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Работа посвящена цитогенетическому исследованию одного из модельных видов амфибий — травяной 
лягушки Rana temporaria. Цель работы — создание стандартного кариотипа R. temporaria, выявление 
хромосомных маркеров и уточнение структуры генома. Мы проанализировали структуру кариотипа, 
распределение гетерохроматина и специфическую локализацию некоторых повторяющихся последова-
тельностей на хромосомах, используя различные методы окрашивания, включая рутинное окрашивание 
красителем Гимза, выявление C-дисков, окрашивание флуоресцентными красителями DAPI, CMA3 
и SYBR Green и флуоресцентную in situ гибридизацию (FISH) с использованием зондов к 5S рДНК 
и тандемному повтору S1A. Кариотип состоит из 26 хромосом (NF = 52): 5 пар крупных и 8 пар мелких 
хромосом. C-окрашивание выявило гетерохроматиновые блоки в центромерных районах большинства 
хромосом, а на некоторых хромосомах были обнаружены дополнительные интерстициальные С-блоки. 
Окрашивание как DAPI, так и CMA3 показало в целом равномерную флуоресценцию на всех хромосо-
мах, за исключением единственного DAPI-негативного участка, соответствующего ЯОР. Окрашивание 
SYBR Green показало интенсивную флуоресценцию в центромерных районах некоторых хромосом. 
Методом FISH с зондом к 5S рДНК мы подтвердили расположение этого гена на коротком плече 7-й 
пары хромосом. Картирование методом FISH тандемного повтора S1A показало расположение сигналов 
на обоих плечах хромосомы 1, на коротких плечах хромосом 2—5 и на длинных плечах хромосом — 7 
и 9. Обсуждаются трудности в выявлении G- и Q-дисков на хромосомах амфибий. Полученные данные 
сравниваются с результатами предыдущих исследований. Впервые использованное нами для описания 
кариотипа окрашивание SYBR Green может стать полезным методом для анализа хромосом амфибий 
в связи с трудностями выявления дисков с помощью традиционных методов.

Ключевые слова: хромосомы, амфибии, гетерохроматин, C-бэндинг, DAPI, CMA3, SYBR Green, ядрыш-
ковый организатор, 5S рДНК, тандемный повтор S1A

Принятые сокращения: рДНК — рибосомальная ДНК; ТП — тандемный повтор; ЯОР — ядрышкообра-
зующий район, ядрышковый организатор; CMA3 — хромомицин А3; DAPI — 4’,6-диамидино-2-фени-
линдол; FISH — флуоресцентная гибридизация in situ.
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Амфибии — многочисленный класс наземных 
позвоночных животных с большой вариабельно-
стью размеров генома [размеры геномов варьи-
руют, по крайней мере, в 100 раз (Gregory, 2025)]. 
Цитогенетика амфибий имеет большое значение 
для анализа таксономических отношений и си-
стематики тысяч видов этих животных по всему 
миру. Амфибии имеют богатую историю в области 
изучения ядерных структур, которая началась еще 
до того, как была установлена наследственная роль 
хромосом. Пионерские цитологические исследо-
вания клеток амфибий, проведенные в XIX веке 
Флеммингом (Flemming, 1882), Шульце (Schultze, 
1887) и Рюккертом (Rückert, 1892), заложили ос-
нову для понимания важности хромосомных ис-

следований и стали основополагающими в области 
цитологии, гистологии, эмбриологии. Со време-
ни первых работ интерес к цитогенетике амфи-
бий не ослабевал; в последующие полвека была 
проведена работа по описанию числа хромосом 
и их морфологии с помощью рутинных методов 
окрашивания (Stohler, 1928; Iriki, 1930; Minouchl, 
Iriki, 1931; Prokofieva, 1935). В этих исследованиях 
препараты хромосом были получены методом дав-
ления без гипотонической обработки (которая еще 
не была открыта), поэтому изучение морфологии 
хромосом и даже определение их числа в кариотипе 
были затруднены.

Современная цитогенетика предоставила боль-
шой объем информации о морфологии и структур-
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но-функциональной организации хромосом, гете-
роморфизме половых хромосом и о варьировании 
числа хромосом в кариотипах разных амфибий. Од-
нако данные полногеномного секвенирования ам-
фибий долгое время были ограничены. В 2010 году 
был секвенирован геном западной когтистой ля-
гушки (Xenopus tropicalis), который стал первой 
сборкой генома для класса Amphibia (Hellsten et al., 
2010). Хотя секвенированные относительно ком-
пактные геномы двух видов Xenopus [геном X. laevis 
(Session et al., 2016)), а также Nanorana parkeri (Sun 
et al., 2015)] были доступны в течение десятилетия, 
данные полногеномного секвенирования других 
видов стали появляться только в последнее вре-
мя. Это объясняется большим размером геномов 
многих видов амфибий и высоким содержанием 
повторяющихся последовательностей (Kwon, 2017; 
Sun et al., 2020).

