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Äëÿ ëîêàëèçàöèè ãåíîâ è ìèêðîñàòåëëèòîâ êóðèöû íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ ïåðåïåëà ïðèìåíè-
ëè ìåòîä ãåòåðîëîãè÷íîé äâóõöâåòíîé FISH è õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå ÂÀÑ-êëîíû êóðèöû, êîòîðûå
ïðîâåðèëè ìåòîäîì ÏÖÐ. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàë, ÷òî ãåíû maf, aldh1a1, pno, fzf è cw01 â ãåíîìå ïå-
ðåïåëà âõîäÿò â îäíó ãðóïïó ñöåïëåíèÿ ñ ãåíàìè mc1r, igvps, acaca, bmp7 è ubap2w ñîîòâåòñòâåííî. Åñëè
ó÷åñòü, ÷òî íîìåíêëàòóðà õðîìîñîì ïåðåïåëà òàêàÿ æå, êàê ó êóðèöû, òî èõ ëîêàëèçàöèÿ áóäåò ñîîòâåòñò-
âîâàòü ñëåäóþùèì õðîìîñîìàì: CJA11 (maf), 15 (aldh1a1), 19 (pno), 20 (fzf) è W (cw01). Ìèêðîñàòåëëèò
ADL0254 îêàçàëñÿ ðàñïîëîæåííûì íà îäíîé è òîé æå ìèêðîõðîìîñîìå ñ ãåíîì insr (CJA 28), à ìèêðîñà-
òåëëèòû LEI0342 è MCW0330 ïîïàëè â îäíó ãðóïïó ñöåïëåíèÿ ñ ãåíîì hspa5 (CJA17). Òàêóþ æå ðàáîòó
ïðîâåëè è äëÿ ãåíîìà êóðèöû. Áûëè ïîëó÷åíû äðóãèå ðåçóëüòàòû. Ëîêàëèçàöèÿ ÂÀÑ-êëîíîâ, ñîäåðæàâ-
øèõ ãåíû cw01, fzf è ìèêðîñàòåëëèò MCW0330, ïîëíîñòüþ ïîäòâåðäèëàñü: îíè ðàñïîëîæåíû íà õðîìî-
ñîìàõ GGAW, 20 è 17 ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ìèêðîñàòåëëèòîâ ADL0254 è LEI0342 îáíàðóæåíî ïî äâà
ñàéòà, à ëîêàëèçàöèÿ îñòàëüíûõ ãåíîâ (maf, aldh1a1 è pno) íà õðîìîñîìàõ GGA11, GGA15 è GGA19 îêà-
çàëàñü íåäåéñòâèòåëüíîé è òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåí, ãðóïïà ñöåïëåíèÿ, ìèêðîñàòåëëèò, ÂÀÑ (bacterial artificial chromosome),
Coturnix c. japonica, FISH, Gallus g. domesticus.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: maf — ïðîòîîíêîãåí c-maf êóðèöû, aldh1a1 — ãåí öèòîçîëüíîé àëêî-
ãîëüíîé äåãèäðîãåíàçû À1, pno — ãåí îïñèíà, cw01 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàéîíà íåïîâòîðÿþùåéñÿ
ÄÍÊ W-õðîìîñîìû êóðèöû, fzf — ãåí îïóõîëè Óèëìñà (Wilms tumor), ubap2w — óáèêâèòèí-àññîöèèðî-
âàííûé ïðîòåèí 2 èçîôîðìà 1, hspa5 — ãåí áåëêà òåïëîâîãî øîêà 70 êÄà, insr — ãåí èíñóëèíîâîãî ðå-
öåïòîðà, bmp7 — ãåí ìîðôîãåííîãî áåëêà êîñòè 7, mc1r — ãåí ðåöåïòîðà ìåëàíîêîðòèíà-1, igvps — ãåí
èììóíîãëîáóëèíà, ïñåâäî-V26 è -V6, acaca — ãåí àöåòèë-êîýíçèì À êàðáîêñèëàçû a, ADL0254,
LEI0342 è MCW0330 — ìèêðîñàòåëëèòû êóðèöû, GGA — õðîìîñîìà êóðèöû, CJA — õðîìîñîìà ïåðå-
ïåëà, HSA — õðîìîñîìà ÷åëîâåêà, MMU — õðîìîñîìà ìûøè.

