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Аннотация. В статье представлены результаты апробирования и оптимизации методики пробоподготовки образцов для анализа на 
проточном цитометре двух, ранее не изученных в данном аспекте, видов – Colchicum bulbocodium subsp. versicolor и C.blaetum. Показано, 
что в качестве буфера для выделения интактных ядер из исходного растительного материала оптимален буфер LB01 с добавлением 
тиосульфата натрия, а в качестве внутренних стандартов – Petroselinum crispum и Secale cereale. Впервые установлено содержание ДНК 
в живых образцах C.bbulbocodium subsp. versicolor (2С=8.049 пг) и C.blaetum (2С=5.412 пг) из естественных местообитаний на территории 
РФ. Показано, что в качестве материала для исследования размера генома методом проточной цитометрии двух видов рода Colchicum 
можно использовать и семена при условии учёта их особенности – количество событий, соответствующих зародышу гораздо мень-
ше, чем клеток эндосперма. Гербарные образцы Colchicum мало пригодны в качестве материала для анализа содержания ДНК, так как 
данный параметр сильно завышен в сравнении с живым материалом. Полученные данные дополняют и расширяют представления о 
содержании уровня ДНК у представителей рода Colchicum. 
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Abstract. The article presents the results of testing and optimization of the sample preparation technique for fl ow cytometric analysis of two 
species that have not been previously studied in this aspect: Colchicum bulbocodium subsp. versicolor and C. laetum. We are using optimal LB01 
buff er with added sodium thiosulfate, as  internal standards we take Petroselinum crispum and Secale cereale. For the fi rst time, the DNA content 
in living samples of C. bulbocodium subsp. versicolor (2C = 8.049 pg) and C. laetum (2C = 5.412 pg) from natural habitats in the territory of the 
Russian Federation was determined. We have proven that not only living material (sprouts), but also seeds can be used as material for studying the 
genome size by fl ow cytometry of two species of the genus Colchicum. The main thing is to take into account their feature – the number of events 
corresponding to the embryo is much less than the number of endosperm cells. We do not recommend using herbarium samples of Colchicum 
as material for DNA content analysis, as their values were much overestimated in comparison with sprouts. The data we obtained complement 
and expand our understanding of the DNA level within the genus Colchicum.
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Введение

Род Colchicum sensu lato включает около 160 
видов, а sensu stricto около 80 [1]. Такое неодно-
значное представление об объёме рода указы-
вает на большое число нерешённых вопросов 
в отношении его таксономической структуры. 
Например, комплекс близких родов Colchicum, 
Merendera, Bulbocodium, Androcymbium неко-
торыми авторами объединяются в одни род 
Colchicum s.l. [1]. Основанием для подобного 
понимания объёма рода служат результаты 
молекулярно-генетических исследований по-
следнего времени [2].

Числа хромосом у видов Colchicum варьи-
руют в диапазоне 14–216, причём кариотипи-
ческая изменчивость наблюдается зачастую 
даже на внутривидовом уровне [3]. Знание 
уровня плоидности и количественная оценка 
внутривидового цитотипического разнообразия 
необходимы для лучшего понимания система-
тики и эволюции растений. По K. Persson (2007) 
[4] эволюция кариотипа рода происходила на 
основе чисел х = 7 и х = 9, остальные варианты 
основных чисел произошли за счет перестроек, 
анеуплоидного сброса, полиплоидии и гибри-
дизации [5]. 

Несмотря на важность знаний о числах хро-
мосом у видов этого рода, их подсчет остается 
чрезвычайно сложным, что связано, в первую 
очередь, с невысокой семенной продуктив-

ностью, крайне низкой всхожестью семян, а 
также охранным статусом видов Colchicum на 
территории России [6]. Все это не позволяет в 
достаточном количестве получить качествен-
ный исходный материал для кариологических 
исследований. 

