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Ïðè ïîìîùè ìåòîäà ìèêðîäèññåêöèè ïîëèòåííûõ õðîìîñîì áûëà ïîëó÷åíà ðàéîíîñïåöèôè÷íàÿ ìè-
íè-áèáëèîòåêà ÄÍÊ õðîìîöåíòðà òðîôîöèòîâ Drosophila orena è ïðîâåäåíà ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçà-
öèÿ in situ ïîëó÷åííîé ïðîáû íà õðîìîñîìû òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ âèäîâ ïîäãðóïïû Drosophila melano-
gaster. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ãîìîëîãè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ðàéîíîñïåöèôè÷íîé ïðîáû, íà õðîìî-
ñîìàõ òðîôîöèòîâ áûëè îáíàðóæåíû ó D. orena â õðîìîöåíòðå, îáúåäèíÿþùåì ïðèöåíòðîìåðíûå
ðàéîíû âñåõ õðîìîñîì, ó îñòàëüíûõ âèäîâ ïîäãðóïïû D. melanogaster — â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ
âñåõ õðîìîñîìíûõ ïëå÷ ñ íåêîòîðûìè èñêëþ÷åíèÿìè. Òàê, ó D. simulans îäíî èç ïëå÷ õðîìîñîìû 2 íå
ñîäåðæèò ñèãíàëà; ó D. erecta ïîñëåäîâàòåëüíîñòè õðîìîöåíòðà áûëè îáíàðóæåíû â ïðèòåëîìåðíîì ðàé-
îíå îäíîãî èç ïëå÷ õðîìîñîìû 3; ó D. yakuba, D. santomea è D. teissieri ìå÷åíèå îáíàðóæåíî â ðàéîíàõ,
ïðèëåãàþùèõ ê ïëîòíûì ÿðêî îêðàøèâàþùèìñÿ DAPI ïðèöåíòðîìåðíûì áëîêàì ãåòåðîõðîìàòèíà õðî-
ìîñîì 2 è 3. Íà ñòàäèè S6 (âòîðè÷íîå ðåòèêóëÿðíîå ÿäðî) ó D. orena ìå÷åíûé õðîìàòèí âûÿâëÿåòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííî â ïðåäåëàõ îïðåäåëåííîé òåððèòîðèè, åãî ðàñïðåäåëåíèÿ ïî âñåìó ÿäðó íå ïðîèñõîäèò.
Ó äðóãèõ âèäîâ ïîäãðóïïû, íàïðîòèâ, íà ýòîé ñòàäèè ìå÷åíàÿ ÄÍÊ ðàñïðåäåëåíà â ÿäðå äèôôóçíî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïîäãðóïïà Drosophila melanogaster, ïîëèòåííûå õðîìîñîìû òðîôîöèòîâ ÿè÷-
íèêîâ, ïðèöåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, ìèêðîäèññåêöèÿ õðîìîñîì, FISH-àíàëèç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, DAPI — 4,6-diamidino-2-phe-
nyl-indole, DOP-PCR — ÏÖÐ ñ ÷àñòè÷íî âûðîæäåííûì ïðàéìåðîì, FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçà-
öèÿ in situ (îò àíãë. fluorescent in situ hybridization).

Ýâîëþöèîííûå âçàèìîîòíîøåíèÿ âèäîâ ïîäãðóïïû
Drosophila melanogaster èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ íà ïðîòÿ-
æåíèè íåñêîëüêèõ äåñÿòèëåòèé, îäíàêî ïî-ïðåæíåìó ñó-
ùåñòâóåò ìíîæåñòâî ïðîáëåì â ôèëîãåíèè ýòèõ âèäîâ,
îñîáåííî ñïîðíûì ìîìåíòîì ÿâëÿþòñÿ ôèëîãåíåòè÷åñêèå
âçàèìîîòíîøåíèÿ ìåæäó ãîìîñåêâåíòíûìè âèäàìè D. si-
mulans, D. mauritiana è D. sechellia. Äî ñèõ ïîð íåò îäíî-
çíà÷íîãî îòâåòà íà âîïðîñ: êàêîé âèä ÿâëÿåòñÿ èñõîäíûì
äëÿ âñåé ïîäãðóïïû D. melanogaster?

Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàçíîîáðàçíûõ ïîäõîäîâ, òàêèõ êàê àíàëèç ïîëèòåííûõ
õðîìîñîì (Lemeunier, Ashburner, 1976, 1984) è ðåïðîäóê-
òèâíîé èçîëÿöèè (Lachaise et al., 1986), èçó÷åíèå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ìèòîõîíäðèàëüíîé è ÿäåðíîé ÄÍÊ (Caccone
et al., 1996) è ýâîëþöèè ïàòòåðíîâ ãåííîé ýêñïðåññèè
(Bonneton, Wegnez, 1995), èññëåäîâàíèå àëëîçèìíîé èç-
ìåí÷èâîñòè ìåòîäîì äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà (Matsuo
et al., 1999), àíàëèç ìîëåêóëÿðíîé ýâîëþöèè ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòåé ÄÍÊ (Takano-Shimizu, 1999, 2000), èçó÷åíèå
âåðòèêàëüíîãî è ãîðèçîíòàëüíîãî ïåðåíîñîâ ìîáèëüíûõ
ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ (Gentile et al., 2001) è ìíîãèõ
äðóãèõ ìåòîäè÷åñêèõ ïðèåìîâ, íå ïîçâîëèëè ïðèéòè ê
åäèíîé ñõåìå ôèëîãåíèè â äàííîé ïîäãðóïïå, â ÷àñòíîñòè
îòíîñèòåëüíî ðàñïîëîæåíèÿ ïàð âèäîâ D. yakuba—D. teis-

sieri è D. erecta—D. orena ïî îòíîøåíèþ ê êîìïëåêñó
«melanogaster».

Ñ îòêðûòèåì íîâîãî âèäà D. santomea ôèëîãåíåòè÷å-
ñêîå äðåâî ïðîèñõîæäåíèÿ âèäîâ ïîäãðóïïû D. melano-
gaster — áûëî äîïîëíåíî. Ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì öèòî-
õðîìà b áûëà âûÿâëåíà îáùíîñòü ïðîèñõîæäåíèÿ D. san-
tomea, D. yakuba è D. teissieri (Lachaise et al., 2000).

Èñïîëüçóÿ êîìïëåêñíûé ïîäõîä, îñíîâàííûé íà áî-
ëåå ÷åì äåñÿòè íåçàâèñèìûõ ïîêàçàòåëÿõ, Äîóâåð ñ ñîàâ-
òîðàìè (1986) è çàòåì Î’Ãðýäè ñ ñîàâòîðàìè (O’Grady et
al., 2001) ïðåäëîæèëè ñõåìó ôèëîãåíèè ïîäãðóïïû D. me-
lanogaster, ñîãëàñíî êîòîðîé D. orena ÿâëÿåòñÿ ôèëîãåíå-
òè÷åñêè èñõîäíûì âèäîì íå òîëüêî äëÿ êîìïëåêñà «yaku-
ba», íî è äëÿ âñåé ïîäãðóïïû. Ïîçäíåå áûëà ïðåäëîæåíà
ñõîäíàÿ ñõåìà ýâîëþöèîííûõ âçàèìîîòíîøåíèé âíóòðè
ïîäãðóïïû D. melanogaster íà îñíîâå àíàëèçà ïîëèìîð-
ôèçìà ðåòðîýëåìåíòà ÌÄÃ4 (Ñàëåíêî, 2007). Ýòè äàííûå
ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå íà
îñíîâå èçó÷åíèÿ îðèåíòàöèè õðîìîñîì â ÿäðàõ òðîôî-
öèòîâ ÿè÷íèêîâ ó âîñüìè áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ ïîä-
ãðóïïû D. melanogaster (Âàññåðëàóô, Ñòåãíèé, 1992;
Ñòåãíèé, Âàññåðëàóô, 1994). Íàìè òàêæå áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî D. orena, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ âèäîì-ðåëèêòîì è
çàíèìàåò ýíäåìè÷íûé àðåàë â âûñîêîãîðüå Êàìåðóíà (Le-
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meunier, Ashburner, 1984), îòëè÷àåòñÿ îò âñåõ îñòàëü-
íûõ âèäîâ õðîìîöåíòðàëüíîé îðãàíèçàöèåé ïåðâè÷íûõ
ïîëèòåííûõ õðîìîñîì â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ,
ïðè÷åì õðîìîöåíòð ñîäåðæèò äâà êðóïíûõ ãåòåðîõðîìà-
òè÷åñêèõ áëîêà. Ïî-âèäèìîìó, òàêàÿ àðõèòåêòóðà ÿäðà
ñâÿçàíà ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ãåòåðîõðîìàòèíà. Èçâå-
ñòíî, ÷òî D. orena — åäèíñòâåííûé âèä ïîäãðóïïû, êà-
ðèîòèï êîòîðîãî ñîäåðæèò ìåòàöåíòðè÷åñêèå — X- è
Y-õðîìîñîìû, ïðè÷åì XR-ïëå÷î è ìåòàöåíòðè÷åñêàÿ
Y-õðîìîñîìà ïîëíîñòüþ ãåòåðîõðîìàòèçèðîâàíû (Lemeu-
nier et al., 1978).

