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Ãåíîì ìàêðîíóêëåóñà (ÌÀÊ) èíôóçîðèé, ñîñòîÿùèé èç ìíîæåñòâà â ðàçíîé ñòåïåíè àìïëèôèöèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, íå ìîæåò áûòü èññëåäîâàí òðàäèöèîííûìè ìåòîäàìè öèòîãåíåòèêè. Ìåòîäîì
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà (ÏÝÔ) èçó÷åíà ìîëåêóëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ãåíîìà ÌÀÊ äâóõ âèäîâ-äâîéíèêîâ
êîìïëåêñà Paramecium aurelia — P. primaurelia è P. novaurelia. ÏÝÔ-ïðîôèëü êàæäîãî êëîíà ñòàáèëüíî
âîñïðîèçâîäèòñÿ â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ è íå ìåíÿåòñÿ ïðè ñòàðåíèè ÌÀÊ. Â ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ âñåõ ïðî-
àíàëèçèðîâàííûõ êëîíîâ îáîèõ âèäîâ âñåãäà ìîæíî âûÿâèòü íåñêîëüêî áëîêîâ — ÿðêèõ ïîëîñ è çîí íà
ôîíå ñïëîøíîãî ñïåêòðà ìîëåêóë ÄÍÊ; íåêîòîðûå òàêèå çîíû ìîãóò áûòü â ñâîþ î÷åðåäü ðàçäåëåíû íà
áëîêè âòîðîãî ïîðÿäêà. Áëîêè ÏÝÔ-ïðîôèëåé ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê «âíóòðåííèå ìàðêåðû», ÷òî
îáëåã÷àåò ïðîâåäåíèå ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà. Ïðè ñðàâíåíèè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ êàðèîòèïîâ P. pri-
maurelia è P. novaurelia îáíàðóæåíû çàìåòíûå ìåæâèäîâûå ðàçëè÷èÿ ïðè íåâûñîêîì óðîâíå âíóòðèâè-
äîâîãî ïîëèìîðôèçìà. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ðàçëè÷èÿ âíóòðè P. novaurelia áûëè îòìå÷åíû òîëüêî ïðè
ñðàâíåíèè êëîíà, âûäåëåííîãî â ÑØÀ, ñ åâðîïåéñêèìè êëîíàìè ýòîãî âèäà. Âûÿâëåííûå óïîðÿäî÷åí-
íîñòü è ñòàáèëüíîñòü îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ â ïåðñïåêòèâå ïîçâîëÿò ñ íîâûõ ïîçèöèé ïîäîéòè ê àíà-
ëèçó ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ è ïîääåðæàíèÿ ýòîãî íåòðèâèàëüíîãî ãåíîìà. Äàëüíåéøåå ñðàâíåíèå ãå-
íîìîâ ÌÀÊ ðàçíûõ âèäîâ ïàðàìåöèé è ñîïîñòàâëåíèå äàííûõ òàêîãî àíàëèçà ñ ôèëîãåíèåé ðîäà ìîãóò
ïðîëèòü ñâåò íà íàïðàâëåíèå ýâîëþöèè ôîðìèðîâàíèÿ è îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ ó èíôóçîðèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êîìïëåêñ âèäîâ Paramecium aurelia, âèäû-äâîéíèêè, ãåíîì ìàêðîíóêëåóñà, êà-
ðèîòèï, ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ä. — äîðîæêà â ãåëå, ÌÀÊ — ìàêðîíóêëåóñ, ÌÈÊ — ìèêðîíóêëåóñ,
ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÏÝÔ — ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç.

Íàëè÷èå äâóõ ïî-ðàçíîìó îðãàíèçîâàííûõ ãåíîìîâ â
îäíîé êëåòêå äåëàåò èíôóçîðèé óíèêàëüíîé êàðèîëîãè÷å-
ñêîé ìîäåëüþ. Ìèêðîíóêëåóñ (ÌÈÊ) ñîäåðæèò äåñÿòêè
ìåëêèõ õðîìîñîì. Â öåëîì ýòî òðàíñêðèïöèîííî èíåðò-
íîå ÿäðî, ÷üÿ îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ — ïåðåäà÷à ãåíåòè÷åñêîé
èíôîðìàöèè äî÷åðíèì êëåòêàì ïðè ïîëîâîì ïðîöåññå.
Ãåíîì ìàêðîíóêëåóñà (ÌÀÊ) àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåòñÿ,
îïðåäåëÿÿ ôåíîòèï êëåòêè. Â õîäå ïîëîâîãî ïðîöåññà
(êîíúþãàöèè) ÌÀÊ ïîñòåïåííî äåãðàäèðóåò, à ÌÈÊ ïðå-
òåðïåâàåò ìåéîç. Íîâûé ÿäåðíûé àïïàðàò ôîðìèðóåòñÿ â
ñåðèè äåëåíèé çèãîòè÷åñêîãî ÿäðà (ñèíêàðèîíà), îáðàçóå-
ìîãî ïðè ñëèÿíèè ïðîäóêòîâ ìåéîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ
ÌÈÊ ïàðòíåðîâ. Ïðè ôîðìèðîâàíèè ÌÀÊ çèãîòè÷åñêèé
ãåíîì ïðåòåðïåâàåò ðÿä ñóùåñòâåííûõ ïåðåñòðîåê (ñì.:
Jahn, Klobutcher, 2002): ïðîèñõîäèò ôðàãìåíòàöèÿ èñõîä-
íûõ õðîìîñîì, çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðè-
àëà ýëèìèíèðóåòñÿ, à îñòàâøèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àì-
ïëèôèöèðóþòñÿ â ðàçíîé ñòåïåíè. Îáùàÿ ñõåìà äàííîãî
ïðîöåññà îäèíàêîâà äëÿ âñåõ èíôóçîðèé, íî äåòàëè ôîð-
ìèðîâàíèÿ (è ñîîòâåòñòâåííî îðãàíèçàöèÿ) ãåíîìà ÌÀÊ
ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ó ðàçíûõ ãðóïï Ciliophora (Prescott,
1994; Katz, 2001).

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç (ÏÝÔ) — ðàçäåëåíèå ìîëåêóë
ÄÍÊ â ãåëå â ìåíÿþùåìñÿ ïî íàïðàâëåíèþ ýëåêòðè÷å-
ñêîì ïîëå — íà äàííûé ìîìåíò ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì
ìåòîäîì, ïîçâîëÿþùèì àíàëèçèðîâàòü âåñü ãåíîì ÌÀÊ â
öåëîì. ÏÝÔ äàåò âîçìîæíîñòü ðàçäåëÿòü ìîëåêóëû ÄÍÊ
ðàçìåðîì îò íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ äî 12 ìëí íóêëåîòèäíûõ
ïàð (Maule, 1996) — â ýòîò èíòåðâàë êàê ðàç ïîïàäàþò
ôðàãìåíòû ÄÍÊ ÌÀÊ Paramecium è Tetrahymena (Alt-
schuler, Yao, 1985; Rautian, Potekhin, 2002); ÏÝÔ ïðèìåíÿ-
ëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ãåíîìîâ ÌÀÊ êàê ýòèõ, òàê è íåêîòî-
ðûõ äðóãèõ èíôóçîðèé (Lahlafi, Metenier, 1991; Maercker
et al., 1999), íî äåòàëüíîãî àíàëèçà è îïèñàíèÿ ÏÝÔ-ïðî-
ôèëåé èíôóçîðèé íèêîãäà íå ïðîâîäèëè.

Âïåðâûå ÏÝÔ áûë ïðèìåíåí äëÿ ðàçäåëåíèÿ õðîìî-
ñîì äðîææåé Saccharomyces cerevisiae. Êàæäàÿ õðîìîñî-
ìà S. cerevisiae ìèãðèðîâàëà â ãåëå êàê îòäåëüíàÿ ïîëîñà
(çà èñêëþ÷åíèåì äâóõ ïîëîñ, êàæäàÿ èç êîòîðûõ âêëþ÷à-
ëà â ñåáÿ ïî äâå áëèçêèå ïî ðàçìåðó õðîìîñîìû), ÷òî ïî-
çâîëèëî ïðåäëîæèòü íîâûé òåðìèí «ýëåêòðîêàðèîòèï»
(Carle, Olson, 1985). Ïîñêîëüêó èç-çà ìàëåíüêîãî ðàçìåðà
è áîëüøîãî ÷èñëà õðîìîñîì äëÿ ìíîãèõ ïðîòèñòîâ îêàçû-
âàåòñÿ òðóäíûì èëè íåâîçìîæíûì ïîëó÷åíèå ìåòàôàç-
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íûõ ïëàñòèíîê (Ðàéêîâ, 1978), ïîëîñû ÏÝÔ-ïðîôèëåé
ìîæíî èñïîëüçîâàòü êàê ñâîåîáðàçíûé ýêâèâàëåíò òðàäè-
öèîííîãî, êëàññè÷åñêîãî êàðèîòèïà.

Ïîñêîëüêó ÌÀÊ ïàðàìåöèé ñîäåðæèò íåñêîëüêî ñî-
òåí àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, äîñòàòî÷íî
áëèçêèõ ïî ðàçìåðó, èõ ÏÝÔ-ïðîôèëü âûãëÿäèò êàê
ñïëîøíîé ñïåêòð ìîëåêóë (Caron, Meyer, 1989; Phan et al.,
1989; Ïîòåõèí è äð., 1999). Äëÿ íåêîòîðûõ âèäîâ ïàðàìå-
öèé íà ñïëîøíîì ôîíå ìîëåêóë ÄÍÊ âûäåëÿþòñÿ áîëåå
èëè ìåíåå ÷åòêèå ïîëîñû (Rautuan, Potekhin, 2002). Î÷å-
âèäíî, ÷òî ÏÝÔ-ïðîôèëü ÌÀÊ îòðàæàåò ÷àñòîòó è ðàñ-
ïðåäåëåíèå ñàéòîâ ôðàãìåíòàöèè íà õðîìîñîìàõ ÌÈÊ è
ðàçíóþ ñòåïåíü àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Íàìè
ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÝÔ-ïðîôèëü ÌÀÊ ÿâëÿåòñÿ
ñòàáèëüíîé õàðàêòåðèñòèêîé ëþáîãî êëîíà Paramecium
(Ïîòåõèí è äð., 1999; Íåêðàñîâà è äð., 2004). Ïðè ñðàâíè-
òåëüíîì àíàëèçå ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ
ðàçíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ âèäîâ ðîäà Paramecium áû-
ëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÝÔ-ïðîôèëè ðàçíûõ êëîíîâ îäíîãî
âèäà, äàæå èçîëèðîâàííûõ â ãåîãðàôè÷åñêè óäàëåííûõ
äðóã îò äðóãà ðåãèîíàõ, î÷åíü ïîõîæè, õîòÿ èíîãäà ðå-
ãèñòðèðóþòñÿ íåçíà÷èòåëüíûå âíóòðèâèäîâûå ðàçëè÷èÿ.
ÏÝÔ-ïðîôèëè æå ïðåäñòàâèòåëåé ðàçíûõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ âèäîâ ðàçëè÷àþòñÿ î÷åíü çíà÷èòåëüíî (Rautian, Po-
tekhin, 2002). Òàêèì îáðàçîì, ó ïàðàìåöèé ÏÝÔ-ïðîôèëü
ÿâëÿåòñÿ âèäîâîé õàðàêòåðèñòèêîé — ñîîòâåòñòâåííî
êàæäûé ìîðôîëîãè÷åñêèé âèä õàðàêòåðèçóåòñÿ ñîáñòâåí-
íûì îïðåäåëåííûì ïàòòåðíîì ðàñïîëîæåíèÿ ñàéòîâ
ôðàãìåíòàöèè íà õðîìîñîìàõ ÌÈÊ.