Êàðèîòèï ïåðåïåëà Coturnix japonica ñîñòîèò èç
39 ïàð õðîìîñîì: íåñêîëüêèõ ïàð ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè-
÷èìûõ ìàêðîõðîìîñîì (1—8 è ïîëîâûå õðîìîñîìû ZW)
è ìíîãî÷èñëåííûõ öèòîãåíåòè÷åñêè íåèäåíòèôèöèðóå-
ìûõ ìèêðîõðîìîñîì. Âî ìíîãîì îí ïîõîæ íà êàðèîòèï
êóðèöû, çà èñêëþ÷åíèåì ìîðôîëîãèè ÷åòûðåõ ìàêðîõðî-
ìîñîì (1, 2, 4 è W). Êðîìå òîãî, õðîìîñîìíàÿ ãîìîëîãèÿ
ýòèõ äâóõ âèäîâ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíîé. Îáíà-
ðóæåíî òîëüêî íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ïåðåñòðîåê. Ïîýòî-
ìó íîìåíêëàòóðà õðîìîñîì ïåðåïåëà ñîîòâåòñòâóåò òàêî-
âîé ó êóðèöû (Kayang et al., 2006).

Ìàëåíüêèé ðàçìåð ìèêðîõðîìîñîì ó îáîèõ âèäîâ
îñëîæíÿåò êàðòèðîâàíèå ãåíîâ íà ýòîé ôðàêöèè ãåíîìà.
Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîëó÷èòü ñðåäñòâî òî÷íîé ëîêàëèçàöèè
ãåíîâ è ìàðêåðîâ íà ìèêðîõðîìîñîìàõ, à òàêæå äëÿ èíòåã-
ðàöèè è íàñûùåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ êàðò èç ãåíîìà êóðèöû
áûëè âûäåëåíû ñïåöèôè÷íûå ïðîáû äëÿ ìèêðîõðîìîñîì
è ñîçäàíû ÂÀÑ-áèáëèîòåêè ÄÍÊ êóðèöû ñ áîëüøèìè
âñòàâêàìè (Schmid et al., 2000, 2005).

Ñîâðåìåííàÿ èíòåãðèðîâàííàÿ êàðòà ãðóïï ñöåïëåíèÿ
ãåíîìà ïåðåïåëà (Kayang et al., 2006), îñíîâàííàÿ íà ñåã-
ðåãàöèîííîì àíàëèçå àíîíèìíûõ ìàðêåðîâ è ôóíêöèîíà-
ëüíûõ ãåííûõ ëîêóñîâ, íå ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî ïîëíîé,
òàê êàê íåêîòîðûå õðîìîñîìû ïåðåïåëà äî ñèõ ïîð íå
èìåþò ìàðêåðîâ (CJA08, CJAW è 23 ïàðû ìèêðîõðîìî-
ñîì). Òåì íå ìåíåå ó êóðèöû è ïåðåïåëà ìåòîäîì ìåæâè-
äîâîé FISH-ãèáðèäèçàöèè áûëî óñòàíîâëåíî âûñîêîå
ñõîäñòâî â ïîðÿäêå ìàðêåðîâ äëÿ 8 ìàêðîõðîìîñîì
(CJA1-7) è 14 èçó÷åííûõ ìèêðîõðîìîñîì (â òîì ÷èñëå
CJA09, 10, 13, 14, 18, 20 è 27) (Kayang et al., 2006). Îäíàêî
äî ñèõ ïîð èíôîðìàöèÿ, äîñòóïíàÿ â áàçàõ äàííûõ ïî ãå-
íàì ïåðåïåëà, îñòàåòñÿ ñêóäíîé. Ïîýòîìó ðàáîòà ïî íàñû-
ùåíèþ ãåíåòè÷åñêèõ êàðò ãåíîìà ïåðåïåëà îñòàåòñÿ àêòó-
àëüíîé. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëà ëîêà-
ëèçàöèÿ îðòîëîãîâ ãåíîâ êóðèöû íà ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîìàõ ïåðåïåëà ñ èñïîëüçîâàíèåì õðîìîñîìîñïåöè-
ôè÷íûõ ÂÀÑ-êëîíîâ êóðèöû è ñ ïîìîùüþ ãåòåðîëîãè÷-
íîé äâóõöâåòíîé FISH.

