особенно подоб-
ные исследования важны для групп растений, 
характеризующихся широкой вариабельностью 
хромосомного состава и способов опыления. 
Возможность выявления при помощи проточ-
ной цитометрии таких процессов, как редукция 
гамет, зиготические и партеногенетические пути 
развития зародыша, псевдогамия и независимое 
развитие эндосперма, выявление спорофитных 
и гаметофитных мутантов растений, факульта-
тивного или облигатного апомиксиса, позволяет 
решать фундаментальные проблемы эволюции 
растений как на уровне класса, так и на уровне 
вида (Matzk et al., 2000).

Использование в качестве внешних стандар-
тов при цитометрии сортов культурный расте-
ний связано с относительной однородностью 
генома, возможностью круглогодичного выра-
щивания из семян. Кроме того, при поддержке 
должной чистоты сорта практически исключены 
изменения генома, связанные с гибридогенными 
процессами, которые в природе встречаются зна-
чительно чаще. 

Выбор размера генома стандарта является 
важным моментом в исследованиях. Желатель-
но, чтобы размер генома стандарта не превышал 
и не был меньше размера генома исследуемого 
образца более чем в 2–3 раза. Особенно это важ-
но для 256-канальных приборов с целью улуч-
шения качества детекции без изменения порога 
детектируемого сигнала.

Сорта растений, используемые зарубежными 
учеными, являются в значительной степени ау-

тентичными и редко встречаются в свободном 
доступе в России. Как показывают исследова-
ния, сорта растений, выведенные селекционе-
рами разных стран, несмотря на общее видовое 
происхождение, могут значительно отличаются 
друг от друга (Sammour, 2007). Данное явление 
связано с большой работой в области селекции, 
прошедшей в XX веке во всем мире. В связи с 
этим необходимо составление списка перспек-
тивных сортов растений, выведенных отече-
ственными селекционерами для использования 
в качестве внешних стандартов.

Материалы и методы
Для исследования использовали виды и сорта 

растений с предполагаемым содержанием ДНК 
в диапазонах 1–2 пг, 2–5 пг, 5–10 пг, 10–20 пг и 
20–30 пг (табл. 1). При выборе учитывали такие 
важные характеристики для стандарта, как вы-
сокая скорость роста, продуктивность биомассы, 
достаточное количество выделяемых ядер, а так-
же распространенность сорта. Определяемый 
размер генома сверяли с данными электронной 
базы размеров генома растений Королевского 
ботанического сада Кью (Bennett, Leitch, 2012). 
Содержание ДНК исследуемых растений опре-
деляли с использованием метода проточной 
цитометрии с окраской изолированных ядер 
иодидом пропидия (PI). Использование мето-
да окраски 4’,6-диамидино-2-фенилиндолом 
(DAPI) было нецелесообразно, т. к. краситель в 
основном окрашивает АТ-обогащенные участ-
ки ДНК, тогда как процентное содержание АТ 
в ДНК различных групп растений и животных 
значительно разнится, вследствие чего возмож-
но появление неточности расчетов (Doležel et al., 
2003). Молодые листья измельчали при помощи 
лезвия в 500 мкл охлажденного буфера Otto I с 
модификациями (0,1 M лимонной кислоты, 0,5 % 
Triton) и инкубировали 10 мин. при комнатной 
температуре (Otto, 1990). Образцы фильтрова-
ли через нейлоновую мембрану с размером пор 
50 мкм и смешивали с раствором для окраши-
вания, состоящим из 1 мл буфера Tris-MgCl2 
(0,4 M Tris-основание, 4 mM MgCl2*6Н2О) c до-
бавлением PI (50 μг/мл), РНКазы (50 μг/мл) и 
β-меркаптоэтанола (1 μл/мл) (Doležel et al., 1998; 
Pfosser et al., 1995). Исследование каждого об-
разца проводили в два этапа. На первом этапе 
подбирали параметры детекции флуоресценции 
и выявления положения пика стандарта на гра-
фике, и отмечали канал флуоресценции стандар-
та. На втором этапе раствор стандарта добавляли 
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к исследуемому образцу и проводили уже полно-
ценное исследование. Для дальнейшей интер-
претации данных использовали пики с не менее 
чем 1000 детектируемых частиц.

В качестве внешнего стандарта использова-
ли изолированные ядра лейкоцитов человека 
(мужского пола) с известным содержанием ДНК  
2C = 7,0 пг (Doležel et al., 1994, 1998; Tiersch et 
al., 1989).

Данные флюоресценции изолированных ядер 
детектировали при помощи проточного цитоме-
тра Partec CyFlow PA (Partec, GmbH) с лазерным 
источником излучения с длиной волны 532 нм.  
Сигналы записывались в логарифмическом 
представлении данных флюоресценции (лога-
рифмическая шкала). Измерения производили 
не менее трех раз с периодичностью одно из-
мерение в сутки для каждого образца. Для даль-
нейших расчетов использовали данные, не пре-
вышающие среднего значения содержания ДНК 
образца более чем на 3 % (Kubešová et al., 2010).