Геномы эукариот значительно различаются 
по размерам и структуре, но одним из их общих 
и характерных свойств является многообразие 
и обилие повторяющихся последовательностей. 
Выделяют два типа повторяющихся последователь-
ностей — тандемные повторы (ТП), которые также 
называют сателлитной ДНК, и диспергированные 
повторы (см. обзор Biscotti et al., 2015). В ранних 
исследованиях предполагали, что повторяющиеся 
последовательности играют значительную роль 
в различиях размеров геномов амфибий (Baldari, 
Amaldi, 1977; Bozzoni, Beccari, 1978; Birstein, 1984). 
Исследование повторяющихся последовательно-
стей играет важную роль в исследовании кариоти-
пов и может дать ценную информацию о структуре 
генома, эволюции и биоразнообразии. Несмотря 
на это, данные о повторяющихся последователь-
ностях амфибий достаточно скудны и в основном 
ограничиваются десятком последовательностей, 
описанных еще в догеномную эпоху. Например, 
для палеарктических бурых лягушек рода Rana 
описан единственный родоспецифичный ТП (S1) 
(Cardone et al., 1997). Семейство S1 включает по-
втор S1A, встречающийся у всех европейских ви-
дов бурых лягушек, и повтор S1B, обнаруженный 
у большинства, но не у всех видов (Cardone et al., 
1997; Picariello et al., 2002; Feliciello et al., 2005). 
Исследование молекулярной организации и ци-
тогенетическое картирование повторяющихся 
последовательностей ДНК могут дать полезные 
характеристики для сравнительной геномики 
и имеют решающее значение для понимания эво-
люции геномов.

На долю отряда бесхвостых земноводных Anura 
приходится более 80 % сохранившихся видов ам-
фибий (Frost, 2024). Семейство Ranidae (настоя-
щие лягушки), является одним из наиболее изу-
ченных семейств отряда Anura, наряду с Pipidae 
и Bufonidae, и включает несколько родов и 455 
видов (Frost, 2024). Кариотипический анализ 
амфибий, принадлежащих к семейству Ranidae, 
проводили преимущественно среди видов рода 
Rana (Guillemin, 1967; Kuramoto, 1972; Schmid, 
1980; Spasić-Bošković et al., 1997). К настоящему 
времени опубликовано 12 (по состоянию на январь 
2025 г.) геномов Ranidae, включая геном травяной 
лягушки R. temporaria (Streicher et al., 2021), кото-
рая обитает в Европе. R. temporaria — популярный 
объект биологических исследований в области 
физиологии (Karanova, 2021), биологии разви-
тия (Gruzova, Parfenov, 1977; Ilicheva et al., 2019; 
Bogolyubov et al., 2023), экологии (Ruthsatz et al., 
2022) и эволюции половых хромосом (Rodrigues et 
al., 2013, 2015). Для решения дальнейших задач, 
а именно изучения распределения повторяющихся 
последовательностей в геноме, возникла необ-
ходимость исследования кариотипа с помощью 
набора современных цитогенетических методов.

Хотя данных, касающихся кариотипа R. tem-
poraria, опубликовано достаточно много, все они 
довольно старые. Диплоидное число хромосом 
было впервые установлено Вичи (Witschi, 1922). 
Кариотип данного вида исследовали также для 
популяций из Швеции (Wickbom, 1945), Франции 
(Guillemin, 1967; Nishioka et al., 1987), Германии 
(Ullerich, 1967; Morescalchi, 1967), России (Москов-
ская и Мурманская области (Бирштейн, 1981)), 
Балканского полуострова (Spasić-Bošković et al., 
1997), Украины (Песков и др., 2004; Манило, 2005), 
Белоруссии (Voitovich et al., 2006; Ploskaya-Chaibi 
et al., 2015).