2 0 1 0 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 52, ¹ 3

248



Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðåàêòèâû: ôîðìàìèä (ÀÍÀËÈÒÏÐÈÁÎÐ, Àíãàðà);
öèòðàò íàòðèÿ (Áàçà ¹1 Õèìðåàêòèâîâ, Ðîññèÿ); êîëõè-
öèí (ÄèàýÌ, Ðîññèÿ); ýòàíîë (Êèðèøñêèé áèîõèìè÷åñêèé
çàâîä, Ðîññèÿ); biotin-11-dUTP (Ñèëåêñ Ì, Ðîññèÿ); Bacto
agar, EDTA, MgCl2, NaCL, SDS, Tryptone, Tris-(hydroxy-
methyl) aminomethane è yeast extract (Helicon, Ðîññèÿ);
KCl, NaH2PO4 è Na2HPO4 (Ýêðîñ, Ðîññèÿ); Anti-AVI-
DIN-bio, AVIDIN-FITC, 10�áëîêèðóþùèé ðåàãåíò è íà-
áîð äëÿ ÍÈÊ-òðàíñëÿöèè (Boehringer Mannheim, Ãåðìà-
íèÿ); Tween 20 (Ferak, Ãåðìàíèÿ); 10�áóôåð äëÿ Taq
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, dNTP, ïðîòåèíàçà Ê, ÐÍÊàçà À è Taq
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà (Fermentas, Ëèòâà); ïàðàôîðìàëüäå-
ãèä (Merck, Darmstadt); Anti-DIG-Rhodamin, Anti-mou-
se-Ig-DIG è dig-16-dUTP (Roche Diagnostics GmbH Mann-
heim, Ãåðìàíèÿ); äåêñòðàíñóëüôàò è ýòèäèóìáðîìèä
(SIGMA, Ãåðìàíèÿ); DAPI (4R, 6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride) (Sigma-Aldrich, CØÀ); àíòèôýéä Vecta-
shield (Vector, ÑØÀ).

Ì à ò å ð è à ë äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ ìèòîòè-
÷åñêèõ õðîìîñîì èç ýìáðèîíîâ ïåðåïåëà è êóðèöû
ïîëó÷åí èç ÷àñòíîãî õîçÿéñòâà À. Ë. Âàõðîìååâîé (Ëå-
íèíãðàäñêàÿ îáë.). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ÂÀÑ-êëîíû
èç ãåíîìíûõ áèáëèîòåê ÒÀÌ32 è CHORI-261, ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåííûå Ì. Í. Ðîìàíîâûì (Óíèâåðñèòåò øòà-
òà Ìè÷èãàí, ÑØÀ). Èíôîðìàöèÿ î ÂÀÑ-êëîíàõ è ñîäåð-
æàùèõñÿ â íèõ ãåíàõ è ìàðêåðàõ ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 1
è 2.

ÂÀÑ-êëîíû ðàçìíîæèëè è âûäåëèëè èç íèõ ÄÍÊ ñî-
ãëàñíî ñòàíäàðòíûì ìåòîäàì (Êóçíåöîâà, Âèíòåð, 1997;
http://hbz.tamu.edu/). Íàëè÷èå â ÂÀÑ-êëîíàõ ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ãåíîâ è ìàðêåðîâ ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ÏÖÐ. Äèçàéí ïðàéìåðîâ äëÿ ÏÖÐ (òàáë. 1, 2) îïðåäåëÿëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû primer 3 Input (Rozen, Ska-
letsky, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/) (òàáë. 1, 2). Óñëîâèÿ
ðåàêöèé ïîäáèðàëè ýìïèðè÷åñêè.

Ï Ö Ð ïðîâîäèëè â 20 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåð-
æàùåé 1—10 íã ÄÍÊ, 2.5 ìÌ MgCl2, 0.1 U Taq ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû, 200 ìêÌ êàæäîãî dNTP, ïî 0.2 ìêÌ êàæäî-
ãî ïðàéìåðà è îäíîêðàòíûé áóôåð äëÿ Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðà-
çû. Ðåàêöèÿ ÏÖÐ ñîñòîÿëà èç ñëåäóþùèõ ýòàïîâ: äå-
íàòóðàöèÿ â òå÷åíèå 6 ìèí ïðè 94 °Ñ, 30 öèêëîâ àìïëèôè-
êàöèè (30 ñ ïðè 94 °Ñ, 30 ñ ïðè 55—60 °Ñ, 1 ìèí ïðè
72 °Ñ); êîíå÷íûé ýòàï: ýëîíãàöèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè
72 °Ñ. Ðàçìåð àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Ì å ÷ å í è å Ä Í Ê - ç î í ä î â ñ ï î ì î ù ü þ Í È Ê -
ò ð à í ñ ë ÿ ö è è îñóùåñòâëÿëè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó, ïðåä-
ëîæåííîìó ôèðìîé-èçãîòîâèòåëåì äëÿ íàáîðà ïî
NICK-òðàíñëÿöèè. Õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå ÂÀÑ-êëîíû
ìåòèëè biotin-11-dUTP, à èññëåäóåìûå — dig-16-dUTP.
Ìå÷åíûå ÂÀÑ-êëîíû ïîñëå îñàæäåíèÿ è âûñóøèâàíèÿ
ðàñòâîðÿëè â 20 ìêë ãèáðèäèçàöèîííîé ñìåñè (ðÍ 7.6—
8.0) : 50%-íûé ôîðìàìèä â 2�SSC (20�: 3 M NaCl, 0.3 M
öèòðàò íàòðèÿ, pH 7.0), 10 % äåêñòðàíñóëüôàòà (SIGMA)
è õðàíèëè ïðè –20 °Ñ.