Ïîìèìî ìîðôîëîãè÷åñêèõ âèäîâ äëÿ èíôóçîðèé âî-
îáùå è ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Paramecium â ÷àñòíîñòè õà-
ðàêòåðíî íàëè÷èå âíóòðè ìîðôîëîãè÷åñêèõ âèäîâ òàê íà-
çûâàåìûõ âèäîâ-äâîéíèêîâ, èëè ãåíåòè÷åñêèõ âèäîâ. Âè-
äû-äâîéíèêè ïðàêòè÷åñêè íåîòëè÷èìû íà óðîâíå
îñíîâíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, íî ðåïðîäóê-
òèâíî èçîëèðîâàíû äðóã îò äðóãà. Ñõîäñòâî ÏÝÔ-ïðîôè-
ëåé ðàçíûõ êëîíîâ âíóòðè ìîðôîëîãè÷åñêîãî âèäà ïðè
âûðàæåííîì îòëè÷èè ýëåêòðîêàðèîòèïîâ ðàçíûõ ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ âèäîâ äðóã îò äðóãà íåìèíóåìî âûçûâàåò âî-
ïðîñ î òîì, íàñêîëüêî ðàçëè÷àþòñÿ ÏÝÔ-ïðîôèëè ãåíåòè-
÷åñêèõ âèäîâ, òàêèõ êàê ïðåäñòàâèòåëè êîìïëåêñà âè-
äîâ-äâîéíèêîâ P. aurelia. Ãåíîì ÌÀÊ îäíîãî èç ýòèõ
âèäîâ — P. tetraurelia — áûë íåäàâíî ïîëíîñòüþ ñåêâå-
íèðîâàí (Aury et al., 2006). Äëÿ ÏÝÔ-ïðîôèëåé ÌÀÊ
ïðåäñòàâèòåëåé êîìïëåêñà P. aurelia õàðàêòåðíî íàëè÷èå
ÿðêèõ ïîëîñ íà ôîíå ñïëîøíîãî ñïåêòðà ìîëåêóë ÄÍÊ
(Rautian, Potekhin, 2002). Ýòî äåëàåò èõ óäîáíîé ìîäåëüþ
äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ îðãàíèçàöèè ãåíîìà
ÌÀÊ — ïîëîñû ÏÝÔ-ïðîôèëåé ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû êàê «âíóòðåííèå ìàðêåðû». Â äàííîé ðàáîòå ìû ïðåä-
ñòàâëÿåì äåòàëüíîå îïèñàíèå ÏÝÔ-ïðîôèëåé ÌÀÊ è îá-
ñóæäàåì óðîâíè âíóòðè- è ìåæâèäîâîãî ïîëèìîðôèçìà
ïî îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ äëÿ äâóõ âèäîâ-äâîéíèêîâ
êîìïëåêñà P. aurelia — P. primaurelia è P. novaurelia. Ýòè
âèäû ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè ïðåäñòàâè-
òåëÿìè êîìïëåêñà P. aurelia â Åâðîïå (Przyboœ, 2005).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Äëÿ âûïîëíåíèÿ
ðàáîòû èñïîëüçîâàëè 14 êëîíîâ P. primaurelia è P. novau-
relia.

P. primaurelia: 156 (Íüþ-Õåéâåí, ÑØÀ); 60 (Áåðëèíã-
òîí, Âåðìîíò, ÑØÀ); AZ9-3, AZ11-13, AZ12-19 è AZ15-8

(Àñòðàõàíñêèé çàïîâåäíèê, Ðîññèÿ); Â7-6 (Âîëãîãðàä-
ñêàÿ îáë., Ðîññèÿ); KK2-7 (Êàëèíèíãðàäcêàÿ îáë., Ðîñ-
ñèÿ). Êëîíû èç ÑØÀ ïðåäîñòàâëåíû ïðîô. Õ. Øìèäòîì
(Óíèâåðñèòåò Êàéçåðñëàóòåðíà, Ãåðìàíèÿ).

P. novaurelia: 91 TP-9 (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ); 90
ÂË-8 (Âëàäèìèð, Ðîññèÿ); Èç-16 (Èçìàèë, Óêðàèíà); Nov
(Ãåðìàíèÿ, ïðåäîñòàâëåí ïðîô. Õ.-Ä. Ãåðöåì, Óíèâåðñè-
òåò Øòóòãàðòà, Ãåðìàíèÿ); Â9-1 (Âîëãîãðàäñêàÿ îáë., Ðîñ-
ñèÿ); ÀÁ8-22 (Áîñòîí, ÑØÀ).

Âñå ýòè êëîíû ïîääåðæèâàþòñÿ â Êîëëåêöèè êëîíîâ
Paramecium Ëàáîðàòîðèè êàðèîëîãèè îäíîêëåòî÷íûõ
Áèîëîãî-ïî÷âåííîãî ôàêóëüòåòà ÑÏáÃÓ. Âèäîâóþ ïðè-
íàäëåæíîñòü èñïîëüçîâàííûõ êëîíîâ îïðåäåëÿëè ìåòî-
äîì ñêðåùèâàíèÿ ñ êëîíàìè-òåñòåðàìè (êëîí 90 P. prima-
urelia, êëîí 510 P. novaurelia). Êóëüòèâèðîâàíèå êëîíîâ
Paramecium ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Sonne-
born, 1970). Ïèòàòåëüíîé ñðåäîé ñëóæèë ñàëàòíûé îòâàð,
èíîêóëèðîâàííûé áàêòåðèÿìè Klebsiella cloacae.

Ñ è í õ ð î í è ç à ö è ÿ ê ó ë ü ò ó ð ï à ð à ì å ö è é. Ñèí-
õðîííûå êóëüòóðû ïàðàìåöèé ïîëó÷àëè îïèñàííûì â ëè-
òåðàòóðå ìåòîäîì (Sonneborn, 1970). Ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
ñêîïà â îòäåëüíûå ìèêðîàêâàðèóìû èçîëèðîâàëè êëåòêè,
çàâåðøàþùèå àâòîãàìèþ (èìåþùèå äâà ðàçâèâàþùèõñÿ
ÌÀÊ). Âåãåòàòèâíîå ïîòîìñòâî êàæäîé òàêîé êëåòêè åæå-
äíåâíî êîðìèëè èç ðàñ÷åòà 800 ìêë ïèùåâîé ñðåäîé íà 1
êëåòêó (ò. å. êóëüòóðó âåëè ïðè èçáûòî÷íîì êîðìëåíèè).
Â òàêèõ óñëîâèÿõ P. aurelia äåëÿòñÿ ñ ïîñòîÿííîé âûñî-
êîé ñêîðîñòüþ (2—3 äåëåíèÿ â 1 ñóò), è àâòîãàìèÿ íàñ-
òóïàåò ó êëåòîê îäíîâðåìåííî, ÷åðåç 23—27 äåëåíèé
(êëåòêè êóëüòóðû, âåäóùåéñÿ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ,
áåç èçáûòêà ñðåäû, íà÷èíàþò ðàçðîçíåííî âñòóïàòü â àâ-
òîãàìèþ ÷åðåç 18—20 äåëåíèé). 1 êëåòêó êóëüòóðû åæå-
äíåâíî èçîëèðîâàëè è ïåðåâîäèëè â íîâûé ìèêðîàêâàðè-
óì, ÷òî ïîçâîëÿëî äîñòàòî÷íî òî÷íî ðåãèñòðèðîâàòü ÷àñ-
òîòó äåëåíèé âñåõ êëåòîê êóëüòóðû. Êàæäûå 2 ñóò
íåñêîëüêî ñîòåí êëåòîê ñòàíäàðòíî îêðàøèâàëè ïî
Ô¸ëüãåíó (Pearse, 1960), ÷òî ïîçâîëÿëî òî÷íî îïðåäåëèòü,
âñòóïèëà ëè êóëüòóðà â ïîëîâîé ïðîöåññ, è âûÿâèòü ñòå-
ïåíü åå ñèíõðîííîñòè.

Äëÿ ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ï ð å ï à ð à ò î â ä ë ÿ Ï Ý Ô èñ-
ïîëüçîâàëè 10—20 ìë êóëüòóð ïàðàìåöèé, ÷èñëî êëåòîê â
êîòîðûõ äîñòèãàëî 103—104 íà 1 ìë. Ìÿãêèì öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì êëåòêè êîíöåíòðèðîâàëè â îáúåìå 0.3—0.6 ìë.
Áëîê-âñòàâêè äëÿ ÏÝÔ (ñìåñü ñóñïåíçèè êëåòîê è àãàðî-
çû) ãîòîâèëè ñïîñîáîì, îïèñàííûì íàìè ðàíåå (Ïîòåõèí
è äð., 1999). Â êà÷åñòâå ðàçìåðíîãî ìàðêåðà äëÿ ÏÝÔ èñ-
ïîëüçîâàëè õðîìîñîìû äðîææåé Saccharomyces cerevisiae
øòàììà 15Â-Ï4, ðàçìåð êîòîðûõ áûë îïðåäåëåí â íàøåé
ëàáîðàòîðèè ðàíåå (Òèìîôååâà, Ðàóòèàí, 1997). Ïðèãî-
òîâëåíèå ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ äðîææåé ïðîâîäèëè ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå (Carle, Olson, 1985).

Äëÿ ï ð î â å ä å í è ÿ Ï Ý Ô èñïîëüçîâàëè ïðèáîð àâ-
òîðñêîé êîíñòðóêöèè (Ìåæåâàÿ è äð., 1991), êîòîðûé ïî-
çâîëÿåò ñîçäàâàòü è ÷åðåäîâàòü äâà ýëåêòðè÷åñêèõ ïîëÿ ñ
óãëîì ïåðåîðèåíòàöèè 120°. ÏÝÔ ïðîâîäèëè â 1%-íîì
àãàðîçíîì ãåëå (Sea Kem, FMC, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííîì
íà 0.5� áóôåðå TBE. Òîëùèíà ãåëÿ ñîñòàâëÿëà 4 ìì.
Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â 0.5� áóôåðå TBE ïðè 16 °Ñ.
Íàïðÿæåííîñòü ïîëÿ ñîñòàâëÿëà 10 Â/ñì. Â ýòèõ óñëîâèÿõ
îïòèìàëüíîãî ðàçäåëåíèÿ ÄÍÊ ÌÀÊ P. aurelia óäàâàëîñü
äîáèòüñÿ ïðè ñëåäóþùåì ðåæèìå ÏÝÔ: 30 ñ — 5 ÷,
60 ñ — 7 ÷, 90 ñ — 10 ÷, 120 ñ — 13 ÷, 150 ñ — 8 ÷ (â ñå-
êóíäàõ — âðåìÿ äåéñòâèÿ êàæäîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ,
òàê íàçûâàåìîå âðåìÿ ïóëüñà, â ÷àñàõ — ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ðàáîòû ïðèáîðà ïðè ýòîì âðåìåíè ïóëüñà).