Кариотип R. temporaria состоит из 26 мета-
центрических и субметацентрических хромосом 
с ядрышковым организатором (ЯОР), локализо-
ванным на 10-й паре хромосом, и характеризуется 
отсутствием гетероморфизма половых хромосом. 
Однако в указанных исследованиях есть некоторые 
разногласия, касающиеся значений центромерных 
индексов 7—10-й пар хромосом. Различия могут 
быть вызваны разной степенью конденсации вы-
борки рутинно окрашенных хромосом, взятых 
в анализ.

В ряде исследований отмечено, что некото-
рые особи ряда популяций R. temporaria могут 
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иметь дополнительные хромосомы (B-хромосо-
мы) (Wickbom, 1945; Voitovich et al., 2006; Ploska-
ya-Chaibi et al., 2015). B-хромосомы не являются 
обязательной частью кариотипа R. temporaria, 
частота встречаемости особей с B-хромосомами 
варьирует в разных популяциях, а количество 
B-хромосом может различаться между разными 
особями и популяциями (Wickbom, 1945; Voitovich 
et al., 2006; Ploskaya-Chaibi et al., 2015). Наличие 
B-хромосом может быть связано с адаптацией 
к экстремальным условиям и специфическими 
экологическими факторами (Voitovich et al., 2006; 
Ploskaya-Chaibi et al., 2015). Другим интересным 
цитогенетическим феноменом, наблюдаемым 
у R. temporaria, является смешанная полиплоиди-
зация (миксоплоидия): в некоторых популяциях 
обнаружены особи, содержащие в семенниках 
клетки с тетра- и гексаплоидными наборами хро-
мосом, что может объясняться, по мнению автора, 
мутагенным воздействием окружающей среды 
(Манило, 2005). 

Метод in situ гибридизации (Vitelli et al., 1982) 
с 3H 18S + 28S рибосомной РНК (рРНК) и 3H 
5S рРНК, полученной из клеток почек X. laevis, 
был использован для определения локализа-
ции рДНК у десяти видов лягушек, включая R. 
temporaria. Согласно этим авторам, гены 5S рДНК 
у R. temporaria локализованы в одном районе, рас-
положенном на коротком плече 7-й хромосомы, 
близко к центромере, а 45S рДНК у R. temporaria 
локализована в одном районе, соответствующем 
ЯОР, на хромосоме 10.

Мы проанализировали кариотип R. temporaria 
из Ленинградской области, используя стандарт-
ные цитогенетические (рутинное окрашивание 
и C-бэндинг), молекулярные (флуоресцентная 
гибридизация in situ с использованием зондов к 5S 
рДНК и повтору S1A) методы и окрашивание флу-
оресцентными красителями (DAPI, CMA3 и SYBR 
Green). Эта работа может оказаться полезной для 
картирования некоторых из предсказанных in silico 
повторяющихся последовательностей на хромосо-
мах и станет еще одним шагом в характеристике 
кариотипа и генома этого вида.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объект исследования и получение метафазных 
хромосом. Лягушек отбирали из естественной 
среды обитания (Ленинградская область, Всево-
ложский район, СНТ Бабино-2). Всего для хро-

мосомных исследований было использовано 2 
молодых самца и 1 самка R. temporaria. Особям 
вводили внутрибрюшинно 0.05 %-ный раствор 
колхицина (0.1 мл на 10 г общей массы тела) за 24 ч 
до начала приготовления препаратов хромосом. 
Из образцов тканей кишечника и семенников го-
товили суспензии клеток, которые инкубировали 
в течение 30 мин в гипотоническом растворе KCl 
0.075 М, фиксировали в стандартном растворе 
метанола с уксусной кислотой (3:1). Полученные 
образцы тканей и клеточных суспензий раскапы-
вали на нагретые на водяной бане предметные 
стекла и высушивали для получения метафазных 
пластинок хромосом.

Цитогенетический анализ. Хромосомы обрабаты-
вали в соответствии с протоколом рутинного окра-
шивания 5 %-ным раствором Гимза («ПАНЭКО», 
Россия) на 1-кратном фосфатно-солевом буферном 
растворе (рН 6,8) в течение 10 мин. С-окрашивание 
хромосом проводили по классическому методу 
Самнера (Sumner, 1972). Для окрашивания препа-
ратов азотнокислым серебром с целью выявления 
ЯОР хромосом использовали вариант метода Ag-AS 
(Goodpasture, Bloom, 1975). Окрашивание препа-
ратов флуоресцентными AT- и ГЦ-специфичными 
красителями DAPI (ThermoFisher Scientific, США) 
и CMA3 (хромомицин А3) соответственно (все 
от Sigma-Aldrich, США) осуществляли по методу 
Швейцера (Schweizer, 1980). Для окрашивания 
двухцэпочечным зеленым dsGreen (раствор для 
окрашивания нуклеиновых кислот в гелях, аналог 
SYBR Green I) (Lumiprobe, Россия) 10 000-кратный 
раствор красителя разводили в дистиллированной 
воде в соотношении 1:50 000 и окрашивали пре-
параты в течение 5 мин в темноте.