Ä ë ÿ ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ï ð å ï à ð à ò î â ì è ò î ò è -
÷ å ñ ê è õ õ ð î ì î ñ î ì èç 72-÷àñîâûõ ýìáðèîíîâ ïåðåïå-
ëà è êóðèöû èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíóþ ìåòîäèêó (Lichter
et al., 1991) ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè: ãèïîòîíèþ
ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 15 ìèí
è âìåñòî ìåòàíîëà èñïîëüçîâàëè ýòàíîë.

Ä â ó õ ö â å ò í ó þ ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í ó þ ã è á ð è ä è -
ç à ö è þ i n s i t u (FISH) âûïîëíÿëè ïî ìåòîäèêå Äåëàíè è

ñîàâòîðîâ (Delany et al., 2007) ñ íåáîëüøèìè ìîäèôèêà-
öèÿìè. Ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè ðåãèñòðèðîâàëè ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ñèñòåìû ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica
DM6000B (Leica Microsystems GmbH, Ãåðìàíèÿ) ïðè óâå-
ëè÷åíèè îáúåêòèâà 100�, îêóëÿðà 10�, îáîðóäîâàííîãî
öâåòíîé öèôðîâîé CCD-êàìåðîé Leica DC500, ïîäêëþ-
÷åííîé ê êîìïüþòåðó, è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Leica
QWin v.1.2. Â êàæäîì ñëó÷àå ãèáðèäèçàöèé àíàëèçèðîâà-
ëè ïî 20—30 ñëó÷àéíûõ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ñ õîðî-
øèì ðàñïðåäåëåíèåì õðîìîñîì.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè ïÿòè îðòîëîãè÷íûõ ãå-
íîâ è òðåõ ìèêðîñàòåëëèòîâ êóðèöû íà ìèòîòè÷åñêèõ õðî-
ìîñîìàõ ïåðåïåëà èñïîëüçîâàëè ìåòîä ãåòåðîëîãè÷íîé
äâóõöâåòíîé FISH è õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå ÂÀÑ-êëîíû
êóðèöû (òàáë. 1). Âñå êëîíû ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ íà
íàëè÷èå ñîîòâåòñòâóþùèõ âñòàâîê. Íàìè ïðîàíàëèçèðîâà-
íû ðåçóëüòàòû FISH íå ìåíåå 20 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê,
âûáðàííûõ ñëó÷àéíûì îáðàçîì è ñ õîðîøèì ðàçáðîñîì
õðîìîñîì, äëÿ êàæäîé ïàðû ÂÀÑ-êëîíîâ (ðèñ. 1). Ýôôåê-
òèâíîñòü ãèáðèäèçàöèè ñîñòàâèëà áîëåå 90 %.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ãèáðèäèçàöèè FISH ïîêàçàë: ãåí
maf (Acc. ¹ D28596) ëîêàëèçóåòñÿ íà îäíîé è òîé æå ìèê-
ðîõðîìîñîìå ñ ãåíîì mc1r (CJA11), ãåí aldh1a1 (Acc.
¹ X58869) îáíàðóæåí íà îäíîé ãðóïïå ñöåïëåíèÿ ñ ãå-
íîì igvps (CJA 15), ãåíû pno (Acc. ¹ U87449) è fzf (Acc.
¹ U27196) êàðòèðîâàíû ñîîòâåòñòâåííî íà ìèêðîõðîìî-
ñîìàõ ñ ãåíàìè acaca (CJA 19) è bmp7 (CJA 20), à ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü cw01 (Acc. ¹ D85614) âìåñòå ñ ãåíîì
ubap2w áûëà ëîêàëèçîâàíà íà W-õðîìîñîìå (ðèñ. 1).
Ìèêðîñàòåëëèò ADL0254 (Acc. ¹ G01674) îêàçàëñÿ ðàñ-
ïîëîæåííûì íà îäíîé ìèêðîõðîìîñîìå ñ ãåíîì insr
(CJA28), à ìèêðîñàòåëëèòû LEI0342 (Acc. ¹ AJ240689) è
MCW0330 (Acc. ¹ G32085) — âìåñòå ñ ãåíîì hspa5 íà
CJA17 (ðèñ. 1).