Èç ïðåäëîæåííîé íàìè ìåæâèäîâîé ñõåìû âçàèìíîãî
ðàñïîëîæåíèÿ õðîìîñîì òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ âèäîâ
ïîäãðóïïû D. melanogaster (ðèñ. 1; Ñòåãíèé, Âàññåðëàóô,
1994), ñëåäóåò, ÷òî àðõèòåêòóðà ÿäåð òðîôîöèòîâ ýâîëþ-
öèîíèðîâàëà îò ëîêàëüíîãî õðîìîöåíòðà (D. orena) ê
äèôôóçíîìó (D. simulans, D. sechellia è D. erecta), çàòåì ê
ïîëíîìó åãî èñ÷åçíîâåíèþ (D. mauritiana, D. yakuba è
D. teissieri) è, íàêîíåö, ê ïðèêðåïëåíèþ ïðèöåíòðîìåð-
íûõ èëè òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì ê îáîëî÷êå ÿäðà
(D. melanogaster).

Èçâåñòíî, ÷òî ãåòåðîõðîìàòèí èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
îðãàíèçàöèè òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû èíòåðôàçíîãî ÿäðà —
îáåñïå÷èâàåò ìåæõðîìîñîìíûå âçàèìîäåéñòâèÿ íà îñ-
íîâå ýêòîïè÷åñêîé êîíúþãàöèè è ðåàëèçóåò ñâÿçü õðîìî-
ñîì ñ îáîëî÷êîé ÿäðà (õðîìîñîìíî-ìåìáðàííûå âçàèìî-
îòíîøåíèÿ). Ñ èçìåíåíèåì êîëè÷åñòâà ãåòåðîõðîìàòèíà è
åãî ìåæõðîìîñîìíûì ïåðåðàñïðåäåëåíèåì ìîæåò èçìå-
íèòüñÿ îðèåíòàöèÿ õðîìîñîì â ÿäðå, ÷òî ïîâûñèò âåðîÿò-
íîñòü âîçíèêíîâåíèÿ ñèñòåìíîé ìóòàöèè, êîòîðàÿ èãðàåò
ðåøàþùóþ ðîëü â ïðîöåññå âèäîîáðàçîâàíèÿ (Ñòåãíèé,
1993).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ðàñïðåäåëå-
íèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, âûäåëåííûõ èç ãåòåðî-
õðîìàòèíà õðîìîöåíòðà òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ D. orena, ó
áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ ïîäãðóïïû Drosophila melano-
gaster.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî òðîôîöèòû ÿè÷íèêîâ Drosophi-
la êàê îáúåêò óäîáíû òåì, ÷òî èìåþò ïîëèòåííûå õðîìî-
ñîìû, õîòÿ è íå ïðèíàäëåæàùèå ê êëàññè÷åñêîìó òèïó,
îäíàêî âïîëíå ïðèãîäíûå äëÿ àíàëèçà, ÷òî ñóùåñòâåííî

îáëåã÷èëî íàøó çàäà÷ó. Êðîìå òîãî, â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ â
îòëè÷èå îò ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé (íàïðèìåð, ñëþííûõ æå-
ëåç) ïðèöåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí ðåïëèöèðóåòñÿ â
ãîðàçäî áîëüøåé ñòåïåíè (Mal’ceva, Zhimulev, 1993).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â è ä û ð î ä à D r o s o p h i l à. Â äàííîé ðàáîòå áûëè
èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå âèäû ïîäãðóïïû Drosophila
melanogaster: êîìïëåêñ «yakuba» — D. teissieri, D. yakuba
è D. erecta (ïîëó÷åíû èç Tucson Stock Center, Àðèçîíà,
ÑØÀ), D. santomea è D. orena (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû
F. Lemeunier, Laboratoire Populations, G *en *etique et Evoluti-
on, Gif-sur-Yvette, Ôðàíöèÿ); êîìïëåêñ «melanogaster» —
D. melanogaster (ëèíèÿ Canton S), D. simulans, D. mauritia-
na è D. sechellia (ïîëó÷åíû èç Tucson Stock Center, Àðèçî-
íà, ÑØÀ).