Облегчить установление плоидности по-
зволяет проточная цитометрия, которая явля-
ется точным методом определения содержания 
ДНК в образце. У 13 видов рода Colchicum 
определены значения 2С [7–10]. Однако виды, 
произрастающие на территории России, ранее 
в этом отношении не исследовались. Поэтому 
исследование отечественных образцов было бы 
хорошим дополнением общей картины размера 
генома в целом для рода Colchicum. 

В проточной цитометрии обычно в каче-
стве материала для исследования используют 
свежую листовую пластинку [7–10]. К сожале-
нию, не всегда удается сохранить собранный 
материал из природных популяций в состоянии, 
пригодном для дальнейшего анализа, так как 
популяции рода Colchicum на территории Рос-
сии географически достаточно далеко удалены 
друг от друга. Сложность также заключается 
в произрастании растений данного рода на 
участках, удаленных от асфальтовых дорог, а 
период активного прироста вегетативной массы 
совпадает со временем весенней распутицы, 
поэтому было необходимо рассмотреть возмож-
ность проведения цитометрического анализа 
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на разных типах растительного материала об-
разцов рода Colchicum (проростках, семенах, 
гербарии), а также оптимизировать методику 
пробоподготовки. 

Материалы и методы 

Исследование проводилось на двух видах 
рода Colchicum – C. laetum (окр. х. Белоглин-
ский Калачёвского р-на Волгоградской обл. и 
окр. с. Кетченеры Кетченеровского р-на Р. Кал-
мыкия) и C. bulbocodium subsp. versicolor (окр. 
п. Лиманный Ровенского р-на Саратовской обл. 
и окр. ст. Нехаевской Нехаевского р-на Вол-
гоградской обл.). Материал для исследования 
собирали из естественных местообитаний в 
полевой сезон 2024 г.

Семена Colchicum характеризуются глубо-
ким физиологическим покоем, обусловленным 
действием механизма торможения прорастания 
[11]. Зародыши в таких семенах весьма ограни-
ченно способны к росту. После освобождения 
от покровов они или не растут совсем, или 
трогаются в рост медленно, и в большинстве 
случаев их рост носит ненормальный характер: 
иногда растет гипокотиль и на нем возникают 
опухолевидные образования, но корень боль-
шей частью не способен к росту. Поэтому после 
длительной стратификации, промывки и прора-
щивания семян в анализ мы использовали весь 
проросток (если его удалось получить), а также 
набухшие семена (заложенные на проращива-
ние, напитавшиеся водой, но ещё не проросшие). 
Также в анализе участвовали сухие семена 
(не подвергавшиеся никакому воздействию) и 
гербаризированные листовые пластинки. Для 
минимального травмирования взрослого расте-
ния в популяции с одного экземпляра отбирали 
только одну листовую пластинку. 

Содержание ДНК определяли с помощью 
проточной цитометрии путем окрашивания 
ядер йодидом пропидия. Данные о флуорес-
ценции изолированных ядер регистрировали 
с помощью проточного цитометра Cytoflex 
(Beckman Coulter, Inc.) с источником лазерного 
излучения 488 нм и фильтром 610 нм. Визуа-
лизацию и обработку гистограмм выполняли в 
программном обеспечении CytExpert (Beckman 
Coulter, Inc.). Измерения проводили в трех по-
вторностях. Для расчета были использованы 
пики с числом ядер не менее 1000 и CV не бо-
лее 5% [12]. Содержание ДНК исследованных 
образцов (2C, пг) рассчитывали по формуле: 
2C, пг = (среднее значение пика образца / сред-

нее значение пика стандарта) × 2C стандарта, 
пг. Статистические данные рассчитывали в 
программе XLStat (Ad-dinsoft).

Исследование было проведено на базе 
Южно-Сибирского ботанического сада АлтГУ 
(г. Барнаул).