Òàêàÿ æå ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà íà ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîìàõ êóðèöû. Ïîëó÷åíû äðóãèå ðåçóëüòàòû
(ðèñ. 2). Ãåíû maf, aldh1a1 è pno íå ëîêàëèçóþòñÿ â òåõ
ìèêðîõðîìîñîìàõ (GGA11, GGA15 è GGA19 ñîîòâåòñò-
âåííî), êîòîðûå óêàçàíû â ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêàõ è â
áàçàõ äàííûõ, à ìèêðîñàòåëëèòû ADL0254 è LEI0342 êðî-
ìå óêàçàííûõ ìèêðîõðîìîñîì GGA28 è GGA17 èìåþò
åùå îäèí ñàéò ëîêàëèçàöèè (ìèêðîõðîìîñîìû íå îïðåäå-
ëåíû). Äëÿ ãåíîâ cw01, fzf è ìèêðîñàòåëëèòà MCW0330
ëîêàëèçàöèÿ ïîäòâåðäèëàñü (GGAW, GGA20 è GGA17).

Îáñóæäåíèå

Â ãåíîìå êóðèöû ãåí mc1r ëîêàëèçîâàí íà ìèêðîõðî-
ìîñîìå 11 (Schmid et al., 2000, 2005). Â ñîñòàâ ýòîé æå
ìèêðîõðîìîñîìû, ñîãëàñíî íåêîòîðûì áàçàì äàííûõ
(http:/www.thearkdb.org/chicken), âõîäèò è èññëåäîâàííûé
íàìè ãåí maf. Îäíàêî ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçàëè,
÷òî ýòè äâà ãåíà ó êóðèöû ëîêàëèçîâàíû ðàçäåëüíî
(ðèñ. 2, à, á). Òàêîå íåñîîòâåòñòâèå â ëîêàëèçàöèè ìîæíî
îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ãåí maf âõîäèò â ñîñòàâ ñåìåéñòâà èç
5 ãåíîâ, ðàçáðîñàííûõ ïî ãåíîìó è èìåþùèõ âûñîêóþ
ñòåïåíü ãîìîëîãèè äðóã ñ äðóãîì. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ
FISH íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ ïåðåïåëà ïîêàçàë, ÷òî
ãåí maf îáðàçóåò îäíó ãðóïïó ñöåïëåíèÿ ñ ãåíîì mc1r
(ðèñ. 1, à, á). Òàêîå æå ñöåïëåíèå íàáëþäàåòñÿ è â ãåíî-
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ìàõ ÷åëîâåêà (Homo sapiens) (HSA16, GeneID: 4094;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) è ìûøè (Mus musculus)
(MMU8, GeneID: 17132; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Ãåí aldh1a1 â ãåíîìå êóðèöû ÿâëÿåòñÿ ïðåäñòàâèòå-
ëåì áîëüøîãî ñåìåéñòâà ãåíîâ (19—20 ÷ëåíîâ). Ðåçóëüòà-
òû FISH-ãèáðèäèçàöèè íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ ïå-
ðåïåëà ïîêàçàëè, ÷òî ãåí aldh1a1 ëîêàëèçîâàí â îäíîé

ãðóïïå ñöåïëåíèÿ ñ ãåíîì igvps (GGA15) (ðèñ. 1, â, ã)
(Schmid et al., 2000, 2005). Èíòåðåñíû ðåçóëüòàòû åãî ëî-
êàëèçàöèè â ãåíîìå êóðèöû: ïî íàøèì äàííûì îêàçàëîñü,
÷òî ýòîò ãåí íå îáðàçóåò îäíó ãðóïïó ñöåïëåíèÿ ñ ãå-
íîì igvps (ðèñ.2, â, ã). Êðîìå òîãî, â íåêîòîðûõ áàçàõ äàí-
íûõ ïî ãåíîìó êóðèöû (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/geno-
me/guide/chicken; GenBank X58869.4; http://www.en-
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Ò à á ë è ö à 2