Для трансформации данных из логарифмиче-
ского в линейное представление использовали 
формулу: f = 10 X/64 (Marie, Brown, 1993). Со-
держанием ДНК рассчитывали исходя из фор-

мулы 2С = f*M, где f – индекс (разница между 
средними значениями пика образца и стандарта 
в линейной шкале); Х – разница между средни-
ми значениями пиков (каналов) стандарта и об-
разца в логарифмической шкале; 64 – частное 
между количеством каналов шкалы прибора на 
количество декад на полной логарифмической 
шкале (256/4 для Partec CyFlow PA); М – среднее 
значение пика образца. Полученные результа-
ты обрабатывали при помощи ПО Statistica 8.0 
(StatSoft Inc.) и штатного ПО проточного цито-
метра CyView (Partec, GmbH).

Результаты и обсуждение
Обычно для исследования ткань образца и 

стандарта измельчают вместе в одном буфере и 
окрашивают при помощи DAPI или PI (Doležel et 
al., 2007). Во время исследования большого ко-
личества образцов возможна неверная интерпре-
тация при идентификации пика стандарта и пика 
образца на шкале прибора, что может вызвать 
ошибку при расчете. Проведение исследования 
в два этапа позволят провести ориентацию пика 
образца относительно пика стандарта и исклю-
чить возможность ошибки.

№ Вид Сорт
2С (содержание 

ДНК), пг1

1С (размер генома), 
Мбп2

1 Allium fistulosum L.
Русский

25,05 12249Апрельский
Нежность

2 Allium cepa L.
Есаул

33,50 16381Стригуновский
Одинцовец

3 Anethum graveolens L.
Кибрай

2,40 1173Грибовский
Узоры

4 Bellis perennis L. 2,30 1125
5 Fragaria vesca L. 0,49 239

6 Lathyrus odoratus L.

Жемчуг

15,55 7604Спенсер

7 Lepidium sativum L.
Ажур

1,16 567Забава
Витаминный

8 Pisum sativum L. Адагумский 9,75 4768Глориоза

9 Petroselinum crispum L.
Листовая

4,50 2200Универсал
Кучерявец

10 Sinapis alba L. Седерат 1,0 489

11 Vicia faba L.
Черные русские

26,65 13032Велена
Детский восторг

Таблица 1
Используемые в исследовании образцы растений

Скапцов М.В., Смирнов С.В., Куцев М.Г.  
Содержание ядерной ДНК в некоторых сортах растений

Примеч.: 1 – 1 пг ДНК = 978 Mбп (Doležel et al., 2003); 2 – по данным Kew C-value database (Bennett, Leitch, 2012).
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Использование буфера Tris-MgCl2 связано с 
высоким риском кристаллизации перенасыщен-
ного буфера Otto II и повреждения изолирован-
ных ядер в случае длительного эксперимента. В 
связи с неустойчивостью красителя PI, использо-
вание одного буфера в случае работы с большим 
количеством образцов нецелесообразно. В буфе-
ре Otto I 0,5 % Tween 20 был заменен на 0,5 % 
Triton X-100, данное решение связано с необхо-
димостью повышения изолирующей способно-
сти буфера, особенно при работе с растительны-
ми тканями с прочной клеточной стенкой и вы-

соким содержанием полисахаридов. Внесенные 
изменения не отразились на количестве и каче-
стве выделяемых ядер (рис. 2).

Из большинства исследуемых растений было 
получено достаточное для работы количество 
изолированных ядер. Исключением является 
Fragaria vesca (2С = 0,49 пг), у которой в связи 
со значительным содержанием полисахаридов в 
тканях наблюдалось устойчивое снижение уров-
ня изоляции ядер. Данное явление затрудняет 
использование растений из р. Fragaria и близ-
кого к нему Potentilla в качестве внешнего стан-

Рис. 1. Цитофлюорограммы и точечные графики бокового рассеивания некоторых исследованных растений. 
Логарифмическая шкала. Стандарт – изолированные ядра лейкоцитов человека (A, B – пик 2; C, D – пик 1).  
A – Sinapis alba cедерат; B – Petroselinum crispum ‘Листовая’; C – Lathyrus odoratus ‘Жемчуг’; D – Vicia faba 
‘Черные русские’.