912 È. Â. Íåêðàñîâà, À. À. Ïîòåõèí è äð.



Ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ ï î Ñ à ó ç å ð í ó. Ðàçäåëåííóþ ÏÝÔ
ÄÍÊ ïåðåíîñèëè íà íåéëîíîâûå ìåìáðàíû (Amersham
Pharmacia Biotech Nylone Membranes, Âåëèêîáðèòàíèÿ)
êàïèëëÿðíûì ñïîñîáîì ïî ìåòîäèêå ïðîèçâîäèòåëÿ ìåì-
áðàí è èììîáèëèçîâàëè îáëó÷åíèåì óëüòðàôèîëåòîì.
Çîíä äëÿ ãèáðèäèçàöèè ïîëó÷àëè â ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè (ÏÖÐ), äîáàâëÿÿ â ñìåñü äëÿ ÏÖÐ äèãîêñèãå-
íèí-11-dUTP (Roche Diagnostics, Mannheim, Ãåðìàíèÿ).
Â êà÷åñòâå çîíäà äëÿ ãèáðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü èç ìàêðîíóêëåàðíîãî ïîâòîðà P126 (For-
ney, Rodkey, 1992); ìàòðèöåé äëÿ ÏÖÐ ñëóæèëà òîòàëüíî
âûäåëåííàÿ ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ýêñòðàêöèè ôåíîëîì è
õëîðîôîðìîì ÄÍÊ P. primaurelia è P. novaurelia,
20—50 íã íà ðåàêöèþ. Â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ èñïîëü-
çîâàëè îëèãîíóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5�-tctatc-
cgtttatgggatgt-3� è 5�-cactaccggatgctaatgta-3� (Ñèíòîë, Ðîñ-
ñèÿ), âûáðàííûå èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîâòîðà P126
P. tetraurelia (GenBank M96642). Ïàðàìåòðû ÏÖÐ äëÿ
ñèíòåçà çîíäà (òåðìîöèêëåð Techne, Âåëèêîáðèòàíèÿ):
94 °Ñ — 45 ñ, 55 °Ñ — 45 ñ, 72 °Ñ — 45 ñ — 30 öèêëîâ, ñ
óâåëè÷åííûì äî 4 ìèí âðåìåíåì ïëàâëåíèÿ â ïåðâîì öèê-
ëå è óâåëè÷åííûì äî 3 ìèí âðåìåíåì îòæèãà â ïåðâûõ
òðåõ öèêëàõ. Âûõîä ÏÖÐ êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â 0.5� áóôåðå
TBE.

Ãèáðèäèçàöèþ ïî Ñàóçåðíó ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêå ïðîèçâîäèòåëÿ ìåìáðàí ïðè 61 °Ñ. Äåòåê-
öèþ ñèãíàëà ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ íàáîð äëÿ êîëîðèìåò-
ðè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ äèãîêñèãåíèíà (Roche Diagnostics,
Mannheim, Ãåðìàíèÿ) è ñëåäóÿ ðåêîìåíäàöèÿì ïðîèçâî-

äèòåëÿ. Òåðìè÷åñêèå îòìûâêè ìåìáðàí ïîñëå ãèáðèäèçà-
öèè ïðîâîäèëè â 0.5� SSC ïðè òåìïåðàòóðå íà 1 °Ñ âûøå
òåìïåðàòóðû ãèáðèäèçàöèè.

Ðåçóëüòàòû

Î ï è ñ à í è å Ï Ý Ô - ï ð î ô è ë å é P. p r i m a u r e l i a è
P. n o v a u r e l i a. Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÏÝÔ
14 êëîíîâ äâóõ âèäîâ êîìïëåêñà P. aurelia — P. primaure-
lia è P. novaurelia. Ðàçìåð ìîëåêóë ÄÍÊ ÌÀÊ ýòèõ èíôó-
çîðèé âàðüèðóåò ïðèìåðíî îò 75 äî 1100 ò. ï. í. Êðîìå
òîãî, èíîãäà óäàåòñÿ âûÿâèòü íàëè÷èå âûñîêîìîëåêóëÿð-
íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (îêîëî 2500 ò. ï. í.), îáðàçóþùèõ
äîïîëíèòåëüíóþ îòäåëüíóþ ñëàáî âûðàæåííóþ ïîëîñó
(íàïðèìåð, íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà ñòðåëêîé). Äëÿ ÏÝÔ-ïðî-
ôèëåé âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëîíîâ, êàê è äëÿ äðóãèõ
ïðåäñòàâèòåëåé êîìïëåêñà P. aurelia (Íåêðàñîâà è äð.,
2004), õàðàêòåðíî íàëè÷èå ïîëîñ íà ôîíå ñïëîøíîãî
ñïåêòðà ìîëåêóë ÄÍÊ (ðèñ. 1). Ýòè ïîëîñû ìîãóò èñïîëü-
çîâàòüñÿ êàê íàäåæíûå «âíóòðåííèå ìàðêåðû» ÏÝÔ-ïðî-
ôèëåé P. aurelia. Òàêàÿ èñ÷åð÷åííîñòü ÏÝÔ-ïðîôèëåé
P. aurelia íàòîëêíóëà íàñ íà èäåþ èñïîëüçîâàòü ïðè èõ
îïèñàíèè èåðàðõè÷åñêóþ íîìåíêëàòóðó áëîêîâ ïî àíàëî-
ãèè ñ ñèñòåìîé, ïðèìåíÿåìîé ïðè îïèñàíèè G-èñ÷åð÷åí-
íîñòè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ìëåêîïèòàþùèõ (Sumner,
1990). Ñíà÷àëà áûëè îòìå÷åíû íàèáîëåå ÿðêî âûðàæåí-
íûå áëîêè (ðàçìåðíûå ôðàêöèè) èññëåäóåìîãî ÏÝÔ-ïðî-
ôèëÿ — òå, êîòîðûå ÷åòêî âûÿâëÿþòñÿ ïðè ëþáûõ ïàðà-
ìåòðàõ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà. Äëÿ ÏÝÔ-ïðîôèëåé
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Ðèñ. 1. ÏÝÔ-ïðîôèëè Paramecium primaurelia (P) è P. novaurelia (N) è èõ èçîáðàæåíèå â âèäå ñõåì áëîêîâ ïåðâîãî (I) è âòîðîãî
(II) ïîðÿäêîâ.

Sc — õðîìîñîìû äðîææåé Saccharomyces cerevisiae. Ñòðåëêîé ïîêàçàíà âûñîêîìîëåêóëÿðíàÿ ïîëîñà (îêîëî 2500 ò. ï. í.).



âñåõ èññëåäîâàííûõ êëîíîâ ìîæíî âûäåëèòü äåâÿòü òàêèõ
áëîêîâ — ýòè áëîêè ìû íàçâàëè «áëîêàìè ïåðâîãî ïîðÿä-
êà». Íåêîòîðûå áëîêè ñîñòîÿò èç äâóõ èëè áîëåå ïîëîñ,
êîòîðûå ìîãóò ñëèâàòüñÿ èëè, íàîáîðîò, ðàçäåëÿòüñÿ ïðè
ðàçíûõ ðåæèìàõ ïðîâåäåíèÿ ÏÝÔ. Òàêèå ïîëîñû ìû íà-
çâàëè «áëîêàìè âòîðîãî ïîðÿäêà». Ïîñêîëüêó, êàê óæå
áûëî ñêàçàíî âûøå, ÏÝÔ-ïðîôèëè Paramecium ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé ñïåêòð ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ðàçíîãî ðàçìåðà,
îïèñàíèå ýëåêòðîêàðèîòèïîâ òîëüêî íà îñíîâàíèè ðàç-
ìåðíûõ õàðàêòåðèñòèê ìîæåò ïðèâîäèòü ê áîëüøîìó êî-
ëè÷åñòâó íåòî÷íîñòåé, îñîáåííî ïðè ñðàâíåíèè ðåçóëüòà-
òîâ, ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè àâòîðàìè â ðàçíûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ. Ïðåäëîæåííîå íàìè «ôîðìàëèçîâàííîå» îïèñàíèå
ýëåêòðîêàðèîòèïîâ îáëåã÷àåò ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç è ñî-
ïîñòàâëåíèå ïîëó÷àåìûõ äàííûõ. Ìû ðàçðàáîòàëè äåòà-
ëüíîå èåðàðõè÷åñêîå îïèñàíèå ýëåêòðîêàðèîòèàïîâ äëÿ
äâóõ âèäîâ êîìïëåêñà P. aurelia — P. primaurelia è P. no-
vaurelia.

P. p r i m a u r e l i a. Áûëî èññëåäîâàíî âîñåìü êëîíîâ
P. primaurelia. ÏÝÔ-ïðîôèëè âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
êëîíîâ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñïëîøíîé ñïåêòð ìîëåêóë
ÄÍÊ ðàçíîãî ðàçìåðà, â ñîñòàâå êîòîðîãî ìîæíî ÷åòêî
âûäåëèòü äåâÿòü ïîëîñ è çîí — áëîêîâ ïåðâîãî ïîðÿäêà
(ñì. òàáëèöó; ðèñ. 1). Òðè âåðõíèõ áëîêà (áëîêè 1, 2 è 3)
íèêîãäà íå ðàçäåëÿþòñÿ íà áëîêè âòîðîãî ïîðÿäêà; áëîê 2
âñåãäà áîëåå ÿðêèé, ÷åì áëîêè 1 è 3. Áëîêè 4 è 6 ìîæíî
ðàçäåëèòü íà äâà áëîêà âòîðîãî ïîðÿäêà êàæäûé. Áëîê 5

íà ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ íåêîòîðûõ êëîíîâ (íàïðèìåð, êëîíà
156) ðàçäåëåí íà äâà áëîêà âòîðîãî ïîðÿäêà (ðèñ. 2, ä. 5),
â òî âðåìÿ êàê íà ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ äðóãèõ êëîíîâ (AZ15-8
è AZ11-13) âíóòðè áëîêà 5 ìîæíî âûÿâèòü òðè áëîêà âòî-
ðîãî ïîðÿäêà (ðèñ. 2, ä. 1, 2). Âíóòðè áëîêà 7 — ïðîòÿæåí-
íîé çîíû ÏÝÔ-ïðîôèëÿ, êîòîðóþ îáðàçóþò ìîëåêóëû
ÄÍÊ ðàçìåðîì ïðèìåðíî îò 500 äî 100 ò. ï. í., — âñåãäà
ìîæíî âûäåëèòü ïÿòü áëîêîâ âòîðîãî ïîðÿäêà. Ó âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ êëîíîâ òàêæå õîðîøî âûðàæåíû äâà ÷åòêèõ
íèæíèõ áëîêà, 8 è 9, íå ðàçäåëÿåìûõ íà áëîêè âòîðîãî ïî-
ðÿäêà. Â öåëîì ÏÝÔ-ïðîôèëè âñåõ êëîíîâ P. primaurelia
î÷åíü ïîõîæè, õîòÿ ñóùåñòâóþò è íåêîòîðûå âíóòðèâèäî-
âûå ðàçëè÷èÿ. Òàê, ó êëîíà 60 áëîêè 5 è 6 ÷åòêî ðàçäåëåíû
íà äâà áëîêà âòîðîãî ïîðÿäêà êàæäûé, ïðè÷åì îíè íàñ-
òîëüêî ÿâíî âûðàæåíû, ÷òî ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ äàæå
êàê áëîêè ïåðâîãî ïîðÿäêà (ðèñ. 2, ä. 4, îòìå÷åíû ñòðåë-
êàìè). Ýòî îòëè÷àåò êëîí 60 îò îñòàëüíûõ ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ êëîíîâ P. primaurelia.