Результаты и их обсуждение

Ранее для выделения ядер при исследова-
ниях размера генома рода Colchicum использо-
вался буфер Гэлбрейта в двух модификациях: 
в первом варианте – со снижением концен-
трации Triton X-100 до 0.5% [10]; во втором – с 
добавлением 1% PVP [10]. Образцы Colchicum 
богаты фенольными соединениями, такими 
как антоциановые соединения, катехины, фла-
воны, фенолкарбоновые кислоты и дубильные 
вещества [13]. Учитывая это, требуется подбор 
наиболее оптимального буфера для обеспечения 
качества гистограмм (снижение уровня шумов 
и коэффициента вариации пиков, повышение 
количества выделяемых ядер) при анализе со-
держания ДНК. 

С учетом литературных данных и наших 
экспериментальных сравнений был использован 
буфер LB01 [14] следующего состава: 15 mM 
Tris-HCl, 2 mM Trilon B (Na2EDTA×2H2O), 
0,5 mM спермина тетрагидрохлорид, 80 mM 
KCl, 20 mM NaCl, 0.1% Triton X-100 с добав-
лением 50 мкг/мл йодида пропидия, 50 мкг/мл 
РНКазы, 12 мМ тиосульфата натрия [12]. Дан-
ный буфер содержит соли и буферный агент 
для поддержания pH и осмотического давле-
ния, ингибиторы ДНКаз, детергент для лизиса 
эндоплазматической мембраны. Дополнитель-
ные компоненты включают РНКазу для рас-
щепления РНК, собственно интеркалирующий 
краситель и восстановитель для ингибирования 
полифенолов (образует водородные связи с по-
лифенолами), что снижает количество шумов и 
повышает общее качество гистограмм.

Большинство ядер, выделенных из образцов 
Colchicum laetum и C. bulbocodium subsp. Versi-
color, находились на стадии G0/G1 клеточного 
цикла. Ядра на стадии G2 либо не были обна-
ружены, либо присутствовали с низкой часто-
той. Пики флуоресценции имели четкие, узкие 
основания, небольшие коэффициенты вариаций 
(CV), достаточное количество событий (более 
1000 на каждый пик) и были пространственно 
разнесены на гистограмме, что свидетельствует 
о корректном выборе методики выделения и 
окрашивания.
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По литературным данным C. bulbocodium 
subsp. versicolor является диплоидом с основным 
числом хромосом x = 11, 2n = 2х = 22 [5]. Прямой 
подсчет хромосом на исследованных образцах 
нами не проводился. Однако, основываясь на 
данных других исследователей по количеству 
хромосом и на полученных нами результатах 
по размеру генома, можно примерно рассчитать 
содержание ДНК в одной хромосоме C. bul-
bocodium subsp. versicolor, которое составляет 
0.366 пг.

Среднее содержание ДНК в проростках 
C. laetum составило 5.412 пг (см. рис. 1, б, таб-
лица). Известно, что у данного вида основное 
число хромосом равно х = 7, а растения являются 
гексаплоидами (2n = 6х = 42) [5]. Следователь-
но, содержание ДНК в одной хромосоме у него 
равно 0.129 пг. 

Содержание ДНК в проростках C. bulboco-
dium subsp. versicolor в 1.5 раза больше, чем в 

образцах C. laetum. Размер моноплоидного 
(1Cx) генома C. bulbocodium subsp. versicolor в 
4.5 раза больше C. laetum (см. таблицу). Ранее 
уже отмечался крупный размер хромосом C. bul-
bocodium subsp. versicolor в сравнении с другими 
видами этого рода [17]. Данные по отношению 
2С к размеру хромосом можно использовать для 
скрининга плоидности популяций этих видов 
методом проточной цитометрии. Однако, для 
более точного анализа взаимосвязи рассчитан-
ного содержания ДНК к плоидности необходим 
прямой подсчет хромосом.