Съемку препаратов, окрашенных раство-
ром Гимза, проводили с помощью микроскопа 
(Axioscope Zeiss, Германия), оснащенного камерой 
ProgRes® MF (Jenoptik, Германия) и програм-
мой Карио3.1 («ВидеоТест», Россия). Препараты, 
окрашенные флуорохромами, анализировали с по-
мощью лазерного сканирующего конфокального 
микроскоп LEICA TCS SP5 (Leica Microsystems, 
Wetzlar, Германия), реконструкцию кариотипа, 
измерение хромосом для определения их отно-
сительной длины (отношение длины хромосомы 
к общей длине гаплоидного набора хромосом,%), 
подсчет центромерного индекса (отношение дли-
ны короткого плеча к общей длине хромосомы) 
и построение идиограмм хромосом проводили 
с помощью программы DRAWID (Kirov et al., 2017).
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Статистическую обработку данных выполняли 
с помощью программы GraphPad Prism 8. Хромо-
сомы были классифицированы по номенклатуре 
Левана с соавторами (Levan et al., 1964). Было про-
анализировано и кариотипировано не менее 40 
метафазных пластинок по 5—7 для каждого метода 
окрашивания, измерение хромосом для подсчета 
центромерного индекса и относительной длины 
хромосом проводили на 10 полных метафазных 
пластинках.

Зонды для флуоресцентной гибридиза-
ции in situ (FISH). Геномную ДНК выделяли 
из печени лягушки по стандартной методи-
ке (Feliciello et al., 2005). Повтор S1A ампли-
фицировали с геномной ДНК в термоциклере 
Mastercycler personal 5332 (Eppendorf, Герма-
ния) со следующими праймерами: прямой 
S1A_F (AACTTGGGGAGCATCTTCCT) и об-
ратный S1A_R (TCCCATGTTAAACGGTCCAT) 
по следующей программе: 95 °C — 2 мин, затем 
30 циклов (95 °C — 30 с, 57 °C — 40 с, 72 °C — 40 с) 
и 72 °C — 5 мин. ПЦР проводили последователь-
но два раза; во второй раз в качестве матрицы 
для синтеза цепей ДНК использовали продукт, 
полученный в ходе первой амплификации; вто-
рую амплификацию проводили в присутствии 
sulfo-Cyanine3-dUTP (Lumiprobe, Россия). Ме-
ченую ДНК осаждали этанолом, высушенный 
осадок ДНК растворяли в деионизованной воде. 
Для выявления 5S рДНК использовали зонд 
ATCATTCTGAAAGCGCCCGATCT, модифи-
цированный по 5’- и 3’-концам 6-FAM и соот-
ветствующий участку аннотированного 5S рДНК 
гена (ООО «Бигль», Россия).

Метод FISH использовали в соответствии с опи-
санием (Tagarro et al., 1994), но с некоторыми 
изменениями. Предобработку препаратов и де-
натурацию ДНК хромосом проводили согласно 
стандартной методике (Ivanova et al., 2022). Двух-
цепочечный зонд S1A, растворенный в буфере 
Hybrisol (Molecular Probes, Eugene, OR, США), 
денатурировали при 80 °C в течение 7 мин и охлаж-
дали, помещая смесь на лед на 10 мин. Для коммер-
чески синтезированных одноцепочечных зондов 
этап денатурации не требовался. Гибридизацию 
препаратов с зондами проводили в течение 16—18 ч 
при 37 °C во влажной камере. После гибридизации 
препараты промывали 3 раза в 2-кратном SSC 
для одноцепочечного зонда или последовательно 
в 2-кратном, 1-кратном и 0.5-кратном SSC для 
двухцепочечного зонда. После отмывки препараты 