ÂÀÑ-êëîíû, èññëåäîâàííûå â äàííîé ðàáîòå, ïðàéìåðû äëÿ ìàðêåðîâ,
êîòîðûå îíè ñîäåðæàò, è ïðåäïîëàãàåìàÿ ëîêàëèçàöèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàðêåðîâ

â ãåíîìå ïåðåïåëà

ÂÀÑ-êëîíà Ãåíû, GJAá Ïðàéìåðû
ÏÖÐ-ïðîäóêò,

ï. î.

r40P04 maf (CJA11) F: CTTTCCAATGCACTGAAGCA

R: ATGGGGCAGATCACCTACAG

262

r20G17 aldh1a1 (CJA15) F: TGTCCTTCACAGGCTCTACT

R: CTATACAACACTGCCCTTGG

189

r36H02 MCW0330 (CJA17) F: TGGACCTCATCAGTCTGACAG

R: AATGTTCTCATAGAGTTCCTGC

277

r27G22 LEI0342 (CJA17) F: AAACCAAATAGTTCCGGATT

R: GCTTTCACTTGACATCCTTC

336

r21N16 pno (CJA19) F: TTTGTTCCAGGGTTGAGGAC

R: CGAGAGAGAACCCAAAGCAC

268

r80A21 fzf (CJA20) F: TGAGGTGTGTTCAGCCTCAG

R: CCCGTAAGACTTCCAAACCA

360

r27G07 ADL0254 (CJA28) F: CAGCGTGGAAGCAATAAATG

R: CACTCATCCCACAACCACTG

133

r55E18 cw01 (CJAW) F: ATCAGTGCCAACAACAACGA

R: TTCTGGGAAAGGAAACCAAA

226

à ÂÀÑ — a bacterial artificial chromosome. á Ïðåäïîëàãàåìàÿ ëîêàëèçàöèÿ â ãåíîìå ïåðåïåëà,
îñíîâàííàÿ íà äàííûõ ïî ãåíîìó êóðèöû (Schmid et al., 2000, 2005; Romanov et al., 2003; http: //poul-
try.mph.msu.edu/resources/Resources.htm#bacdata).

Ò à á ë è ö à 1

Õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå ÂÀÑ-êëîíû, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå,
è ñîäåðæàùèåñÿ â íèõ ìàðêåðû è èõ ïðàéìåðû

ÂÀÑ-êëîíà Ãåíû, GGAá Ïðàéìåðû
ÏÖÐ-ïðîäóêò,

ï. î.

r46G23 mc1r (GGA11) F: CAGCACCGTCTTAATCACCT

R: GATGAAGAAGACTCCCAGCA

229

r24F14 igvps (GGA15) F: ATGGCTAATAGCAGATGACACCTG

R: GAGGTTAGTGCATCAGTTGTACCT

258

r32P08 hspa5 (GGA17) F: CTCACCAAGGACAATCATCT

R: TTAGCCGATTCTGATCATTT

187

r21A11 acaca (GGA19) F: GGGACAGGAAGAAAGTTGAC

R: GGAACATCTCATAGGACCAG

171

r13H01 bmp7 (GGA20) F: TGTTCATGCTGGACCTCTAC

R: AACTCTCTGTCATGCTCCAC

208

r79A19 insr (GGA28) F: CATGGTTGCAGAGGACTTCA

R: ACGTTGTGAATACGCCATCC

152

CH114G22 ubap2w (GGAW) F: CTCCTCCCAGGTAAACCTCC

R: GCAGGCTCTGATCCAAACTC

261

à ÂÀÑ — a bacterial artificial chromosome. á Òî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ãåíà â ãåíîìå êóðèöû âçÿòà èç áàçû
äàííûõ (Schmid et al., 2000, 2005; Romanov et al., 2003; http: //poultry.mph.msu.edu/resources/Resources.
htm#bacdata).



sembl.org/Gallus_gallus/Gene/), íî íå âî âñåõ (http:/www.
thearkdb.org/chicken) ãåí aldh1a1 ïîïàäàåò â õðîìîñîìó Z.
Åñòü è êîñâåííûå äàííûå, êîòîðûå óêàçûâàþò íà âîç-
ìîæíîñòü ëîêàëèçàöèè ýòîãî ãåíà â Z-õðîìîñîìå: â ãåíî-
ìå ÷åëîâåêà ãåí aldh1a1 ðàñïîëîæåí íà õðîìîñîìå 9
(HSA9q21.13, GeneID: 216; http:/www.ncbi.nlm.nih.gov),
äëÿ êîòîðîé áûëà ðàíåå ïîêàçàíà âûñîêàÿ ñòåïåíü ãîìî-
ëîãèè ñ Z-õðîìîñîìîé êóðèöû (Nanda et al., 1999). Îäíàêî
â íàøåé ðàáîòå ýòîò ãåí òàêæå íå ëîêàëèçóåòñÿ â Z-õðîìî-
ñîìå.