P. n o v a u r e l i a. Áûëî èññëåäîâàíî øåñòü êëîíîâ
P. novaurelia. ÏÝÔ-ïðîôèëü P. novaurelia ÿâëÿåòñÿ íàèáî-
ëåå «÷åòêèì» ïî ñðàâíåíèþ ñ ÏÝÔ-ïðîôèëÿìè îñòàëüíûõ
âèäîâ P. aurelia (Íåêðàñîâà è äð., 2004). Îí òàêæå ñîäåð-
æèò äåâÿòü áëîêîâ ïåðâîãî ïîðÿäêà (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 1).
Òðè âåðõíèå ïîëîñû — áëîêè 1, 2 è 3 — î÷åíü ÿðêèå, íå
ðàçäåëÿþòñÿ íà áëîêè âòîðîãî ïîðÿäêà; íàèáîëåå ÿðêèì
îáû÷íî ÿâëÿåòñÿ áëîê 3. Çàòåì èäóò òðè ìåíåå êîìïàêò-
íûõ áëîêà (4, 5 è 6), êàæäûé èç êîòîðûõ ìîæåò áûòü ðàç-
äåëåí íà äâà áëîêà âòîðîãî ïîðÿäêà. Âíóòðè áëîêà 7 ìî-
æåò áûòü âûäåëåíî íå ìåíåå ïÿòè áëîêîâ âòîðîãî ïîðÿä-
êà. Çàòåì ñëåäóþò äâå ÷åòêèå ïîëîñû, îáîçíà÷àåìûå íàìè
êàê áëîêè 8 è 9. Òàêîé ðèñóíîê ÏÝÔ-ïðîôèëÿ õàðàêòåðåí
äëÿ âñåõ ïÿòè ïðîàíàëèçèðîâàííûõ åâðîïåéñêèõ êëîíîâ
(ðèñ. 2, ä. 7—10). Îäíàêî ÏÝÔ-ïðîôèëü åäèíñòâåííîãî
ñóùåñòâóþùåãî êëîíà P. novaurelia àìåðèêàíñêîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ ÀÁ8-22 (Przyboœ et al., 2007) îòëè÷àëñÿ îò
îñòàëüíûõ (ðèñ. 3). Òàê, áëîê 5 â ÏÝÔ-ïðîôèëå ýòîãî êëî-
íà ðàçäåëåí íà òðè ÷åòêèõ áëîêà âòîðîãî ïîðÿäêà, â òî
âðåìÿ êàê äëÿ âñåõ åâðîïåéñêèõ êëîíîâ P. novaurelia
õàðàêòåðíî íàëè÷èå äâóõ áëîêîâ âòîðîãî ïîðÿäêà âíóòðè
áëîêà 5. Êðîìå òîãî, èç ïåðâûõ òðåõ áëîêîâ ó âñåõ åâ-
ðîïåéñêèõ êëîíîâ ñàìûì ÿðêèì ÿâëÿåòñÿ áëîê 3, à â ñëó-
÷àå êëîíà ÀÁ8-22 ñàìûì ÿðêèì îêàçûâàåòñÿ áëîê 2. Îòìå-
òèì, ÷òî â ñëó÷àå P. primaurelia âûÿâëåííûå ðàçëè÷èÿ
ÏÝÔ-ïðîôèëåé íå êîððåëèðîâàëè ñ ãåîãðàôè÷åñêèì ïðî-
èñõîæäåíèåì êëîíîâ.

Íåñìîòðÿ íà îáíàðóæåííûå íàìè âíóòðèâèäîâûå ðàç-
ëè÷èÿ, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî äëÿ îáîèõ èññëåäîâàííûõ
âèäîâ êîìïëåêñà P. aurelia ÏÝÔ-ïðîôèëè âñåõ êëîíîâ
âíóòðè âèäà î÷åíü ïîõîæè äðóã íà äðóãà è ñóùåñòâåííî
îòëè÷àþòñÿ îò ÏÝÔ-ïðîôèëåé ïðåäñòàâèòåëåé äðóãîãî
âèäà (ðèñ. 2). Ò. å. ïî ðèñóíêó ÏÝÔ-ïðîôèëÿ ìû ìîæåì
îäíîçíà÷íî îòëè÷èòü ïðåäñòàâèòåëåé P. primaurelia îò
ïðåäñòàâèòåëåé P. novaurelia: ó âñåõ P. novaurelia (êðîìå
êëîíà ÀÁ8-22) èç áëîêîâ 1, 2 è 3 ñàìûì ÿðêèì ÿâëÿåòñÿ
áëîê 3, à ó âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ ïðåäñòàâèòåëåé P. prima-
urelia ñàìûé ÿðêèé — áëîê 2; áëîêè 4, 5 è 6 ó P. novaure-
lia î÷åíü ÷åòêèå è îòäåëüíûå, â òî âðåìÿ êàê ó ïðåäñòàâè-
òåëåé P. primaurelia îíè áîëåå «ñìàçàíû».

Â ë è ÿ í è å ñ ò à ð å í è ÿ Ì À Ê í à Ï Ý Ô - ï ð î ô è ë è.
Àâòîãàìèÿ — ïîëîâîé ïðîöåññ, ïðîõîäÿùèé âíóòðè îä-
íîé êëåòêè, â îòñóòñòâèå ïàðòíåðà, — ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåð-
íîé ÷åðòîé âñåõ âèäîâ Paramecium aurelia (Wichtermann,
1986). Â íîðìå êëåòêè êëîíà ïðîõîäÿò àâòîãàìèþ ïðèáëè-
çèòåëüíî ÷åðåç êàæäûå 25—30 äåëåíèé. Åñëè êóëüòóðà íå
ñèíõðîíèçèðîâàíà, â êàæäûé ìîìåíò âðåìåíè âñå êëåòêè
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Ïðèáëèçèòåëüíûé ðàçìåð ìîëåêóë ÄÍÊ,
ôîðìèðóþùèõ áëîêè ïåðâîãî è âòîðîãî ïîðÿäêîâ

â ýëåêòðîêàðèîòèïàõ Paramecium novaurelia è P. primaurelia

P. novaurelia P. primaurelia

áëîêè ýëåêòðî-
êàðèîòèïà

ïðèáëèçè-
òåëüíûé ðàçìåð
ìîëåêóë ÄÍÊ,

ò.ï.í.

áëîêè ýëåêòðî-
êàðèîòèïà

ïðèáëèçè-
òåëüíûé ðàçìåð
ìîëåêóë ÄÍÊ,

ò.ï.í.
1-ãî ïî-
ðÿäêà

2-ãî ïî-
ðÿäêà

1-ãî ïî-
ðÿäêà

2-ãî ïî-
ðÿäêà

1 — 1060—1100 1 — 1010—1030

2 — 1000—1020 2 — 950—980

3 — 900—930 3 — 890—930

4 4.1 820 4 4.1 820—840

4.2 780—800 4.2 770—800

5 5 5.1 700—740

5.1 690—700 5.2 660—690

5.2 640—650 5.3 630—650

6 6.1 590—630 6 6.1 590—630

6.2 570—590 6.2 570—590

7 7.1 520 7 7.1 510—550

7.2 500

7.3 470 7.2 470

7.4 430 7.3 410

7.5 380

7.6 330 7.4 340

7.5 250

8 — 105 8 — 90

9 — 75 9 — 65

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Áëîêè ðàñïîëîæåíû â òàáëèöå â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðàçìåðîì ôîðìèðóþùèõ èõ ìîëåêóë ÄÍÊ, òàê ÷òî ìîæíî ëåãêî ñðàâíèòü
õàðàêòåðèñòèêè äâóõ âèäîâ.



êëîíà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ÷èñëó äåëåíèé, ïðîéäåííûõ èìè
ïîñëå ïîñëåäíåé àâòîãàìèè. Âî âðåìÿ êàæäîé àâòîãàìèè
ñòàðûé ÌÀÊ ðàçðóøàåòñÿ. Ó àâòîãàìîíòîâ ÌÀÊ ôîðìè-
ðóåòñÿ çàíîâî èç ïðîäóêòîâ ìèòîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ ñèí-
êàðèîíà. Ñîîòâåòñòâåííî ðàçíûå êëåòêè êëîíà ðàçëè÷àþò-
ñÿ ïî «âîçðàñòó» ñâîèõ ÌÀÊ. Ïîñêîëüêó ÌÀÊ äåëèòñÿ
àìèòîçîì è â äî÷åðíèõ êëåòêàõ îñòàåòñÿ ðàçíîå êîëè÷åñò-
âî ÄÍÊ (Berger, 2001), ïî ìåðå ñòàðåíèÿ ÌÀÊ òåîðåòè÷å-
ñêè ìîãóò âîçíèêàòü èçìåíåíèÿ â ìîëåêóëÿðíîé êîìïîçè-
öèè åãî ãåíîìà. Ò. å. êàæäûé êëîí P. aurelia — êëåòî÷íàÿ
ëèíèÿ, ïîëó÷åííàÿ èç îäíîé èçîëèðîâàííîé êëåòêè, — ÿâ-
ëÿåòñÿ êëîíîì îòíîñèòåëüíî ãåíîìà ÌÈÊ, íî ïîïóëÿöèåé
îòíîñèòåëüíî ãåíîìà ÌÀÊ. Ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê òîìó,
÷òî â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ â ýêñïåðèìåíòàõ íåñèíõðîíè-
çèðîâàííûõ êóëüòóð ðàçíûå êëåòêè êëîíà áóäóò ðàçëè÷à-
òüñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé êîìïîçèöèè ãåíîìà ÌÀÊ. Òàêèì
îáðàçîì, íåîáõîäèìî áûëî ïðîâåðèòü, íå âûçûâàåò ëè
ñòàðåíèå ÌÀÊ äåòåêòèðóåìûõ èçìåíåíèé â ÏÝÔ-ïðîôè-
ëÿõ, ñïîñîáíûõ èñêàçèòü ðåçóëüòàòû.