Ö è ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è å ï ð å ï à ð à ò û. Äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ ïðåïàðàòîâ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì äëÿ ìèêðîäèññåê-
öèè è ãèáðèäèçàöèè in situ èñïîëüçîâàëè ÿè÷íèêè ñàìîê
â âîçðàñòå 1.0—1.5 ñóò. ßè÷íèêè âûäåëÿëè â 0.7%-íîì
ðàñòâîðå NaCl è ôèêñèðîâàëè â óïðîùåííîì ðàñòâîðå
Êàðíóà (ýòàíîë è ëåäÿíàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà, 3 : 1). Çà-
òåì ÿè÷íèêè èíêóáèðîâàëè â 45%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå
â òå÷åíèå 5 ìèí, íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è ðàç-
äàâëèâàëè. Ïðåïàðàòû çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå, çà-
òåì îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ (ýòàíîë) âîçðàñòàþùåé êîí-
öåíòðàöèè (50 % — ïðè –20 °Ñ 5 ìèí; 70 è 100 % —
ïðè 4 °Ñ ïî 5 ìèí), èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå Êàðíóà
ïðè 4 °Ñ 5 ìèí, âûñóøèâàëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå 5 ìèí,
îïîëàñêèâàëè â 100%-íîì ñïèðòå è ñíîâà âûñóøèâà-
ëè. Ïðåïàðàòû äëÿ ìèêðîäèññåêöèè ãîòîâèëè íà ïîêðîâ-
íûõ ñòåêëàõ (60 � 24 ìì). Ïîñëå ðàçäàâëèâàíèÿ è çàìî-
ðîçêè, êàê îïèñàíî âûøå, ïðåïàðàòû õðàíèëè â 70%-íîì
ýòàíîëå ïðè –20 °Ñ. Äàâëåíûå ëàêòîàöåòîîðñåèíîâûå ïðå-
ïàðàòû ãîòîâèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Ñòåãíèé,
1979).

Ì è ê ð î ä è ñ ñ å ê ö è ÿ õ ð î ì î ñ î ì è à ì ï ë è ô è ê à -
ö è ÿ õ ð î ì î ñ î ì í î é Ä Í Ê. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íàáîðà ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ èç õðîìîöåíòðà ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ÿäåð
òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ D. orena èñïîëüçîâàëè ìåòîä ìèê-
ðîäèññåêöèè. Áûëè âûðåçàíû ÷åòûðå õðîìîöåíòðà ñ äâóõ
ïðåïàðàòîâ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ
D. orena (ðèñ. 2).

Ìèêðîäèññåêöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
AXIOVERT 10, îñíàùåííîãî ìèêðîìàíèïóëÿòîðîì MRmot
(Zeiss, ÔÐÃ) è ìåõàíè÷åñêèì ïîçèöèîíåðîì, â ñòåðèëü-
íûõ óñëîâèÿõ ñïåöèàëüíî ïðèãîòîâëåííûìè äëÿ ýòîãî
ìèêðîäèññåêöèîííûìè èãëàìè. Äèññåêòèðîâàííûé ìàòå-
ðèàë ïåðåíîñèëè â ìèêðîêàïëþ (20—40 íë) ðàñòâîðà ïðî-
òåèíàçû Ê, ïîìåùåííóþ â ñèëèêîíèçèðîâàííóþ ìèêðî-
ïèïåòêó. Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó äèññåêòèðîâàííîãî ìà-
òåðèàëà ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ðóáöîâ è äð.,
1999).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ i n s i t u. Àìï-
ëèôèöèðîâàííóþ â õîäå DOP-PCR ñìåñü ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ äèññåêòèðîâàííûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì èñïîëüçîâàëè
â êà÷åñòâå çîíäà äëÿ ïðîâåäåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðè-
äèçàöèè in situ íà õðîìîñîìû òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ âèäîâ
ïîäãðóïïû. Ââåäåíèå ìåòêè â ÄÍÊ ìèêðîäèññåêöèîííûõ
ÄÍÊ-áèáëèîòåê îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè ïîëèìåðàç-
íîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Äåòåêöèþ ïðîáû ïðîâîäèëè
ïðè ïîìîùè Anti-Digoxygenin-Rhodamine. Õðîìîñîìû çà-
òåì îêðàøèâàëè DAPI è çàêëþ÷àëè â àíòèôýéä íà îñíîâå
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Ðèñ. 1. Ñõåìà âçàèìîðàñïîëîæåíèÿ õðîìîñîì â ÿäðàõ òðîôîöè-
òîâ ÿè÷íèêîâ â ïîäãðóïïå Drosophila melanogaster (ïî: Ñòåã-
íèé, Âàññåðëàóô, 1994, ñ óòî÷íåíèåì äëÿ D. teissieri è äîïîëíå-

íèåì äëÿ D. santomea).



DABCO. Îïðåäåëåíèå ðàéîíîâ âêëþ÷åíèÿ çîíäà îïðåäå-
ëÿëè ñðàâíåíèåì õðîìîñîì ñ âêëþ÷åííîé ìåòêîé ñ îêðà-
øåííûìè ëàêòîàöåòîîðñåèíîì ïîëèòåííûìè õðîìîñîìà-
ìè íà ñîîòâåòñòâóþùåé ñòàäèè. Ïî êàæäîìó âèäó áûëî
ïðîàíàëèçèðîâàíî 3—5 ïðåïàðàòîâ, ïî 10 ÿäåð íà êàæäîì
ïðåïàðàòå. Ëîêàëèçàöèþ ïðîáû îöåíèâàëè â õðîìîñîìàõ
XL, 2 è 3, òî÷å÷íóþ õðîìîñîìó 4 íå ó÷èòûâàëè â ñâÿçè ñ
ìàëûì ðàçìåðîì è ñëîæíîñòüþ åå âèçóàëèçàöèè â ÿäðàõ
òðîôîöèòîâ.