Использование семян для исследования 
содержания ДНК видов рода Colchicum явля-
ется перспективным направлением. Однако 
наши экспериментальные данные показывают, 
что у семян с развитым эндоспермом пик за-
родыша может быть не виден на гистограмме 
или уступать по высоте пику эндосперма 
(рис. 2). Подобная картина разности высоты 

Согласно литературным данным, количе-
ство ДНК в пределах рода Colchicum сильно 
варьирует [10]. Например, C. autumnale L. 
2С = 5.89 пг, C. alpinum Dammann ex. Springer 
2С = 8.06 пг, C. lusitanum Brot. 2С=10.7 пг, 
C. multifl orum Brot. 2С=16.5 пг, C. corsicum B. 
2С = 21.3 пг [10]. Опираясь на эти данные и 
предварительные измерения по подбору стан-
дарта, в качестве внутреннего стандарта нами 

были выбраны Petroselinum crispum (2C = 4.5 пг) 
[15] и Secale cereale (2C = 16.19 пг) [16]. 

Содержание ДНК у C. bulbocodium subsp. 
versicolor при использовании проростков 
в качестве исходного материала составило 
8.049 пг (рис. 1, а, таблица). Проросток ис-
пользовался весь целиком (с колеоптилем и 
гипокотилем, что позволяет накопить больше 
событий). 

Рис. 1. Примеры гистограмм проростков Colchicum bulbocodium subsp. versicolor (а) и C. leatum (б) совместно с Se-
cale cereale в качестве внутреннего стандарта. Здесь и далее красным цветом обозначены пики, соответствующие 
образцам; синим – пики стандарта. G0/G1 и G2/М – стадии клеточного цикла. По оси абсцисс – интенсивность 

флуоресценции (PI-A), по оси ординат – количество событий (Count) (цвет онлайн)
Fig. 1. Examples of histograms of live specimens of C. bulbocodium subsp. versicolor (a) and Colchicum leatum (b) together 
with Secale cereale as an internal standard. Here and further, the peaks, corresponding to the samples, are indicated in 

red; the peaks of the standard are indicated in blue (colour online)

а /a б/b
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Содержание ДНК в образцах Colchicum bulbocodium subs. versicolor и C. laetum
Table. DNA content in Colchicum bulbocodium subs. versicolor and C. laetum samples

Вид материала / Type of material 2C, пг / 
2C, pg

SD, пг / 
SD, pg CV, % 1Cx, пг / 

1Cx, pg

Уровень 
плоидности* / 
Ploidy level*

Colchicum bulbocodium subs. versicolor

Проросток / The sprout 8.049 – 1.920 4.025 2

Набухшие семена** / 
Swollen seeds **

Эмбрион / Embryo 8.054 0.116 1.440 4.027 2

Эндосперм / Endosperm 11.738 0.155 1.320 3.913 3

Гербарий / Herbarium 11.329 – 5.610 5.665 2

Colchicum laetum

Проросток / The sprout 5.412 – 2.660 0.902 6

Набухшие семена ** / 
Swollen seeds **

Эмбрион / Embryo 5.457 0.021 0.380 0.910 6

Эндосперм / Endosperm 8.086 0.095 1.170 0.898 9

Сухие семена / 
Dry seeds

Эмбрион / Embryo 5.578 – 2.990 0.930 6

Эндосперм / Endosperm 9.124 0.102 1.120 1.014 9

Гербарий / Herbarium 6.586 – 6.650 1.098 6

Примечание. 2C – содержание ядерной ДНК; SD – стандартное отклонение; CV – коэффициент вариации; 
1Cx – размер голоплоидного генома; * – при основном числе хромосом x = 11 [5]; ** – семена, заложенные на про-
ращивание, набухшие, но ещё не проросшие. Прочерк означает отсутствие данных.

Note. 2C – the content of nuclear DNA; SD – the standard deviation; CV – the coeffi cient of variation; 1Cx – the 
size of the holoploid genome; * – when the main number of chromosomes is x = 11 [5]; ** – seeds laid for germination, 
swollen, but not sprouted. A dash indicates that there is no data.