Îðòîëîã ãåíà êóðèöû pno îáðàçóåò â ãåíîìå ïåðå-
ïåëà åäèíóþ ãðóïïó ñöåïëåíèÿ ñ ãåíîì acaca (ðèñ. 1, è,
ê), êîòîðûé â ãåíîìå êóðèöû ëîêàëèçîâàí íà ìèêðîõðî-
ìîñîìå 19 (Schmid et al., 2000, 2005). Ñðàâíåíèå íóê-
ëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà pno ñ ïîëíûì ñèê-
âåíñîì ãåíîìà êóðèöû â ñîîòâåòñòâóþùåé áàçå äàííûõ
ïîêàçàëî, ÷òî äàííûé ãåí, âîçìîæíî, ëîêàëèçóåòñÿ íà
ìèêðîõðîìîñîìå 19 (GenBank U87449.1). Îäíàêî ðåçóëü-
òàòû FISH ïîêàçàëè, ÷òî ýòîò ãåí ðàñïîëàãàåòñÿ â äðóãîé
ìèêðîõðîìîñîìå (ðèñ. 2, è, ê). Ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, â

êàêîé èç ìèêðîõðîìîñîì ðàñïîëàãàåòñÿ äàííûé ãåí, äå-
ëàòü ðàíî. Íåò äàííûõ ïî ýòîìó ãåíó è â ãåíîìàõ ÷åëîâåêà
è ìûøè.

Ãåíû fzf è cw01 â ãåíîìå ïåðåïåëà íàìè ëîêàëèçîâà-
íû â îäíîé ãðóïïå ñöåïëåíèÿ ñ ãåíàìè bmp7 (â ãåíîìå êó-
ðèöû GGA20) è ubap2w (â ãåíîìå êóðèöû GGAW) ñîîò-
âåòñòâåííî (ñðàâíè ðèñ. 1, ë, ì, ï, ð). Ðåçóëüòàòû êàðòèðî-
âàíèÿ ãåíîâ fzf è cw01 ó êóðèöû íè÷åì íå îòëè÷àþòñÿ îò
ðåçóëüòàòîâ êàðòèðîâàíèÿ ó ïåðåïåëà (ñð. ðèñ. 2, ë, ì, ï,
ð). Ýòè ãåíû òàêæå ïîïàäàþò â ìèêðîõðîìîñîìû 20 è W.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ãîìîëîãè÷íàÿ ìèêðîñàòåëëèòó
ADL0254 êóðèöû, â ãåíîìå ïåðåïåëà îáíàðóæåíà â îäíîé
ãðóïïå ñöåïëåíèÿ ñ ãåíîì insr (ðèñ. 1, í, î), êîòîðûé â ãå-
íîìå êóðèöû ïðèíàäëåæèò ìèêðîõðîìîñîìå 28 (Schmid et
al., 2000, 2005). Èññëåäîâàíèå, ïðîâåäåííîå ñ ýòèì æå
ìèêðîñàòåëëèòîì íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ êóðèöû,
âûÿâèëî äâà ñàéòà ëîêàëèçàöèè: ýòîò ìèêðîñàòåëëèò ëîêà-
ëèçóåòñÿ íå òîëüêî íà ìèêðîõðîìîñîìå 28, íî è åùå íà
îäíîé ïàðå ìèêðîõðîìîñîì áîëüøåãî ðàçìåðà (ðèñ. 2,
í, î). Ãîìîëîãè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèêðîñàòåëëè-

Ñðàâíèòåëüíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïÿòè ôóíêöèîíàëüíûõ ãåíîâ êóðèöû 251

Ðèñ. 1. Ëîêàëèçàöèÿ îðòîëîãîâ ãåíîâ è ìàðêåðîâ êóðèöû íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ ïåðåïåëà ìåòîäîì äâóõöâåòíîé FISH-ãèá-
ðèäèçàöèè.

à — maf, á — mc1r (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 1, à), â — aldh1a1, ã — igvps (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 1, â), ä — LEI0342, å — hspa5 (òà æå ìåòàôàçà,
÷òî è íà ðèñ. 1, ä), æ — MCW0330, ç — hspa5 (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 1, æ), è — pno, ê — acaca (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 1, è), ë — fzf, ì —
bmp7 (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 1, ë), í — ADL0254, î — insr (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 1, í), ï — cw01, ð — ubap2w (òà æå ìåòàôàçà ÷òî è íà

ðèñ. 1, ï). Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ñàéòû ñïåöèôè÷åñêîé ëîêàëèçàöèè. Îá. 100�, îê. 10�.