Àíàëèç è ðåãèñòðàöèþ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Zeiss AxioImager

Z.1 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), CCD-êàìåðû AxioCam è ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ Axio Vision LE Rel. 4.5.

Ð å à ê ò è â û: ðèáîíóêëåàçà A (RNA-ase A), ïåïñèí A
(pepsin A), ïàðàôîðìàëüäåãèä, ôîðìàìèä, äåêñòðàíñóëü-
ôàò, ñïåðìàëüíàÿ ÄÍÊ ëîñîñÿ, DAPI, Tween 20 è DABCO
(1,4-äèàçàáèöèêëî-2,2,2-îêòàí; Sigma, ÑØÀ); anti-digoxi-
genin-rhodamine (Fab-fragment, digoxigenin-11-dUTP; Ro-
che, ÑØÀ); ïðîòåèíàçà Ê (Boehringer Mannheim, Ãåðìà-
íèÿ); Ampli Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, Òðèñ-HCl, DOP-ïðàé-
ìåð, äÍÒÔ è MgCl2 (Ìåäèãåí, Íîâîñèáèðñê).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ìèêðîäèññåêöèè è DOP-PCR áûëà ïîëó-
÷åíà ñìåñü ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (ìèíè-áèáëèîòåêà) ãåòåðî-
õðîìàòèíà õðîìîöåíòðà èç òðîôîöèòîâ (ïèòàþùèõ êëå-
òîê) ÿè÷íèêîâ D. orena. Çàòåì ýòîò ìàòåðèàë áûë èñïîëü-
çîâàí â êà÷åñòâå çîíäà äëÿ ãèáðèäèçàöèè ñ ïîëèòåííûìè
õðîìîñîìàìè òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ âèäîâ D. orena, D. te-
issieri, D. yakuba, D. santomea, D. erecta, D. melanogaster
(ëèíèÿ Canton S), D. simulans, D. mauritiana è D. sechellia.

Äëÿ àíàëèçà áûë âûáðàí îäèí ìîðôîëîãè÷åñêèé òèï
ïîëèòåííûõ õðîìîñîì òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ — òîíêèå
óäëèíåííûå õðîìîñîìû íà ñòàäèè S4—G5, ìîðôîëîãèÿ
êîòîðûõ îòðàæàåò âèäîâóþ ñïåöèôèêó (Ñòåãíèé, Âàññåð-
ëàóô, 1994). Êðîìå òîãî, áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî ðàñïðå-
äåëåíèå ìå÷åíîãî õðîìàòèíà íà ñòàäèè ðàñïàäà ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì — S6, íà ýòîé ñòàäèè õðîìàòèí äèôôóçíî
ðàñïðåäåëåí â îáúåìå ÿäðà.

Èçó÷åíèå ëîêàëèçàöèè ïðîáû íà õðîìîñîìàõ ïèòàþ-
ùèõ êëåòîê ÿè÷íèêîâ 9 âèäîâ ïîäãðóïïû D. melanogaster
ïîêàçàëî ñëåäóþùåå: â ê î ì ï ë å ê ñ å «y a k u b a» ó D. ore-
na ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ãîìîëîãè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿì ìèíè-áèáëèîòåêè, ïîìèìî õðîìîöåíòðà áûëè îáíà-

1046 Ê. Å. Óñîâ, Ò. À. Øåëêîâíèêîâà è äð.

Ðèñ. 3. FISH-ãèáðèäèçàöèÿ ÄÍÊ-ïðîáû èç õðîìîöåíòðà Drosophila orena íà ïîëèòåííûå õðîìîñîìû òðîôîöèòîâ âèäîâ êîìïëåêñà
«yakuba» íà ñòàäèè ýíäîöèêëà S4—G5.

à — D. orena, á — D. erecta, â — D. teissieri, ã — D. yakuba, ä — D. santomea. 2, 3 — õðîìîñîìû 2 è 3 ñîîòâåòñòâåííî; XL — ëåâîå ïëå÷î X- õðîìîñîìû;
Ch — õðîìîöåíòð; c — öåíòðîìåðíûé ðàéîí. Ñèíèé ïñåâäîöâåò — DAPI, êðàñíûé ïñåâäîöâåò — áèáëèîòåêà ÄÍÊ èç õðîìîöåíòðà òðîôîöèòîâ ÿè÷íè-

êîâ D. orena. Ñòðåëêîé óêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ ïðîáû â òåëîìåðíîì ðàéîíå õðîìîñîìû 3 D. erecta.

Ðèñ. 2. Õðîìîñîìû èç ïèòàþùåé êëåòêè ÿè÷íèêà Drosophila
orena.