Ìû ñèíõðîíèçèðîâàëè êëîí AZ9-3 P. primaurelia è
ñðàâíèëè ÏÝÔ-ïðîôèëè êóëüòóð, ñîñòîÿùèõ èç êëåòîê ñ
ìîëîäûìè ÌÀÊ (ñðàçó ïîñëå àâòîãàìèè), çðåëûìè ÌÀÊ
(â ñåðåäèíå æèçíåííîãî öèêëà, 10—20 äåëåíèé ïîñëå àâ-
òîãàìèè), ñòàðûìè ÌÀÊ (27 äåëåíèé, íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä àâòîãàìèåé), è ñîáñòâåííî êëåòîê, ïðîõîäÿùèõ àâ-
òîãàìèþ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÝÔ-ïðîôèëè êëåòîê, ïðî-
øåäøèõ 10, 15, 20 è 27 äåëåíèé ïîñëå àâòîãàìèè, íèêàê
íå ðàçëè÷àþòñÿ (ðèñ. 4). Åäèíñòâåííîå ðàçëè÷èå çàêëþ÷à-

ëîñü â òîì, ÷òî â ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ ðàííèõ ïîñòàâòîãàìíûõ
êëåòîê è êëåòîê, ïðîøåäøèõ íå áîëüøå 15 äåëåíèé ïîñëå
àâòîãàìèè, îáíàðóæèâàëàñü âûñîêîìîëåêóëÿðíàÿ ïîëîñà
(ðèñ. 4, îòìå÷åíà ñòðåëêîé ñïðàâà), êîòîðàÿ ïî ìåðå ïðî-
õîæäåíèÿ êëåòêàìè äàëüíåéøèõ äåëåíèé ñòàíîâèëàñü âñå
ìåíåå âûðàæåííîé. Íà íåêîòîðûõ ïðåïàðàòàõ íåñèíõðî-
íèçèðîâàííûõ êëîíîâ, èñïîëüçîâàííûõ íàìè, àíàëîãè÷-
íàÿ ïîëîñà òàêæå áûëà çàìåòíà.

À í à ë è ç Ï Ý Ô - ï ð î ô è ë å é ñ ï î ì î ù ü þ ã è á ð è -
ä è ç à ö è è ï î Ñ à ó ç å ð í ó. Â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî
êðèòåðèÿ â ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ÏÝÔ-ïðîôèëåé êëî-
íîâ P. primaurelia è P. novaurelia ìû ïðîâîäèëè ãèáðè-
äèçàöèþ ïî Ñàóçåðíó ðàçäåëåííîé ìåòîäîì ÏÝÔ ÄÍÊ
ðàçíûõ êëîíîâ äâóõ èññëåäóåìûõ âèäîâ ñ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ ïîâòîðà Ð126. Ýòîò ïîâòîð áûë îáíàðóæåí â ïðè-
òåëîìåðíûõ ðàéîíàõ áîëüøèíñòâà ìîëåêóë ÄÍÊ ÌÀÊ
P. tetraurelia (Forney, Rodkey, 1992). Òàêèì îáðàçîì, èñ-
ïîëüçîâàíèå ïîâòîðà Ð126 ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ïàòòåðí
ãèáðèäèçàöèè ñî ìíîæåñòâîì ñèãíàëîâ, êîòîðûé ìîæåò
ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê åùå îäíà äîïîëíèòåëüíàÿ õàðàêòåðè-
ñòèêà ïîëèìîðôèçìà ãåíîìîâ. Ìû ïîëó÷èëè ñëîæíûé
ïàòòåðí ãèáðèäèçàöèè äëÿ îáîèõ èññëåäóåìûõ âèäîâ: êàê
ìèíèìóì 12 îòäåëüíûõ ñèãíàëîâ â ñëó÷àå P. novaurelia è
10 ñèãíàëîâ â ñëó÷àå P. primaurelia (ðèñ. 5); äëÿ îáîèõ âè-
äîâ íàáëþäàëè òàêæå ôîíîâóþ ãèáðèäèçàöèþ. Â öåëîì
âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïîëó÷åííûé ïàòòåðí ãèáðèäèçàöèè ñèëü-
íî íàïîìèíàåò ðèñóíîê ñîáñòâåííî ÏÝÔ-ïðîôèëÿ, ÷òî
ïîäòâåðæäàåò èñõîäíûå äàííûå î ëîêàëèçàöèè ïîâòîðà
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Ðèñ. 2. ÏÝÔ-ïðîôèëè ïÿòè êëîíîâ Paramecium primaurelia (ä. 1—5) è ÷åòûðåõ êëîíîâ P. novaurelia (ä. 7—10).

Äîðîæêè: 1 — AZ15-8, 2 — AZ11-13, 3 — B7-6, 4 — 60, 5 — 156, 6 — õðîìîñîìû Saccharomyces cerevisiae, 7 — 91ÒÐ-9, Èç-16, 9 — Â9-1, 10 — 90
ÂË4-8. Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ïîëîñû ÏÝÔ-ïðîôèëÿ, îòëè÷àþùèå êëîí 60 îò îñòàëüíûõ êëîíîâ P. primaurelia.



Ð126 íà ìíîãèõ ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòàõ ÄÍÊ ÌÀÊ (For-
ney, Rodkey, 1992). Òåì íå ìåíåå íå âñå ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ÌÀÊ ñîäåðæàò ïîâòîð Ð126: íàïðèìåð, ìîëåêóëû ÄÍÊ,
ôîðìèðóþùèå ÿðêèå áëîêè 1 è 6.2 â ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ
P. novaurelia, íå äàþò ñèãíàëà ïðè ãèáðèäèçàöèè ñ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòüþ Ð126 (ðèñ. 5, îòìå÷åíî ñòðåëêàìè). Ïî-
ëó÷åííûé ïàòòåðí ãèáðèäèçàöèè, êàê è ñàì ýëåêòðîêàðèî-
òèï ÌÀÊ, ÿâëÿåòñÿ âèäîñïåöèôè÷íûì. Âíóòðèâèäîâûõ
ðàçëè÷èé ìåæäó ðàçíûìè êëîíàìè ïðàêòè÷åñêè íå áûëî
îáíàðóæåíî, íî âñå ïðåäñòàâèòåëè P. primaurelia ïî ñâîå-
ìó ïàòòåðíó ãèáðèäèçàöèè ÿâíî îòëè÷àþòñÿ îò ïðåäñòà-
âèòåëåé P. novaurelia.

Îáñóæäåíèå

Ïîñêîëüêó êîëè÷åñòâî ÄÍÊ ÌÈÊ ó P. aurelia ñîñòàâ-
ëÿåò ìåíåå 1 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â êëåòêå (Ðàé-
êîâ, 1978), ïðàêòè÷åñêè âñÿ ÄÍÊ, ðàçäåëÿåìàÿ ñ ïîìîùüþ
ÏÝÔ, — ýòî ÄÍÊ ÌÀÊ, ïðè÷åì áîëüøàÿ ÷àñòü ÏÝÔ-ïðî-
ôèëÿ, ñîáñòâåííî îïèñûâàåìûé íàìè ñïåêòð, ñôîðìèðî-
âàíà èñêëþ÷èòåëüíî ÄÍÊ ÌÀÊ. Ãåíîì ÌÀÊ äðóãîãî
âèäà Paramecium, ðîäñòâåííîãî P. aurelia, — P. cauda-
tum — âêëþ÷àåò â ñåáÿ îêîëî 300 ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ðàç-
íîãî ðàçìåðà (Ïîòåõèí è äð., 1999), àìïëèôèöèðîâàí-
íûõ â ðàçíîé ñòåïåíè. Â ðåçóëüòàòå îêàçûâàåòñÿ íåâîç-
ìîæíûì îñóùåñòâèòü ðàçäåëåíèå â ÏÝÔ îòäåëüíûõ ìîëå-
êóë ÄÍÊ ÌÀÊ â âèäå äèñêðåòíûõ ïîëîñ. Äåéñòâèòåëüíî,
ÏÝÔ-ïðîôèëü âñåõ ïðåäñòàâèòåëåé P. aurelia ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé ñïëîøíîé ñïåêòð ìîëåêóë, íà ôîíå êîòîðîãî,
òåì íå ìåíåå, âûäåëÿþòñÿ îòäåëüíûå çîíû è ïîëîñû. Àíà-
ëîãè÷íóþ êàðòèíó íàáëþäàëè è àâòîðû ïåðâûõ ðàáîò ïî
ðàçäåëåíèþ ÄÍÊ Paramecium aurelia ìåòîäîì ÏÝÔ (Ca-
ron, Meyer, 1989; Phan et al., 1989), îäíàêî íàì óäàëîñü ïî-
ëó÷èòü ÏÝÔ-ïðîôèëè ñ ëó÷øèì ðàçðåøåíèåì. Íåêîòîðûå
áëîêè óäàåòñÿ âûÿâèòü ëèøü ïðè îïðåäåëåííûõ ðåæèìàõ
ïðîâåäåíèÿ ÏÝÔ, ÷òî çàòðóäíÿåò ïðÿìîå îïèñàíèå è ñðàâ-
íåíèå ÏÝÔ-ïðîôèëåé, ïîëó÷åííûõ â ðàçíûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ. Ïðåäëîæåííûé íàìè ïðèíöèï èåðàðõè÷åñêîãî îïèñà-
íèÿ ÏÝÔ-ïðîôèëåé ïîìîãàåò ðåøèòü ýòó ïðîáëåìó —
ïàòòåðí ðàñïîëîæåíèÿ áëîêîâ ïåðâîãî ïîðÿäêà â
ÏÝÔ-ïðîôèëå ÿâëÿåòñÿ ïîñòîÿííîé, íå çàâèñÿùåé îò
÷àñòíûõ îñîáåííîñòåé ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà õàðàê-
òåðèñòèêîé êëîíà è äàæå, âåðîÿòíî, ãåíåòè÷åñêîãî âè-
äà âíóòðè êîìïëåêñà P. aurelia. Åäèíñòâåííàÿ ïîëîñà, êî-
òîðóþ íå âñåãäà óäàåòñÿ âûÿâèòü íà ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ, —
ýòî ïîëîñà, îáðàçîâàííàÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ
(>2000 ò. ï. í.). Íàøè ýêñïåðèìåíòû ïî èññëåäîâàíèþ
âëèÿíèÿ ñòàðåíèÿ ÌÀÊ êëåòîê íà ðèñóíîê ÏÝÔ-ïðîôè-
ëåé, ïðîâåäåííûå íà ñèíõðîíèçèðîâàííûõ êóëüòóðàõ, ïî-
êàçàëè, ÷òî äàííàÿ ïîëîñà î÷åíü ÿðêî âûðàæåíà íà
ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ ïîñòàâòîãàìíûõ êëåòîê, à çàòåì ïî ìåðå
ïðîõîæäåíèÿ êëåòêàìè êëîíà äàëüíåéøèõ äåëåíèé ïîñòå-
ïåííî ñõîäèò íà íåò. Âåñüìà âåðîÿòíî, ÷òî àâòîãàìèÿ
äàæå â ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðå ðàñòÿíóòà âî âðåìå-
íè, è âûñîêîìîëåêóëÿðíàÿ ïîëîñà ôîðìèðóåòñÿ çà ñ÷åò
òîé ÷àñòè êëåòîê, â êîòîðîé èìåííî â ýòîò ìîìåíò ïðîèñ-
õîäèò ïðîöåññèíã ÄÍÊ. Ïîñòåïåííî äîëÿ òàêèõ êëåòîê â
ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðå óìåíüøàåòñÿ, è ïîëîñà
ñòàíîâèòñÿ âñå ìåíåå è ìåíåå âûðàæåíîé. Äðóãèì âåðîÿò-
íûì îáúÿñíåíèåì ïîÿâëåíèÿ ýòîé âûñîêîìîëåêóëÿðíîé
ïîëîñû â ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ ÿâëÿåòñÿ ïðîäîëæèòåëüíîå ïðè-
ñóòñòâèå íåäîïðîöåññèðîâàííîé ÄÍÊ â ñîçðåâàþùåì
ÌÀÊ. Âîçìîæíî, ïðîöåññèíã ÄÍÊ åùå ïðîäîëæàåòñÿ â
êëåòêàõ, êîòîðûå ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ ïîëîâîãî ïðîöåññà
óæå ïåðåøëè ê âåãåòàòèâíûì äåëåíèÿì, õîòÿ ýòî ïðîòèâî-
ðå÷èò îáùåïðèçíàííîìó ìíåíèþ î òîì, ÷òî ôîðìèðîâà-
íèå ãåíîìà ïîëíîñòüþ çàêàí÷èâàåòñÿ ê òîìó ìîìåíòó,
êîãäà ÌÀÊ ïðèîáðåòàåò ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ (Prescott,
1994). Ïî ìåðå äåëåíèÿ êëåòîê êîëè÷åñòâî òàêèõ ìîëåêóë
â êàæäîé êëåòêå áóäåò óìåíüøàòüñÿ è ïîñòåïåííî ñòàíåò
ñëèøêîì íåçíà÷èòåëüíûì, ÷òîáû âûÿâëÿòüñÿ ìåòîäîì
ÏÝÔ. Êðîìå òîãî, äàííàÿ ïîëîñà ìîæåò ñîäåðæàòü õðîìî-
ñîìû ÌÈÊ, ðàçìåð êîòîðûõ ñëèøêîì âåëèê äëÿ ðàçäåëå-
íèÿ ìåòîäîì ÏÝÔ. Îäíàêî, êàê áûëî çàìå÷åíî âûøå, îò-
íîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÌÈÊ î÷åíü ìàëî — âîç-
ìîæíî, äàæå ñëèøêîì, äëÿ òîãî ñòàáèëüíî âûÿâëÿòüñÿ â
ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ. Íåëüçÿ òàêæå ïîëíîñòüþ îòáðàñûâàòü è
âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî â ñîñòàâ âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ïî-
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Ðèñ. 3. ÏÝÔ-ïðîôèëè àìåðèêàíñêîãî (ÀÁ8-22; ä. 9à) è îäíîãî
èç åâðîïåéñêèõ (Èç-16; ä. 9å) êëîíîâ Paramecium novaurelia.

Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ðàçëè÷àþùèåñÿ ó êëîíîâ áëîêè. Sc — õðîìîñîìû
äðîææåé Saccharomyces cerevisiae.



ëîñû ìîæåò âõîäèòü â òîì ÷èñëå è ÄÍÊ ïèùåâûõ áàêòå-
ðèé, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðåïàðàòû ÄÍÊ ãîòîâèëè èç îò-
ìûòûõ îò ïèùåâîé ñðåäû ïàðàìåöèé, ïèùåâàðèòåëüíûå
âàêóîëè êîòîðûõ áûëè ïðàêòè÷åñêè ïóñòû. Òàê èëè èíà÷å,
äàííóþ âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ ïîëîñó íåëüçÿ ðàññìàòðè-
âàòü êàê ïîñòîÿííóþ õàðàêòåðèñòèêó ýëåêòðîêàðèîòèïîâ
P. aurelia, ïîýòîìó ìû íå âêëþ÷àåì åå â ÷èñëî áëîêîâ,
âûäåëÿåìûõ ïðè èåðàðõè÷åñêîì îïèñàíèè ÏÝÔ-ïðî-
ôèëåé.

Âàæíî åùå ðàç îòìåòèòü, ÷òî, çà èñêëþ÷åíèåì äàííîé
âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ïîëîñû, íàìè íå áûëî âûÿâëåíî íè-
êàêèõ èçìåíåíèé ðèñóíêà ÏÝÔ-ïðîôèëåé, ñâÿçàííûõ ñî
ñòàðåíèåì ÌÀÊ êëåòîê. Óíèêàëüíûé ñïîñîá äåëåíèÿ
ÌÀÊ, àìèòîç, ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êàæäîå äåëåíèå ñî-
ïðÿæåíî ñî ñëó÷àéíûì èçìåíåíèåì ÷èñëà êîïèé ðàçëè÷-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ (Berger, 2001). Ýòî òåîðåòè÷åñêè ìîãëî
áû ïðèâîäèòü ê ãëîáàëüíûì èçìåíåíèÿì â ìîëåêóëÿðíîé
êîìïîçèöèè ãåíîìà ÌÀÊ è ñîîòâåòñòâåííî â ðèñóíêå

ÏÝÔ-ïðîôèëåé. Òåì íå ìåíåå ðåçóëüòàòû íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèíõðîíèçèðîâàííûõ êóëüòóð
îäíîçíà÷íî ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîäîáíûõ èçìåíåíèé íå ïðî-
èñõîäèò. Ðàíåå (Gilley, Blackburn, 1994) áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïðè ñòàðåíèè ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðû P. tetra-
urelia, â êîòîðîé àâòîãàìèþ èñêóññòâåííî èíãèáèðîâàëè,
ïðîèñõîäèëà ïîñòåïåííàÿ äåãðàäàöèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ: ñèã-
íàë ãèáðèäèçàöèè, êîòîðûé â ïîñòàâòîãàìíûõ êëåòêàõ
áûë âèäåí êàê ÷åòêàÿ ïîëîñà, ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ êëåòêà-
ìè 50 è áîëåå äåëåíèé ïîñëå àâòîãàìèè ñòàíîâèëñÿ ðàç-
ìûòûì — ïîìèìî èñõîäíîé ïîëîñû âîçíèêàë äîïîëíè-
òåëüíûé «øëåéô». Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïðîèñõîäèò óêîðî÷å-
íèå ÷àñòè ìîëåêóë ÄÍÊ, íåñóùèõ ìèøåíü äëÿ
ãèáðèäèçàöèè âñëåäñòâèå èõ ïîñòåïåííîé äåãðàäàöèè.
Îïèñàííûå èçìåíåíèÿ òàêæå ìîãëè áû ñêàçûâàòüñÿ íà ðè-
ñóíêå ÏÝÔ-ïðîôèëåé, ïðèâîäÿ ê ïîÿâëåíèþ äîïîëíè-
òåëüíîãî «ôîíà» äåãðàäèðóþùèõ ìîëåêóë ÄÍÊ ðàçíîãî
ðàçìåðà è ñîîòâåòñòâåííî ñíèæåíèþ ÷åòêîñòè ïîëîñ è
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Ðèñ. 4. ÏÝÔ-ïðîôèëè ñèíõðîíèçèðîâàííîãî êëîíà AZ9-3 Paramecium primaurelia íà ðàçíûõ ýòàïàõ ñòàðåíèÿ ÌÀÊ.

Ä. 1 — 15 äåëåíèé ïîñëå àâòîãàìèè, ä. 2 — 20 äåëåíèé, ä. 3 — 27 äåëåíèé, ä. 4 — 70 % êëåòîê âñòóïèëè â àâòîãàìèþ (â êëåòêàõ íåñêîëüêî ïðîäóêòîâ äå-
ëåíèÿ ÌÈÊ), ä. 5 — â àâòîãàìîíòàõ íà÷èíàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå íîâûõ ÌÀÊ, ä. 6 — â ïîñòàâòîãàìíûõ êëåòêàõ êðóïíûå çà÷àòêè íîâûõ ÌÀÊ è ìåëêèå
ôðàãìåíòû ñòàðûõ ÌÀÊ, ä. 7 — 10 äåëåíèé ïîñëå àâòîãàìèè, ä. 8 — õðîìîñîìû Saccharomyces cerevisiae. Ñòðåëêîé ñïðàâà ïîêàçàíà âûñîêîìîëåêó-

ëÿðíàÿ ÄÍÊ â ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ.



áëîêîâ. Îäíàêî íàáëþäàòü ýòîò ôåíîìåí ìîæíî, òîëüêî
öåëåíàïðàâëåííî ëèøàÿ èíôóçîðèé âîçìîæíîñòè âñòó-
ïàòü â àâòîãàìèþ è îáíîâëÿòü ãåíîì ÌÀÊ íà ïðîòÿæåíèè
íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ öèêëîâ âåãåòàòèâíûõ äåëåíèé. Â
îáû÷íûõ ëàáîðàòîðíûõ êóëüòóðàõ P. aurelia â îòñóòñòâèå
àãåíòîâ, èíãèáèðóþùèõ ïîëîâîé ïðîöåññ, ÷èñëî äåëåíèé,
êîòîðîå ïðîõîäèò ïîñòàâòîãàìíàÿ êëåòêà äî ñëåäóþùåé
àâòîãàìèè, íå ïðåâûøàåò 25—30 äàæå ïðè óñëîâèè èç-
áûòêà ïèùè (Sonneborn, 1970). Â ýòèõ óñëîâèÿõ çàìåòíîé
äåãðàäàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ ÌÀÊ åùå íå ïðîèñõîäèò (Gil-
ley, Blackburn, 1994), è ðèñóíîê ÏÝÔ-ïðîôèëåé îñòàåòñÿ
íåèçìåííûì. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáúåêòèâíûõ
äàííûõ ìåòîäîì ÏÝÔ íå îáÿçàòåëüíî èñïîëüçîâàòü ñèí-
õðîíèçèðîâàííûå êóëüòóðû, ïîñêîëüêó âîçìîæíûå èçìå-
íåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ñ ãåíîìîì ÌÀÊ ïðè ñòàðåíèè ýòîãî
ÿäðà, â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ íå îêàçûâàþò ïðèíöèïèàëüíî-
ãî âëèÿíèÿ íà åãî ìîëåêóëÿðíóþ êîìïîçèöèþ è, ñëåäîâà-
òåëüíî, íà ðèñóíîê ÏÝÔ-ïðîôèëÿ.