заключали в среду Prolong Gold Antifade (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, США), содержа-
щую 1 мкг/мл DAPI для выявления ДНК. Анализ 
препаратов проводили на лазерном сканирующем 
конфокальном микроскопе Leica TCS SP5 (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кариотип. Окрашивание препаратов хромосом 
красителем Гимза показало, что число хромосом 
в диплоидном наборе равно 26 (рис. 1). Хромосомы 
четко делятся на 2 группы: 5 пар крупных и 8 пар 
мелких хромосом. Самые крупные хромосомы 1-й 
пары представлены метацентриками, к метацен-
трическим хромосомам также можно отнести пары 
хромосом 4—6, 8 и 10—12 (табл. 1). Хромосомы 
2-й, 3-й, 7-й и 13-й пар являются субметацентри-
ческими. Несмотря на то, что субтелоцентриче-
ской является только 9-я пара хромосом, 7-я пара 
характеризуется более низким значением центро-
мерного индекса (по сравнению с остальными 
субметацентрическими хромосомами) (табл. 1). 
Таким образом, формула хромосомного набора, 
по данным проведенного нами морфометриче-
ского анализа, имеет следующий вид: 2n = 16m + 
+ 8sm + 2st = 26.

Таблица 1. Центромерный индекс и относительная 
длина хромосом (среднее значение ± σ)

№ 
Тип 

хромосом
(Levan et 
al., 1964)

Центромерный 
индекс

Относительная 
длина хромосом,%

1 m 0.46 ± 0.01 16.68 ± 0.86
2 sm 0.37 ± 0.01 13.62 ± 0.62
3 sm 0.35 ± 0.03 12.16 ± 0.61
4 m 0.40 ± 0.03 11.16 ± 0.61
5 m 0.42 ± 0.02 9.66 ± 0.43
6 m 0.39 ± 0.04 5.85 ± 0.44
7 sm 0.28 ± 0.03 5.52 ± 0.36
8 m 0.41 ± 0.03 5.13 ± 0.33
9 st 0.23 ± 0.03 4.79 ± 0.40

10 m 0.42 ± 0.04 4.42 ± 0.29
11 m 0.43 ± 0.04 4.11 ± 0.28
12 m 0.38 ± 0.04 3.76 ± 0.28
13 sm 0.35 ± 0.05 3.18 ± 0.31

№ — номер хромосомы; m — метацентрик, sm — субмета-
центрик, st — субтелоцентрик.
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На длинном плече в интерстициальном районе 
10-й пары хромосом обнаружены симметричные 
ЯОР, которые выявляются с помощью окраши-
вания азотнокислым серебром (рис. 1б, врезка), 
а при рутинном окрашивании на большинстве 
метафазных пластинок выглядят как вторичные 
перетяжки. Проанализированные нами метафаз-
ные пластинки были использованы для построе-
ния идиограмм хромосом кариотипа R. temporaria 
и представлены на рис. 1в.

Распределение геторохроматина. С-окрашива-
ние хромосом выявило позитивные гетерохрома-
тиновые блоки, которые выявляются в центро-
мерных районах большинства хромосом (рис. 2а). 
На парах хромосом 2, 5 и 8 обнаруживали до-
полнительные интерстициальные С-блоки (от-
мечены на идеограмме хромосом, см. рис. 1в), 
дополнительные С-блоки обнаруживали также 
в теломерном районе длинного плеча 8-й пары 
хромосом (см. рис. 1в, 2а).

Как было показано во многих исследованиях, 
окрашивание CMA3 выявляет ГЦ-богатый ге-
терохроматин, который обычно ассоциируется 
с областями ЯОР у амфибий (Mayr et al., 1986), 
а флуохром DAPI выявляет АТ-богатые районы 
хромосом (Schweizer, 1980). Однако в нашей работе 
окрашивание как DAPI, так и CMA3 показало 
в целом равномерную флуоресценцию на всех 
хромосомах, за исключением единственного 
DAPI-негативного участка, соответствующего 
ЯОР, на хромосоме 10 (рис. 2б, в).

Необычной оказалась окраска флуоресцентным 
красителем SYBR Green: наблюдали интенсив-
ную флуоресценцию в центромерных районах 
хромосомных пар 1—5, 7 и 9, а также в меньшей 
степени 6 и 13 (рис. 2г). На коротком плече пар 
хромосом 1 и 2 обнаруживали дополнительные 
интерстициальные сигналы. Наличие интерстици-
альных сигналов зависело от степени конденсации 
хромосом, и эти сигналы наблюдали не на всех 
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Рис. 1. Хромосомы травяной лягушки R. Temporaria: а — метафазная пластинка после окрашивания красителем 
Гимза; б — кариограмма; хромосомы, несущие ЯОР, показаны внизу на врезке; в — идиограмма хромосом тра-
вяной лягушки. Масштабная линейка (а, б): 10 мкм.
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метафазных пластинках в отличие от сигналов 
в центромерных районах.