Turczaninowia 17 (3): 72–78 (2014)
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Рис. 2. Данные проточной цитометрии. Логарифмическая шкала. A: 1, 2 пики – Sinapis alba, 3 пик – Pisum sa-
tivum. Пик 1 соответствует основному состоянию клеточного ядра в фазе митоза G0/G1. Пик 2 (пик-спутник) –  
часто встречающееся явление присутствия клеточных ядер, находящихся на стадии митоза G2 c удвоенным 
количеством ДНК. Если пик 1 равен 2,24 пг, то пик 3 равен 7,95 пг; в обратном случае, если принимать пик 3 
за стандарт (Pisum 2C = 8,0 пг), то пик 1 равен 2,25 пг, что находится в пределах допустимых значений; B, C: 
показатель бокового рассеивания и положение популяций на точечном графике бокового рассеивания свиде-
тельствуют о высоком качестве изолированных ядер по показателям их размера и зернистости.

дарта. Значительное количество исследователей 
использует для работы Bellis perennis с установ-
ленным содержанием ДНК 2С = 2,3 пг и 3,45 пг 
(Bennett, Leitch, 2012; Kubešová et al., 2010). По 
нашим данным, для B. perennis характерны оба 
значения.

Из растений с наиболее стабильным геномом 
можно отметить Lepidium sativum (рис. 1А): со-
держание ДНК большинства сортов отличается 
друг от друга лишь на сотые доли (сорт ‘Ажур’ –  
1,10 пг, ‘Забава’ – 1,06, ‘Витаминный’ – 1,09). 
Petroselinum crispum и седератная форма Sinapis 
alba также оказались стабильными и не отлича-
лись высоким уровнем стандартного отклоне-
ния. За один эксперимент у Petroselinum crispum 
‘Листовая’ выделялось не менее 4–6 тысяч изо-
лированных ядер, а показатель бокового рассеи-
вания показывал низкую зернистость ядер (рис. 
1B). 

Некоторые источники отмечают стабиль-
ность генома сортов р. Pisum (Greilhuber, Ebert, 
1994). В нашем исследовании содержание ДНК 

сорта ‘Глориоза’ составил 2C = 9,38 пг, а сорта 
‘Адагумский’ – 2C = 8,0 пг. Кроме того, сорт 
‘Глориоза’ отличается значительным показате-
лем стандартного отклонения и неудобен для ис-
следования. Также пластичными являются сорта 
р. Lathyrus, за исключением ‘Жемчуг’ (рис. 1С).

Для определения крупных геномов наиболее 
часто используют сорта Vicia faba, Allium cepa 
и Allium fistulosum (Doležel et al., 1992, 1998). 
В исследованиях более целесообразно исполь-
зовать сорта Vicia faba, т. к. большой разницы 
между геномами Vicia faba и Allium fistulosum не 
выявлено, количество изолируемых ядер выше 
у Vicia faba (рис. 1D), а сорта Allium fistulosum 
оказались более вариабельны: показатели содер-
жания ДНК составляли как 31,2, так и 32,25 пг. 
Использование сортов Vicia faba позволяет с вы-
сокой степенью точности исследовать образцы с 
содержанием ДНК от 10 до 40–45 пг. В случае 
предполагаемого содержания ДНК образца на 
уровне 60 пг и более, возможно использование 
сортов Allium cepa, характеризующихся высокой 

Скапцов М.В., Смирнов С.В., Куцев М.Г.  
Содержание ядерной ДНК в некоторых сортах растений
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стабильностью генома, таких как ‘Есаул’ (2С = 
40,18), ‘Стригуновский’ (2С = 40,25) или ‘Один-
цовец’ (2С = 40,16 пг). 

Среди наиболее подходящих растений для 
использования в качестве стандарта в проточной 
цитометрии можно отметить сорта таких видов, 
как Lathyrus odoratus, Lepidium sativum, Pisum 
sativum, Petroselinum crispum, Sinapis alba, Vicia 
faba (табл. 2). Сорта этих растений перекрывают 
значительный диапазон возможного содержания 
ДНК исследуемого материала, данные цито- 
флюорограммы и графиков бокового рассеива-
ния подтверждают высокое качество и достаточ-
ное количество выделяемых ядер, что позволяет 

использовать приведенные сорта как внешние 
стандарты проточной цитометрии (рис. 1).

Для анализа нужно использовать минимум 
два стандарта, особенно для групп растений, 
характеризующихся полиплоидией. Кроме того, 
тот факт, что геном растений может быть доста-
точно пластичен, подобная техника исследова-
ний позволяет «откалибровать» стандарты друг 
относительно друга и улучшить условия экспе-
римента (рис. 2).

Благодарности. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского научного фон-
да, грант НШ-1417.2014.4.

Вид Сорт 2С (содержание ДНК), пг 1С (размер генома), Мбп
Lepidium sativum L. Ажур 1,10 ± 0,02 538
Sinapis alba L. Седерат 2.24 ± 0.04 1095
Petroselinum crispum L. Листовая 4,69 ± 0,09 2293
Pisum sativum L. Адагумский 8,00 ± 0,10 3917
Lathyrus odoratus L. Жемчуг 11,10 ± 0,11 5428
Vicia faba L. Черные русские 27,86 ± 0,39 13623

Таблица 2
Относительное содержание ДНК
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