Ðàéîí ìèêðîäèññåêöèè âûäåëåí ðàìêîé. Îêðàøèâàíèå ëàêòîàöåòîîðñå-
èíîì.



ðóæåíû â ñîñòàâå ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ âñåõ õðî-
ìîñîìíûõ ïëå÷ (ðèñ. 3, à). Â èíòåðêàëÿðíûõ ðàéîíàõ
õðîìîñîìíûõ ïëå÷ íå áûëî âûÿâëåíî ãîìîëîãèè ñ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿìè çîíäà. Ó D. erecta êðîìå ïðèöåíòðîìåð-
íûõ ðàéîíîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè õðîìîöåíòðà ïðèñóòñò-
âóþò â ñóáòåëîìåðíîì ðàéîíå õðîìîñîìû 3 (ðèñ. 3, á).
D. teissieri, D. yakuba è D. santomea èìåþò ñõîäíóþ ìîð-
ôîëîãèþ õðîìîñîì òðîôîöèòîâ, ó âñåõ ýòèõ âèäîâ ñèãíàë
îáíàðóæåí â ïðèöåíòðîìåðíîì ðàéîíå X-õðîìîñîìû, â
ðàéîíàõ, ïðèëåãàþùèõ ê ïëîòíûì, ÿðêî îêðàøèâàþùèì-
ñÿ êàê ëàêòîàöåòîîðñåèíîì, òàê è DAPI áëîêàì ïðèöåíò-
ðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà õðîìîñîì 2 è 3, ïðè÷åì íà
õðîìîñîìå 3 îáíàðóæåíû äâà ó÷àñòêà èíòåíñèâíîãî ìå÷å-
íèÿ — ñ êàæäîé ñòîðîíû îò áëîêà, à íà õðîìîñîìå 2 —
îäèí òàêîé ó÷àñòîê (ðèñ. 3, â—ä).

Â ê î ì ï ë å ê ñ å «m e l a n o g a s t e r» ó D. melanogaster,
D. simulans, D. mauritiana è D. sechellia ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè õðîìîöåíòðà D. orena áûëè îáíàðóæåíû â îñíîâ-

íîì â ñîñòàâå ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì-
íûõ ïëå÷, îäíàêî íàáëþäàëèñü íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ â ëî-
êàëèçàöèè ïðîáû (ðèñ. 4, à—ã). Òàê, ó D. simulans ñèãíàë
íå áûë îáíàðóæåí íà îäíîì èç ïëå÷ õðîìîñîìû 2
(ðèñ. 4, à).

Ñ ò à ä è ÿ ý í ä î ö è ê ë à S6. Ó âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ,
êðîìå D. orena, îòìå÷åíî äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå ïðî-
áû â ïðîñòðàíñòâå ÿäðà (íà ðèñ. 5, à â êà÷åñòâå ïðèìåðà
ïðèâåäåíî ÿäðî òðîôîöèòà D. mauritiana). Ó D. orena â îò-
ëè÷èå îò âñåõ îñòàëüíûõ âèäîâ íà ýòîé ñòàäèè ìå÷åíûé
õðîìàòèí âûÿâëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ïðåäåëàõ ëî-
êàëüíîé òåððèòîðèè (ðèñ. 5, á).

Âèäû-ñèáëèíãè ïîäãðóïïû D. melanogaster ñëèøêîì
áëèçêè äëÿ ýâîëþöèîííûõ èññëåäîâàíèé ýóõðîìàòèíî-
âûõ ãåíîâ, òàê êàê ñîñòàâ ýóõðîìàòèíà îñòàåòñÿ îòíîñèòå-
ëüíî ñòàáèëüíûì íà ïðîòÿæåíèè äëèòåëüíîãî âðåìåíè,
ïîýòîìó îáû÷íî òàêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿòñÿ íà áîëåå
îòäàëåííûõ âèäàõ, íàïðèìåð D. virilis, D. pseudoobscura è
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Ðèñ. 4. FISH-ãèáðèäèçàöèÿ ÄÍÊ-ïðîáû èç õðîìîöåíòðà Drosophila orena íà ïîëèòåííûå õðîìîñîìû òðîôîöèòîâ âèäîâ êîìïëåêñà
«melanogaster» íà ñòàäèè ýíäîöèêëà S4—G5.

à — D. simulans, á — D. sechellia, â — D. mauritiana, ã — D. melanogaster. Ñòðåëêîé óêàçàíî îòñóòñòâèå ñèãíàëà íà õðîìîñîìå 2 D. simulans; îñòàëüíûå
îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.

Ðèñ. 5. FISH-ãèáðèäèçàöèÿ ÄÍÊ-ïðîáû èç õðîìîöåíòðà Drosophila orena íà õðîìàòèí ÿäåð òðîôîöèòîâ íà ñòàäèè ýíäîöèêëà S6 ó
âèäîâ D. mauritiana (à) è D. orena (á).