Локализация повторяющихся последовательно-
стей ДНК. Поскольку ранние цитогенетические 
исследования выявили единственный участок 5S 
рДНК с помощью зонда, содержащего потенциаль-
но транскрибируемую область 5S рДНК (Vitelli et 
al., 1982), локализация этого гена была проверена 
с помощью олигонуклеотида, соответствующего 
фрагменту аннотированного гена 5S рДНК. Этот 
зонд 5S рДНК окрашивал единственную 7-ю пару 

хромосом (рис. 3а), что согласуется с данными 
из литературы (Vitelli et al., 1982).

Дополнительно мы картировали ТП-после-
довательность S1A на хромосомах травяной ля-
гушки. Хотя наличие повтора S1A (но не S1B) 
в геноме R. temporaria было показано с помо-
щью Саузерн-блота и ПЦР-амплификации с по-
следующим секвенированием (Feliciello et al., 
2005), картирование его на хромосомах с помо-
щью FISH до сих пор не проводили. Результат 
FISH c зондом S1A приведен на рис. 3б. Сигналы 
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Рис. 2. Дифференциальное окрашивание хромосом: а — С-диски; б — окрашивание DAPI; в — окрашивание 
CMA3; г — окрашивание SYBR Green. Масштабная линейка: 10 мкм.
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располагались на обоих плечах хромосомы 1, 
на коротких плечах хромосом 2—5 и на длинных 
плечах хромосом 7 и 9.

ОБСУЖДЕНИЕ

В работе, посвященной окрашиванию хромо-
сом амфибий, Шмид (Schmid, 1978) отмечает, 
что классические G- и Q-диски, характерные для 
хромосом млекопитающих, не обнаруживаются 
на хромосомах амфибий. Это объясняется осо-
бенностями организации ДНК в геномах холод-
нокровных позвоночных [отсутствие длинных го-
могенных по составу оснований областей (Schmid 
et al., 2003)] или сильной конденсацией хромосом 
(Schmid, 1978; Schempp, Schmid, 1981). У амфи-
бий выявляют С-диски, которые являются важ-
ным цитогенетическим маркером: расположение 
и количество С-дисков могут быть использованы 
для изучения эволюции, систематики и генетики 
амфибий (Matsui et al., 1985; Supaprom, Baimai, 
2005; Ananias et al., 2007), однако некоторые гете-
рохроматиновые области могут быть слабо окра-
шены и не обнаруживаться при использовании 
стандартного метода C-окрашивания (Schmid et 
al., 2010). С помощью специальных методов in vivo 
выявляют паттерны репликации ДНК, которые 
позволяют различать хромосомы и анализировать 
их структуру.

Была разработана (Schempp, Schmid, 1981) мо-
дифицированная техника BrdU–Hoechst–Giemsa. 
Однако эта методика является довольно трудоем-
ким процессом: сама процедура занимает несколько 
дней и требует соблюдения условий (обеспечение 
жизнеспособности амфибий и соблюдение стериль-
ных условий) после введения живым амфибиям 
ряда токсичных реагентов для получения каче-
ственных результатов. RBG-хромосомы (R-диски, 
BrdU, Giemsa — репликативный метод окраски 
после введения BrdU) высокого разрешения были 
получены у нескольких видов лягушек японскими 
учеными (Nishioka et al., 1993; Miura, 1994, 1995; 
Kuwana et al., 2021; Miura et al., 2024). Материалом 
для получения препаратов хромосом в этих рабо-
тах служили клетки из культуры крови лягушек, 
а сам метод получения и культивирования клеток 
был разработан в 1994 г. (Miura, 1994). К сожале-
нию, этот метод не нашел широкого применения 
в дальнейших исследованиях кариотипов амфибий, 
и до сих пор кариограммы строят в основном на ос-
нове рутинного метода окрашивания красителем 
Гимза или С-метода. Идентификация хромосом 
при этом основывается на размерах хромосом 
и положении центромеры, что не дает гарантии 
безошибочного построения идиограмм.