Ïðîèñõîæäåíèå ïîëîñ â ÏÝÔ-ïðîôèëÿõ P. aurelia ìî-
æåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ ãèïåðàìïëèôèêàöèåé íåêîòîðûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ÌÀÊ, òàê è ñ òåì, ÷òî ðàçíûå ôðàãìåí-
òû ÄÍÊ ÌÀÊ, áëèçêèå ïî ðàçìåðó, ãðóïïèðóþòñÿ ïðè
ðàçäåëåíèè â ãåëå. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âåðõíÿÿ ïîëî-
ñà â ÏÝÔ-ïðîôèëå P. tetraurelia îáðàçîâàíà åäèíñòâåííîé
ìíîãîêîïèéíîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ ðàçìåðîì 984.6 ò. ï. í.
(Zagulsky et al., 2004). Ïîñêîëüêó áëîê 1 ýëåêòðîêàðèîòè-
ïîâ P. primaurelia è P. novaurelia âûðàæåí òàê æå ÿðêî è

ðàñïîëîæåí ïðèáëèçèòåëüíî â òîé æå ðàçìåðíîé îáëàñòè,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòîò áëîê òàêæå îáðàçîâàí
åäèíñòâåííûì ãèïåðàìïëèôèöèðîâàííûì ôðàãìåíòîì
ÄÍÊ. Â 2006 ã. áûëî çàâåðøåíî ïîëíîå ñåêâåíèðîâàíèå
ãåíîìà ÌÀÊ P. tetraurelia (Aury et al., 2006; http://parame-
cium.cgm.cnrs-gif.fr./db/index). Âåñü ãåíîì ÌÀÊ áûë ïðåä-
ñòàâëåí êàê íàáîð «ñêýôôîëäîâ», ñîáðàííûõ èç ïåðåêðû-
âàþùèõñÿ ñåêâåíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ è
íà îáîèõ êîíöàõ çàêàí÷èâàþùèõñÿ òåëîìåðàìè. Òàêèì
îáðàçîì, êàæäûé «ñêýôôîëä» ñîîòâåòñòâóåò îòäåëüíîìó
ôðàãìåíòó ÄÍÊ ÌÀÊ. Ñîïîñòàâëÿÿ ðàçìåðû, óêàçàííûå
äëÿ êàæäîãî «ñêýôôîëäà», è ïðèáëèçèòåëüíûå ðàçìåðû
ìîëåêóë ÄÍÊ, ôîðìèðóþùèõ òå èëè èíûå ïîëîñû ýëåêò-
ðîêàðèîòèïîâ, ìîæíî îáúÿñíèòü âåðîÿòíîå ïðîèñõîæäå-
íèå ïî êðàéíåé ìåðå íåêîòîðûõ ïîëîñ ÏÝÔ-ïðîôèëåé
ïðåäñòàâèòåëåé P. aurelia. Òàê, ïåðâûå òðè «ñêýôôîëäà»
ãåíîìà ÌÀÊ P. tetraurelia èìåþò ðàçìåðû 984, 950 è
893 ò. ï. í. ñîîòâåòñòâåííî. Ïðèáëèçèòåëüíûé ðàçìåð ìî-
ëåêóë ÄÍÊ, ôîðìèðóþùèõ òðè ïåðâûõ áëîêà ýëåêòðîêà-
ðèîòèïà P. primaurelia (ñì. òàáëèöó), ñîñòàâëÿåò 1020, 960
910 ò. ï. í. Âûÿâëÿåòñÿ ñîîòâåòñòâèå: áëîê 1 P. primaure-
lia — «ñêýôôîëä» 1 P. tetraurelia, áëîê 2 — «ñêýô-
ôîëä» 2, áëîê 3 — «ñêýôôîëä» 3. Â ñëó÷àå P. novaure-
lia ïðèáëèçèòåëüíûå ðàçìåðû ìîëåêóë ÄÍÊ, îáðàçóþ-
ùèõ ïåðâûå òðè ïîëîñû ýëåêòðîêàðèîòèïà (ñì. òàáëèöó),
íåñêîëüêî ïðåâûøàþò ðàçìåðû ïåðâûõ òðåõ «ñêýôôîë-
äîâ» P. tetraurelia (áëîê 1 — 1080 ò. ï. í., áëîê 2 —
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Ðèñ. 5. Ðåçóëüòàòû ðàçäåëåíèÿ ÏÝÔ (à) è ãèáðèäèçàöèÿ ïî Ñàóçåðíó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Ð126 (á) òîòàëüíîé ÄÍÊ äâóõ êëîíîâ
Paramecium primaurelia (ä. 1 — êëîí 60, ä. 2 — êëîí AZ11-13) è äâóõ êëîíîâ P. novaurelia (ä. 3 — êëîí 91ÒÐ-9, ä. 4 — êëîí

Èç-16).

Ä. 5 — õðîìîñîìû Saccharomyces cerevisiae. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû áëîêè, íà êîòîðûõ íå íàáëþäàåòñÿ ñèãíàëà ãèáðèäèçàöèè.



1010 ò. ï. í., áëîê 3 — 915 ò. ï. í.), íî âåðîÿòíî, ÷òî è â
ýòîì ñëó÷àå êàæäûé èç ýòèõ òðåõ áëîêîâ îáðàçîâàí åäèí-
ñòâåííûì òèïîì ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Äàëüíåéøåå ñîîòâåò-
ñòâèå áåç äîïîëíèòåëüíîãî àíàëèçà âûÿâèòü çàòðóäíè-
òåëüíî èç-çà ñëèøêîì íåçíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé â ðàçìå-
ðàõ ñêýôôîëäîâ; ïðè ýòîì âîçìîæíû ðàçëè÷èÿ â
îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ ïðåäñòàâèòåëåé ðåçíûõ âèäîâ.
Êîñâåííî èìåííî òàêîå ïðîèñõîæäåíèå ïåðâûõ òðåõ áëî-
êîâ ÏÝÔ-ïðîôèëåé P. primaurelia è P. novaurelia ïîä-
òâåðæäàþò è ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè ñ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ Ð126. Íà áëîêå 1 ÏÝÔ-ïðîôèëÿ P. novaurelia îò-
ñóòñòâóåò ñèãíàë ãèáðèäèçàöèè. Òàê êàê ïðèòåëîìåðíûé
ïîâòîð Ð126 ïðèñóòñòâóåò íà áîëüøåé ÷àñòè ìîëåêóë
ÄÍÊ ÌÀÊ, âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî â áëîêå 1 ñãðóïïèðîâà-
íî íåñêîëüêî òèïîâ ìîëåêóë ÄÍÊ, íè îäíà èç êîòîðûõ íå
ñîäåðæèò äàííîãî ïîâòîðà, íå î÷åíü âûñîêà. Ïðè ýòîì
áëîê 1 ýëåêòðîêàðèîòèïà P. novaurelia âûðàæåí íå ìåíåå
èíòåíñèâíî, ÷åì áëîêè 2 è 3, äàþùèå ïðè ãèáðèäèçàöèè
ÿðêèé ñèãíàë.

Èòàê, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò ðàíåå âû-
ñêàçàííîå íàìè óòâåðæäåíèå: ïîëó÷àåìûå ÏÝÔ-ïðîôèëè
îòðàæàþò íàòèâíûé ñïåêòð ìîëåêóë ÄÍÊ, ïðåäñòàâëåí-
íûõ â ãåíîìå ÌÀÊ ïàðàìåöèé (Ïîòåõèí è äð., 1999; Rau-
tian, Potekhin, 2002), è íå çàâèñÿò îò âîçðàñòà è ôèçèîëî-
ãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êóëüòóðû. Âûÿâëåííàÿ óïîðÿäî÷åí-
íîñòü è ñòàáèëüíîñòü îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ —
íåîáû÷íîãî ÿäðà, êîòîðîå åùå íåäàâíî èç-çà îòñóòñòâèÿ
ìåòîäèê àíàëèçà ãåíîìà íàçûâàëè «ìåøêîì ñ ãåíàìè»
(Prescott, 1994), — â ïåðñïåêòèâå ïîçâîëèò ñ íîâûõ ïîçè-
öèé ïîäîéòè ê àíàëèçó ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ è ïîä-
äåðæàíèÿ ýòîãî íåòðèâèàëüíîãî ãåíîìà.

Äàæå ôèëîãåíåòè÷åñêè áëèçêèå ìîðôîëîãè÷åñêèå
âèäû Paramecium óäèâèòåëüíî ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî
ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ (Rautian, Potek-
hin, 2002). Ýòè ðàçëè÷èÿ ñëèøêîì âåëèêè äëÿ òîãî, ÷òîáû
ìîæíî áûëî ïðîñëåäèòü êàêèå-ëèáî òåíäåíöèè èçìåíå-
íèé â ïðîãðàììå ôîðìèðîâàíèÿ ãåíîìà ÌÀÊ â ýâîëþöèè
Paramecium. Â òî æå âðåìÿ ÏÝÔ-ïðîôèëè ðàçíûõ ñèíãå-
íîâ ó íåêîòîðûõ âèäîâ (ñèíãåíû â öåëîì ìîæíî ðàññìàò-
ðèâàòü êàê ðàííèé ýòàï äèâåðãåíöèè âèäîâ) õàðàêòåðèçó-
þòñÿ âûñîêèì ñõîäñòâîì (Ïîòåõèí è äð., 1999; Rautian,
Potekhin, 2002). Êîìïëåêñ âèäîâ P. aurelia ÿâëÿåòñÿ ïðå-
êðàñíîé ìîäåëüþ äëÿ ïðîâåäåíèÿ ñðàâíèòåëüíûõ èññëå-
äîâàíèé, ïîñêîëüêó âêëþ÷àåò â ñåáÿ 15 ñèíãåíîâ, îêîí÷à-
òåëüíî ïðåâðàòèâøèõñÿ â íàñòîÿùèå âèäû-äâîéíèêè
(Sonneborn, 1975; Aufderheide et al., 1983). Â äàííîé ðàáî-
òå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ãåíîìû ÌÀÊ P. primaurelia è P. nova-
urelia ôîðìèðóþòñÿ ïî ñõîäíîìó ïàòòåðíó — íàèáîëåå
ÿðêî âûðàæåííûå áëîêè ïåðâîãî ïîðÿäêà ó ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ êëîíîâ îáîèõ âèäîâ ñîâïàäàþò. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, áûëè îáíàðóæåíû íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ íå òîëüêî
ìåæäó ïðåäñòàâèòåëÿìè âèäîâ P. primaurelia è P. novau-
relia, íî äàæå ìåæäó ðàçíûìè êëîíàìè âíóòðè êàæäîãî
âèäà. Â ñëó÷àå P. primaurelia íàìè íå âûÿâëåíî çàêîíî-
ìåðíîñòåé â âîçíèêíîâåíèè âíóòðèâèäîâîãî ïîëèìîðôèç-
ìà, â ñëó÷àå P. novaurelia âíóòðèâèäîâûå ðàçëè÷èÿ îêàçà-
ëèñü õàðàêòåðíûìè äëÿ êëîíîâ, âûäåëåííûõ èç ãåîãðàôè-
÷åñêè íàäåæíî ðàçîáùåííûõ ïîïóëÿöèé. Òåì íå ìåíåå
ýòèõ äàííûõ íåäîñòàòî÷íî, äëÿ òîãî ÷òîáû ñóäèòü î ïðè-
÷èíàõ âîçíèêíîâåíèÿ âíóòðèâèäîâîãî ïîëèìîðôèçìà ïî
îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ è î ïîòåíöèàëüíîé ðîëè ãåîãðà-
ôè÷åñêîé èçîëÿöèè â ýòîì ïðîöåññå.