пиков характерна для зонтичных, у которых 
также количество ядер эндосперма преоблада-
ет над количеством ядер зародыша [12]. Чтобы 
не допустить неоднозначную интерпретацию 
результатов, каждое семя исследовалось по 
отдельности, а чтобы исключить возможность 

ошибки, положение пика зародыша валидиро-
вали путем сравнения с проростками и иссле-
дованием эндосперма без зародыша. Наличие 
ядер зародыша верифицировали на двухпа-
раметровых гистограммах флуоресценции к 
боковому рассеиванию (см. рис. 2). 

Рис. 2. Примеры гистограмм семян Colchicum bulbocodium subsp. versicolor (а) и C. leatum (б) совместно с Secale 
cereale в качестве внутреннего стандарта. Emb. – зародыш; end. – эндосперм (цвет онлайн)

Fig. 2. Examples of histograms of seeds of Colchicum bulbocodium subsp. versicolor (a) and C. leatum (b) together with 
Secale cereale as an internal standard. Emb. – embryo; end. – endosperm (colour online)

а /a б/b
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Значения содержания ДНК, соответствую-
щие зародышам (и в сухих, и в набухших семе-
нах), были фактически идентичны значениям, 
полученным на проростках (см. таблицу), а не-
значительные отличия укладывались в ошибку 
среднего и могли быть связаны с внутривидо-
вой изменчивостью образцов. В сухих семенах 
C. laetum размер генома эндосперма был на 11% 
больше, чем в набухших. Подобное различие 
может быть связано с тем, что эндосперм яв-
ляется источником запасающих веществ и РНК 
для развивающегося зародыша, и в процессе 
онтогенеза в его клетках происходят измене-
ния, затрагивающие ДНК [18]. Также нельзя 
исключать различия в структуре хроматина 
и белок-нуклеиновых комплексов. Поэтому 
важно ещё раз подчеркнуть необходимость 
использования живой листовой пластинки или 
проростка при первичном анализе. 

Основываясь на полученных значениях 
размера генома для зародыша и эндосперма 
и опираясь на представленную в литературе 
плоидность обоих видов, мы установили пред-
положительную плоидность эндосперма (см. 
таблицу). В семенах C. bulbocodium subsp. ver-
sicolor при диплоидном зародыше эндосперм 
был триплоидным, а в семенах C. laetum при 
гексаплоидном зародыше содержание ДНК 
в эндосперме соответствовало нонаплоиду 
(см. таблицу). Соотношение содержания ДНК 
зародыша к эндосперму обоих видов рода 
Colchicum составляло 1.5 (2С/3С), что харак-
терно для видов со стандартным половым 
размножением [19]. 

В целом для исследования содержания 
ДНК методом проточной цитометрии двух опи-
санных видов рода Colchicum их семена могут 
быть использованы в качестве анализируемого 
материала. 

Несмотря на то, что в проточной цитоме-
трии обычно применяется свежая ткань, все 
больше исследований показывают, что для 
получения данных о плоидности можно ис-
пользовать высушенные образцы [15, 20, 21]. 
Однако в своей работе J. Viruel с соавторами 
(2019), на примере нескольких видов рода 
Dioscorea [22], показали, что хотя с помощью 
проточной цитометрии можно оценить уровень 
плоидности гербарных образцов, собранных 
до пятнадцати лет назад, вероятность успеха 
невелика (5.9%). Процент успеха может зна-

чительно различаться в зависимости от вида 
[21]. Так, у представителей рода Selaginella 
успешно анализировали как плоидность, так и 
содержание ДНК с использованием образцов 
возрастом более 50 лет [23]. В случае исполь-
зования высушенных образцов стоит провести 
предварительные исследования по влиянию вы-
сушивания на изменения в содержании ДНК. В 
целом содержание ДНК высушенных образцов 
выше, чем в живом материале, и снижается при 
хранении [12, 24, 25].