Кроме того, используют различные флуорес-
центные красители, специфичные к определенным 
районам хромосом. Например, Шмид (Schmid, 1978, 

бa

Рис. 3. Метафазная пластинка после использования метода FISH: а — с зондом к 5S рДНК (зеленый); б — с зон-
дом к повтору S1A (красный). Масштабная линейка: 5 мкм.
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1980) применял митрамицин, CMA3 и акрихин для 
окрашивания хромосом амфибий, что позволило 
выявить районы ЯОР и некоторые гетерохромати-
новые участки. У млекопитающих окрашивание 
DAPI выявляет полосы G-типа (Q-типа) и богатый 
AT гетерохроматин (Schweizer, 1980). У некоторых 
видов амфибий DAPI также выявляет богатый АТ 
гетерохроматин, хотя и не дает полос G-типа (Q-ти-
па) (Schmid et al., 1983; Ferro et al., 2018).

В целом данные из литературы и наши описания 
кариотипа практически совпадают за исключением 
непринципиальных различий оценки морфологии 
некоторых хромосом (пары 7—10), вызванных ско-
рее разной степенью спирализации анализируемых 
хромосом, чем реальными отличиями в кариоти-
пе. Локализация вторичной перетяжки, соответ-
ствующей районам ЯОР, которые выявляются 
с помощью окрашивания азотнокислым серебром 
(см. рис. 1б, врезка), на длинном плече 10-й пары 
хромосом совпадает с описанными в литературе 
данными (Guillemin, 1967; Spasić-Bošković et al., 
1997; Манило, 2005) за исключением единствен-
ной работы, посвященной описанию кариотипа 
для популяций из Швеции, в которой вторичная 
перетяжка была обнаружена на длинном плече 
хромосомы 2 (Wickbom, 1945).

Полученные нами данные о С-дисках в центро-
мерных районах (см. рис. 2а) совпадают с данными 
из литературы (Бирштейн, 1981; Spasić-Bošković et 
al., 1997). Спасич-Бошкович и соавторы выявили 
большее количество С-полос в интерстициальных 
и теломерных участках хромосом (Spasić-Bošković 
et al., 1997). Стоит отметить, что выявленные нами 
интерстициальные С-полосы на хромосомах 2 
и 5 также были обнаружены в указанной рабо-
те (Spasić-Bošković et al., 1997). Различия коли-
честв выявляемых в интерстициальных районах 
С-дисков могут объясняться небольшими мето-
дическими различиями. Кроме того, сложности 
в воспроизведении одних и тех же результатов 
С-окрашивания на хромосомах Anura уже обсуж-
далось в литературе (например, см. Бирштейн, 
1981). Флуорохромы DAPI и CMA3 оказались ма-
лоинформативными в нашем случае (см. рис. 2б, 
в). На сколько нам известно, ранее другие авторы 
не окрашивали хромосомы травяной лягушки 
DAPI и CMA3. Возможно, дальнейшая моди-
фикация техник окрашивания поможет выявить 
дополнительные маркеры. Для выявления АТ-бо-
гатых участков на хромосомах амфибий также 
применяется метод окрашивания DAPI с контра-

стированием дистамицином А (Schmid, Steinlein, 
2016; Skorinov et al., 2024). Возможно, применение 
этой техники в дальнейшем позволит нам выя-
вить дополнительные маркеры и на хромосомах 
травяной лягушки.

SYBR Green — флуоресцентный краситель, ко-
торый широко используется в молекулярной био-
логии благодаря своей способности связываться 
с двухцепочечной ДНК и увеличивать свою флуо-
ресценцию при связывании. SYBR Green является 
популярным красителем для ПЦР в реальном вре-
мени, для визуализации фрагментов ДНК в агароз-
ных гелях, а также применяется (хотя и не является 
стандартным красителем) для контрастирования 
ДНК в живых и фиксированных клетках (Briggs, 
Jones, 2005; Davidian et al., 2021). Несколько иссле-
дований показали, что SYBR Green может иметь 
несколько более высокое сродство к последова-
тельностям, богатым AT-нуклеотидами (Zipper, 
2004; Mao et al., 2007). Это означает, что SYBR 
Green может флуоресцировать ярче при связы-
вании с последовательностями, богатыми AT, 
чем с последовательностями, богатыми ГЦ. Мы 
впервые использовали SYBR Green для характе-
ристики кариотипа (см. рис. 2г). Некоторые С-ди-
ски у R. temporaria совпадают по расположению 
с яркими районами, выявляемыми SYBR Green 
(см. рис. 2а, г), следовательно некоторые участки 
конститутивного гетерохроматина могут иметь 
состав ДНК, богатый АТ нуклеотидами. В связи 
с трудностями выявления дисков на хромосомах 
амфибий, впервые использованный нами флуо-
рохром SYBR Green может стать полезным методом 
для анализа хромосом амфибий.