Â ïîñëåäíèå ãîäû áûëî îïóáëèêîâàíî íåñêîëüêî ìî-
ëåêóëÿðíî-ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äåíäðîãðàìì, îõâàòûâàþ-
ùèõ âåñü ðîä Paramecium èëè íåñêîëüêî åãî ìîðôîâèäîâ

(Strüder-Kypke et al., 2000; Hori et al., 2006; Hoshina et al.,
2006). Äàëüíåéøåå ñðàâíåíèå ãåíîìîâ ÌÀÊ ðàçíûõ âè-
äîâ ïàðàìåöèé è ñîïîñòàâëåíèå äàííûõ òàêîãî àíàëèçà ñ
ôèëîãåíèåé ðîäà ìîæåò ïðîëèòü ñâåò íà íàïðàâëåíèÿ ýâî-
ëþöèè ôîðìèðîâàíèÿ è îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÌÀÊ ó èí-
ôóçîðèé.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Õ.-Ä. Ã¸ðöó
(H.-D. Görtz) è ïðîô. Õ. Øìèäòó (H. Schmidt) çà ïðåäî-
ñòàâëåííûå êëîíû Paramecium.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
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06-04-49504), ãðàíòà ÐÍÏ 2.2.3.1.4148, ãðàíòîâ ïðàâè-
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íåíèè ðàáîòû èñïîëüçîâàíî îáîðóäîâàíèå öåíòðà êîëëåê-
òèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ ÕÐÎÌÀÑ.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ìåæåâàÿ Å. Â., Áåðèòàøâèëè Ä. Ð., Ñòåïàíîâà Â. Ï., ßðî-
âîé Á. Ô., Çàõàðîâ È. À. 1990. Èçó÷åíèå èíòåãðàöèè ïëàçìèäû
pYF91 â äðîææåâûå õðîìîñîìû ìåòîäîì ïóëüñ-ôîðåçà. Áèîïî-
ëèìåðû è êëåòêà. 6 (3) : 90—93.

Íåêðàñîâà È. Â., Ïîòåõèí À. À., Ïðæèáîø Å., Ðàóòè-
àí Ì. Ñ. 2004. Âèäû-äâîéíèêè êîìïëåêñà Paramecium aurelia
(Ciliophora, Protozoa): ýëåêòðîêàðèîòèï ìàêðîíóêëåóñà êàê èí-
äèâèäóàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà âèäà. Âåñòíèê ÒÃÓ. 3 (10),
Ïðèë.: 64—68.

Ïîòåõèí À. À., Ðàóòèàí Ì. Ñ., Áðèããå Ò. 1999. Ãåíîì èí-
ôóçîðèè Paramecium caudatum: àíàëèç ìåòîäîì ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåçà. Ãåíåòèêà. 35 (12) : 1413—1420.

Ðàéêîâ È. Á. 1978. ßäðî ïðîñòåéøèõ. Ìîðôîëîãèÿ è ýâî-
ëþöèÿ. Ë.: Íàóêà. 378 ñ.

Òèìîôååâà À. Ñ., Ðàóòèàí Ì. Ñ. 1997. Îïðåäåëåíèå ðàçìå-
ðà ãåíîìà âíóòðèÿäåðíîé ñèìáèîòè÷åñêîé áàêòåðèè Holospora
undulata ìåòîäîì ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà. Öèòîëîãèÿ. 39 (7) :
634—639.

Altschuler M. I., Yao M. Ñ. 1985. Macronuclear DNA of Tet-
rahymena thermophila exists as defined subchromosomal-sized
molecules. Nucl. Acids Res. 13 : 5817—5831.

Aufderheide K. L., Daggett P. M., Nerad T. A. 1983. Parame-
cium sonneborni n. sp., a new member of the Paramecium aurelia
species-complex. J. Protozool. 30 : 128—131.

Aury J.-M., Jaillon O., Duret L., Noel B., Jubin C., Po-
rcell B. M., Ségurens B., Daubin V., Anthouard V., Aiach N., Arna-
iz O., Billaut A., Beisson J., Blanc I., Bouhouche K., Câmara F.,
Duharcourt S., Guigo R., Gogendeau D., Katinka M., Keller A.-M.,
Kissmehl R., Klotz C., Koll F., Le Mouël F., Lepère G., Malin-
sky S., Nowacki M., Nowak J. K., Plattner H., Poulain J., Ruiz F.,
Serrano V., Zagulski M., Dessen P., Bétermier M., Weissenbach J.,
Scarpelli C., Schächter V., Sperling L., Meyer E., Cohen J., Win-
cker P. 2006. Global trends of whole-genome duplications revealed
by the ciliate Paramecium tetraurelia. Nature. 444 : 171—178.

Berger J. D. 2001. Riding the ciliate cell cycle — a thirty-fi-
ve-year prospective. J. Eukaryot. Microbiol. 48 : 505—518.

Carle G. F., Olson M. V. 1985. An electrophoretic caryotype
for yeast. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 82. 3756—3760.

Caron F., Meyer E. 1989. Molecular basis of surface antigen
variation in Paramecia. Annu. Rev. Microbiol. 43 : 23—42.

Forney J., Rodkey K. 1992. A repetitive DNA sequence in Pa-
ramecium macronuclei is related to the beta subunit of G proteins.
Nucl. Acids Res. 20 : 5397—5402.

Gilley D., Blackburn E. H. 1994. Lack of telomere shortening
during senescence of Paramecium. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 91 :
1855—1958.

Hori M., Tomikawa I., Przyboœ E., Fujishima M. 2006. Com-
parison of the evolutionary distances among syngens and sibling
species of Paramecium. Mol. Phylogenet. Evol. 38 : 697—704.

Ñðàâíèòåëüíîå îïèñàíèå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ êàðèîòèïîâ ìàêðîíóêëåóñà 919



Hoshina R., Hayashi S., Imamura N. 2006. Intraspecific gene-
tic divergence of Paramecium bursaria and re-construction of the
paramecian phylogenetic tree. Acta Protozool. 45 : 377—386.

Jahn C. L., Klobutcher L. A. 2002. Genome remodelling in ci-
liated protozoa. Annu. Rev. Microbiol. 56 : 489—520.

Katz L. A. 2001. Evolution of nuclear dualism in ciliates: a rea-
nalysis in light of recent molecular data. Int. J. Syst. Evol. Microbi-
ol. 51 : 1587—1592.

Lahlafi T., Méténier G. 1991. Low-molecular-weight DNA in
the heteromeric macronuclei of two cyrtophorid ciliates. Biol. Cell.
73 : 79—88.

Maercker C., Kortwig H., Lipps H. J. 1999. Separation of mic-
ronuclear DNA of Stylonychia lemnae by pulsed-field electrophore-
sis and identification of a DNA molecule with a high copy number.
Genome Res. 9 : 654—661.

Maule J. 1996. Physical mapping by pulsed-field gel electrop-
horesis. Methods Mol. Biol. 68 : 93—121.

Pearse A. G. E. 1960. Histochemistry: theoretical and applied.
London: J. & A. Churchill Ltd. 998 p.

Phan H. L., Forney J., Blackburn E. 1989. Analysis of Para-
mecium macronuclear DNA using pulsed-field gel electrophoresis.
J. Protozool. 36 : 402—408.

Prescott D. N. 1994. The DNA of ciliated protozoa. Microbiol.
Rev. 58 : 233—267.

Przyboœ E. 2005. Recent data on the occurrence of species of
the Paramecium aurelia complex in Europe. Folia biol. (Kraków).
53 : 61—63.

Przyboœ E., Tarcz S., Skoblo I. 2007. First American stand of
Paramecium novaurelia and intra-specific differentiation of the
species. Folia biol. (Kraków). 55 : 53—63.

Rautian M. S., Potekhin A. A. 2002. Electrokaryotypes of mac-
ronuclei of several Paramecium species. J. Eukaryot. Microbiol.
49 : 296—304.

Sonneborn T. M. 1970. Methods in Paramecium research. Met-
hods Cell Physiol. 4 : 241—339.

Sonneborn T. M. 1975. The Paramecium aurelia complex of
fourteen sibling species. Trans. Amer. Microsc. Soc. 94 : 155—
178.

Strüder-Kypke M. C., Wright A. D. G., Fokin S. I., Lynn D. H.
2000. Phylogenetic relationships of the subclass Peniculia (Oligo-
hymenophorea, Ciliophora) inferred from small subunit rRNA gene
sequences. J. Eukaryot. Microbiol. 47 : 419—429.

Sumner A. T. 1990. Chromosome banding. London; Boston:
Unwin Hyman. 434 p.

Wichtermann R. 1986. The biology of Paramecium. New
York; London: Plenum Press. 599 p.

Zagulski M., Nowak J. K., Le Mouël A., Nowacki M., Migdals-
ki A., Gromadka R., Noël B., Blanc I., Dessen P., Wincker P., Kel-
ler A. M., Cohen J., Meyer E., Sperling L. 2004. High coding densi-
ty on the largest Paramecium tetraurelia somatic chromosome.
Curr. Biol. 14 : 1397—1404.

Ïîñòóïèëà 11 II 2008

COMPARATIVE DESCRIPTION OF MACRONUCLEAR ELECTROPHORETIC KARYOTYPES
OF PARAMECIUM PRIMAURELIA AND PARAMECIUM NOVAURELIA SIBLING SPECIES

I. V. Nekrasova,1 A. A. Potekhin,1,* E. Przybos,2 M. S. Rautian1

1 Faculty of Biology and Soil Sciences, St. Petersburg State University, Russia,
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The macronuclear genomes of two sibling species belonging to the Paramecium aurelia complex — P. pri-
maurelia and P. novaurelia — were analyzed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Their electrophoretic
karyotypes showed a continuous spectrum of different-sized DNA molecules with a species-specific pattern of
banding, which was reproducible and did not change with strain senescence. Thus, P. aurelia macronuclear
PFGE profiles could be described by an approach analogous to that used for the description of metaphase chro-
mosome banding patterns. At first, well-identifiable regions (size fractions) of a PFGE profile, which can be se-
en at any resolution, are determined. Then, the bands of the second order of resolution (subfractions) can be de-
fined in some of these regions. The blocks of the first and second orders can be utilized as inner markers of the
PFGE profile allowing precise comparison of different PFGE profiles. Such comparative analysis has demonst-
rated some marking differences in organization of the macronuclear genomes of P. primaurelia and P. novaure-
lia, and low level of intraspecific polymorphism. Worth noting is that the P. novaurelia strain isolated in USA
was different from all other analyzed P. novaurelia strains originating from Europe. The nature of banding of
P. aurelia PFGE profiles is discussed. The revealed high order and stability of the macronuclear genome organi-
zation makes possible searching for new approaches to study the mechanisms of this non-trivial genome forma-
tion and maintenance. Further PFGE analysis of the macronuclear genomes of the other Paramecium species in
relation with the Paramecium phylogeny may provide insights into the directions of the evolution of the macro-
nuclear genome in Ciliata.

K e y w o r d s: Paramecium aurelia species complex, sibling species, genome of the macronucleus, karyoty-
pe, PFGE.
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