Ch — õðîìîöåíòð.



D. hydei. Ãåòåðîõðîìàòèí, íàïðîòèâ, ýâîëþöèîííî ëàáè-
ëåí è ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå áûñòðî èçìåíÿþùåéñÿ ÷àñòüþ
ãåíîìà ýóêàðèîò, òàê êàê ñîñòîèò ãëàâíûì îáðàçîì èç ïî-
âòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ñîäåðæèò ìíîãî-
÷èñëåííûå êîïèè ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ.
Ðàçëè÷èÿ ïî êîëè÷åñòâó ãåòåðîõðîìàòèíà, à òàêæå ïî åãî
ðàñïðåäåëåíèþ â ãåíîìå ó áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ
âñòðå÷àþòñÿ äîâîëüíî ÷àñòî (Lohe, Roberts, 2000).

Ðàçìåð ãåíîìà ó âñåõ âèäîâ ïîäãðóïïû, çà èñêëþ-
÷åíèåì D. orena, ðàçëè÷àåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî, ãåòåðî-
õðîìàòèí çàíèìàåò îêîëî òðåòè ãåíîìà ýòèõ âèäîâ è íàõî-
äèòñÿ â îñíîâíîì â ïðèöåíòðîìåðíûõ è òåëîìåðíûõ ðàé-
îíàõ; êðîìå òîãî, íåáîëüøèå áëîêè èíòåðêàëÿðíîãî
ãåòåðîõðîìàòèíà ðàçáðîñàíû â ýóõðîìàòèíå (Schulze
et al., 2006). Ãåíîì D. orena ïðèáëèçèòåëüíî â 1.6 ðàçà
áîëüøå ïî ðàçìåðó, ÷åì ó âñåõ îñòàëüíûõ âèäîâ ïîäãðóï-
ïû, ÷òî îáóñëîâëåíî âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãåòåðîõðîìà-
òèíà (è, ñëåäîâàòåëüíî, ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ), êîòîðûé â ÿä-
ðàõ òðîôîöèòîâ ýòîãî âèäà ëîêàëèçóåòñÿ â îñíîâíîì â
õðîìîöåíòðå.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ìåæâèäîâûå ðàçëè÷èÿ âî âçàèìîðàñïîëîæåíèè õðîìîñîì
òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ â íåêîòîðîé ñòåïåíè îòðàæàþòñÿ â
ðàñïðåäåëåíèè ïðîáû ÄÍÊ. Ó D. orena îíà ëîêàëèçóåòñÿ
â õðîìîöåíòðå, ó îñòàëüíûõ âèäîâ — â îñíîâíîì â ïðè-
öåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ, è õîòÿ ðàçëè÷èÿ ïî ýòîìó ïàðà-
ìåòðó ìåæäó âèäàìè ñóùåñòâóþò (îòñóòñòâèå ñèãíàëà íà
îäíîì èç ïëå÷ õðîìîñîìû 2 D. simulans è ëîêàëèçàöèÿ
ñèãíàëà â ñóáòåëîìåðíîì ðàéîíå õðîìîñîìû 3 D. erecta),
îäíàêî îíè íåçíà÷èòåëüíû. Â öåëîì èíòåíñèâíîñòü ñèã-
íàëà ðàçëè÷àåòñÿ íà ðàçíûõ õðîìîñîìàõ, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î êîëè÷åñòâåííûõ ðàçëè÷èÿõ ñîäåðæàíèÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ èç õðîìîöåíòðà D. orena íà èññëåäóåìûõ
õðîìîñîìàõ. Èçâåñòíî, ÷òî îò ðàñïðåäåëåíèÿ ãåòåðîõðî-
ìàòèíà çàâèñèò îðèåíòàöèÿ õðîìîñîì â ïðîñòðàíñòâå
ÿäðà. Òàê. D. orena èìååò íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî ãåòåðî-
õðîìàòèíà, ïîýòîìó â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ íàìè
áûëà îáíàðóæåíà õðîìîöåíòðàëüíàÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìî-
ñîì (Âàññåðëàóô, Ñòåãíèé, 1992).

Â îòëè÷èå îò âñåõ îñòàëüíûõ âèäîâ ó D. orena ñóùåñò-
âóåò òåððèòîðèàëüíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîáû íà âñåõ
ñòàäèÿõ ýíäîöèêëà, â òîì ÷èñëå è íà ñòàäèè S6, êîãäà õðî-
ìîñîìû ïîëíîñòüþ äåêîìïàêòèçîâàíû. Òàêèì îáðàçîì,
õðîìîöåíòð D. orena íå ïîäâåðãàåòñÿ äåêîíäåíñàöèè íè
íà îäíîé èç ñòàäèé, ñîõðàíÿÿñü è íà ãðàíèöå ôàç S5 è G5,
êîãäà ïðîèñõîäèò ðàñïàä ïîëèòåííûõ õðîìîñîì, â ðåçóëü-
òàòå ÷åãî ÿäðî ïåðåõîäèò íà ñòàäèþ «ñêðûòîé» ïîëèòåíèè
ñ 32 íàáîðàìè õðîìîñîì (Dej, Spradling, 1999).