В отличие от генов, кодирующих 18S, 5.8S и 28S 
рРНК, которые всегда расположены в ЯОР и спец-
ифически окрашиваются азотнокислым серебром, 
множественные хромосомные копии генов 5S 
рРНК обычно расположены в совершенно других 
участках хромосом и не выявляются хромосомны-
ми красителями. У амфибий количество локусов 
5S рДНК на хромосомах варьирует от двух до 18 
на диплоидный набор хромосом (Schmid et al., 
2010). У лягушки R. temporaria выявлен один локус 
5S рДНК, который находится на коротком плече 
хромосомы 7 (см. рис. 3а), дополнительные минор-
ные сайты не были обнаружены, что согласуется 
с ранними исследованиями (Vitelli et al., 1982).

Как известно, геномы амфибий содержат зна-
чительную долю некодирующей повторяющейся 
ДНК. К некодирующим повторяющимся после-
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довательностям ДНК относятся ТП (сателлиты). 
Число и локализация ТП-последовательностей 
S1 отличается у разных видов лягушек рода Rana. 
У R. temporaria S1A локализован на обоих плечах 
хромосомы 1, на коротких плечах хромосом 2—5 
и на длинных плечах хромосом 7 и 9 (см. рис. 3б). 
Подобную картину FISH-сигналов на одном или 
обоих плечах некоторых пар хромосом после гибри-
дизации с зондом S1 наблюдали и у других видов 
лягушек рода Rana. У R. graeca повтор S1A локали-
зован только на четырех парах хромосом в перицен-
тромерной области, у R. italica — на всех 13 парах 
хромосом (Picariello et al., 2002), у R. pseudodalmatina 
и R. macrocnemis повтор S1B локализован в пери-
центромерной области коротких плеч хромосомы 
2 (Picariello et al., 2018). Таким образом, распреде-
ление S1 по хромосомам амфибий может использо-
ваться как маркер идентификации этих хромосом.

Полученные нами данные о кариотипе травя-
ной лягушки будут в дальнейшем использованы 
для изучения распределения повторяющихся по-
следовательностей ДНК, идентифицированных 
в полногеномной сборке (Streicher et al., 2021). 
Дальнейшие модификации существующих цито-
генетических методов и разработка новых, а также 
увеличение набора используемых флуорохромов 
и контрастирующих агентов позволят безошибочно 
идентифицировать хромосомы амфибий и выявлять 
дополнительные хромосом-специфичные маркеры.
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KARYOTYPE OF THE GRASS FROG RANA TEMPORARIA
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The article is devoted to the cytogenetic study of one of the model species of amphibians — the grass frog 
Rana temporaria. The aim of the study was to develop a standard karyotype of R. temporaria, to identify 
chromosomal markers and to clarify the genome structure. We analysed the karyotype structure, the het-
erochromatin distribution and the specific localisation of some repetitive sequences on the chromosomes 
using different chromosome staining methods, including routine Giemsa staining, C-banding, staining with 
the fluorescent dyes DAPI, CMA3 and SYBR Green and fluorescence in situ hybridisation (FISH) with 
probes to the 5S rDNA and the S1A tandem repeat. The karyotype of R. temporaria consists of 26 chromo-
somes, (NF = 52) divided into 2 groups: 5 pairs of large chromosomes and 8 pairs of small chromosomes. 
C-banding revealed heterochromatin blocks in the centromeric regions of most chromosomes, and additional 
interstitial C-bands were detected on some chromosomes. SYBR Green staining showed intense fluorescence 
in the centromeric regions of some chromosomes. FISH with a probe to 5S rDNA confirmed the location 
of this gene on the short arm of chromosome pair 7. FISH mapping of the S1A tandem repeat showed 
the location of signals on both arms of chromosome 1, the short arms of chromosomes 2—5 and the long 
arms of chromosomes 7 and 9. Difficulties in detecting G- and Q-bands on amphibian chromosomes are 
discussed. The data obtained are compared with the results of previous studies and modifications to existing 
cytogenetic methods are suggested. Both DAPI and CMA3 staining showed a generally uniform fluores-
cence on all chromosomes, with the exception of a single DAPI-negative site corresponding to the NOR 
on chromosome 10. SYBR Green could be a useful method for the analysis of amphibian chromosomes, 
given the difficulties in detecting bands using traditional methods and fluorescent dyes.

Keywords: chromosomes, amphibian, heterochromatin, C-banding, DAPI, CMA3, SYBR Green, nucleolus 
organiser region NOR, 5S rDNA, tandem repeat S1A
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