В нашем исследовании для некоторых 
гербарных образцов Colchicum потребовалось 
проанализировать в четыре раза больше рас-
тительного материала (т. е. примерно 3 см2 
ткани листовой пластинки) по сравнению с 
проростками, чтобы получить достаточное 
количество ядер для анализа. Из 60 гербарных 
образцов Colchicum на 20 визуализировались 
только пики внутреннего стандарта и не ви-
зуализировались пики самих образцов. На 
остальных – гистограммы имели довольно 
высокий уровень шума (рис. 3). Скорее все-
го, это связано с начавшимися процессами 
разрушения ядер и хроматина при хранении 
материала. В своей работе P. Tomaszewska с со-
авторами (2021) на примере нескольких видов 
рода Urochloa отмечают негативное влияние 
вторичных метаболитов, усложняющих про-
ведение цитометрического анализа гербарных 
образцов и приводящих к неточному измере-
нию содержания ДНК. Гербарные образцы 
на гистограммах имели довольно высокий 
уровень шума и давали высокие значения СV 
(до 10%) [26]. 

Содержание ДНК в гербарных образцах 
C. bulbocodium subsp. versicolor в сравнении с 
живым материалом было завышено и состав-
ляло 11.329 пг, что по значению даже ближе к 
триплоидному эндосперму, чем диплоидному 
зародышу (см. таблицу). В гербарных образцах 
C. laetum содержание ДНК тоже было завышен-
ным в сравнении с проростком, но меньше, чем 
в случае с предыдущим описанным видом, и 
составляло 6.586 пг (см. таблицу). 

Суммарно C. bulbocodium subsp. versicolor 
показал отклонение в размере генома гербария 
от живого материала больше на 29%, а C. laetum 
– на 18%. Если в исследуемых образах много 
гетерохроматина, то при сушке белки-гисто-
ны будут разрушаться. Во время проведения 
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процедуры выделения и окраски интактных 
ядер место белков занимает флуоресцентный 
краситель (в данном случае пропидий йодид). В 
таком случае общая флуоресценция увеличива-
ется, и после расчетов получается завышенный 
результат [27, 28]. Используемые нами гербар-
ные образцы хранились в течение двух-трех 
лет. Завышенные значения содержания ДНК, 
возможно, связаны и с различием в плоидности, 
однако из-за высоких отклонений 2С высушен-
ных образцов доказать или опровергнуть это 
предположение может только прямой подсчет 
хромосом. 

Исходя из полученных результатов, ис-
пользовать гербарный материал Colchicum 
можно только для скрининга ориентировочной 
плоидности. 

Заключение

В результате апробирования и оптимизации 
методики пробоподготовки образцов C. bul-
bocodium subsp. versicolor и C. laetum в качестве 
буфера, позволяющего выделить достаточное 
количество неповрежденных ядер из исходно-
го растительного материала, оптимален буфер 
LB01 с добавлением тиосульфата натрия, а в 
качестве внутреннего стандарта – P. crispum и 
S. cereale. 

Методом проточной цитометрии впервые 
установлено содержание ДНК C. bulbocodium 

subsp. versicolor и C. laetum из естественных 
местообитаний на территории РФ. Содержание 
ДНК C. bulbocodium subsp. versicolor в 1.5 раза 
больше C. laetum.

Показано, что в качестве материала для 
исследования размера генома методом про-
точной цитомерии двух видов рода Colchicum 
можно использовать и семена при условии 
учёта их особенности – количество событий, 
соответствующих зародышу гораздо меньше, 
чем клеток эндосперма.

Гербарные образцы Colchicum мало при-
годны в качестве материала для анализа содер-
жания ДНК, так как данный параметр сильно 
завышен в сравнении с живым материалом.

Полученные нами данные дополняют и 
расширяют представления о содержании уровня 
ДНК у представителей рода Colchicum. 
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