Êîíñåðâàòèçì ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîáû (ïðåèìóùåñòâåí-
íî â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ õðîìîñîì) è íàëè÷èå ñè-
ëüíîé ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíîìàõ âñåõ âè-
äîâ ïîäãðóïïû ñâèäåòåëüñòâóþò, âåðîÿòíî, î òîì, ÷òî
ýâîëþöèîííûå ïðåîáðàçîâàíèÿ ãåíîìà, äàâøèå íà÷àëî
âèäàì äàííîé ïîäãðóïïû, íå ïðèâåëè ê êàðäèíàëüíîìó
ïåðåðàñïðåäåëåíèþ ãåòåðîõðîìàòèíà ïî ãåíîìó. Òàêèì
îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî âèäîñïåöèôè÷íîñòü ìîðôî-
ëîãèè õðîìîñîì è îñîáåííîñòè èõ ðàñïîëîæåíèÿ â ÿäðàõ
ãåíåðàòèâíîé òêàíè âî ìíîãîì îïðåäåëÿþòñÿ ñîñòàâîì è
êîëè÷åñòâîì ãåòåðîõðîìàòèíà, ïî âñåé âèäèìîñòè, íå òî-
ëüêî ýòè õàðàêòåðèñòèêè ãåòåðîõðîìàòèíà âíîñÿò âêëàä â
ôîðìèðîâàíèå àðõèòåêòóðû ÿäðà. Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî
ïðè äàëüíåéøåì äåòàëüíîì èññëåäîâàíèè ìèíè-áèáëèî-
òåêè ÄÍÊ èç õðîìîöåíòðà D. orena áóäóò íàéäåíû ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ñïåöèôè÷íûå äëÿ ðàçíûõ âèäîâ ïîä-
ãðóïïû D. melanogaster.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Í. Á. Ðóáöîâà è Ò. Â. Êàðàìûøå-
âó çà íåîöåíèìóþ ïîìîùü â ìåòîäè÷åñêîé ÷àñòè ðàáîòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01484), ãðàíòà Âåäóùåé íàó÷íîé øêîëû ÐÔ (ïðî-
åêò ÍØ-4283.2006.4) è ãðàíòà ÐÍÏ 2.2.1.1.2038 è ïðè
òåõíè÷åñêîé ïîääåðæêå ÖÊÏ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëè-
çà áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ ÑÎ ÐÀÍ (Íîâîñèáèðñê) è Ðå-
ãèîíàëüíîãî ÖÊÏ Òîìñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñè-
òåòà «Ýêîãåí».
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MOLECULAR-CYTOGENETIC ANALYSIS OF PERICENTROMERIC HETEROCHROMATIN

IN OVARIAN NURSE CELLS OF DROSOPHILA MELANOGASTER SUBGROUP SPECIES

K. E. Usov, T. A. Shelkovnikova,1 I. E. Wasserlauf, V. N. Stegniy

Research Institute of Biology and Biophysics of Tomsk State University;
1 e-mail: gene@res.tsu.ru

Evolutionary rearrangements of pericentromeric heterochromatin among Drosophila melanogaster subgro-
up species have been investigated. Region-specific DNA library from Drosophila orena ovarian nurse cell chro-
mocenter has been obtained by microdissection of polytene chromosomes. The probe was localized on ovarian
nurse cells chromosomes of D. melanogaster subgroup species using fluorescent in situ hybridization. Sequen-
ces homologous to the sequences of the DNA-probe were found in chromocenter and pericentromeric regions of
D. orena polytene chromosomes; and in all pericentromeric regions of other species with several exceptions. So,
there was no labeling on one of the arms of D. simulans chromosome 2 but such sequences were present on telo-
mere of D. erecta chromosome 3 and in regions adjacent to the brightly DAPI-stained heterochromatic blocks of
D. yakuba, D. santomea and D. teissieri chromosomes 2 and 3. At S6 stage (secondary reticulate nucleus), the
labeled chromatin in D. orena could be found mostly within a restricted area and no such chromatin could be de-
tected throughout the rest of the nucleus. On the contrary, the labeled DNA was spread diffusely in the nuclei of
other species at this stage.

K e y w o r d s: Drosophila melanogaster species subgroup, ovarian nurse cells polytene chromosomes, peri-
centromeric heterochromatin, microdissection of chromosomes, FISH-analysis.
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