òîâ LEI0342 è MCW0330 â ãåíîìå ïåðåïåëà âûÿâëåíû
âìåñòå ñ ãåíîì hspa5 íà îäíîé è òîé æå ìèêðîõðîìîñîìå
(ðèñ. 1, ä—ç). Ïî ñîâðåìåííûì äàííûì, ãåí hspa5 â ãåíî-
ìå êóðèöû ðàñïîëîæåí íà ìèêðîõðîìîñîìå 17 (Schmid et
al., 2000, 2005). Äëÿ ìèêðîñàòåëëèòà LEI0342 â ãåíîìå
êóðèöû êðîìå óêàçàííîé ìèêðîõðîìîñîìû GGA17
(http://www.thearkdb.org/arkdb/) íàéäåí åùå îäèí ñàéò ëî-
êàëèçàöèè íà ìèêðîõðîìîñîìàõ ìåíüøåãî ðàçìåðà (ðèñ. 2,
ä, å).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íàìè íà ìèòîòè÷åñêèõ õðî-
ìîñîìàõ ïåðåïåëà, ïóáëèêóþòñÿ âïåðâûå. Îíè ïîëíîñòüþ
ïîäòâåðæäàþò íàøå îæèäàíèå íà îñíîâàíèè áàç äàííûõ
ïî êóðèöå è ïðåäïîëîæåíèÿ î âûñîêîì êîíñåðâàòèçìå ãå-
íîìà ïòèö. Îäíàêî ñ òåìè æå ãåíàìè íà ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîìàõ êóðèöû ïîëó÷åíû äðóãèå ðåçóëüòàòû, õîòÿ
èçíà÷àëüíî ñ÷èòàëîñü, ÷òî îíè äîëæíû áûòü òàêèìè æå,
êàê ó ïåðåïåëà. Â ãåíîìå êóðèöû ëîêàëèçàöèÿ ãåíîâ cw01,
fzf è ìèêðîñàòåëëèòà MCW0330 áûëà ïîäòâåðæäåíà íà

ìèêðîõðîìîñîìàõ GGAW, GGA20 è GGA17 ñîîòâåòñò-
âåííî. Íàéäåíû äîïîëíèòåëüíûå ñàéòû ëîêàëèçàöèè äëÿ
ìèêðîñàòåëëèòîâ ADL0254 è LEI0342. Êðîìå ìèêðîõðî-
ìîñîì 28 è 17 îíè îáíàðóæåíû íà äðóãîé ïàðå ìèêðîõðî-
ìîñîì, êîòîðûå íå îïðåäåëÿëèñü â õîäå âûïîëíåíèÿ äàí-
íîé ðàáîòû. Íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ êóðèöû ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà FISH òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ãåíû maf,
aldh1a1 è pno íå ïðèíàäëåæàò ìèêðîõðîìîñîìàì 11, 15 è
19 ñîîòâåòñòâåííî.

Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî âî âñåõ èçâåñòíûõ áàçàõ
äàííûõ ïî ãåíîìó êóðèöû îäíè è òå æå ìàðêåðû èìåþò
íåîäèíàêîâóþ ëîêàëèçàöèþ. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü âûçûâà-
åò îïðåäåëåííûå òðóäíîñòè ïðè âûáîðå íóæíûõ ìàðêåðîâ
äëÿ èäåíòèôèêàöèè ìèêðîõðîìîñîì è ñðàâíèòåëüíîãî
êàðòèðîâàíèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì íåîáõîäèìî ñðàâíèòü ýòè
áàçû äàííûõ è óñòðàíèòü âñå âûÿâëåííûå ïðîòèâîðå÷èÿ ñ
ïîìîùüþ äîïîëíèòåëüíîãî êàðòèðîâàíèÿ ìàðêåðîâ ñî
ñïîðíîé ëîêàëèçàöèåé.
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ ãåíîâ è ìèêðîñàòåëëèòîâ â ãåíîìå êóðèöû ìåòîäîì äâóõöâåòíîé FISH-ãèáðèäèçàöèè.

à — maf, á — mc1r (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 2, à), â — aldh1a1, ã — igvps (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 2, â), ä — LEI0342, å — hspa5 (òà æå ìåòàôàçà,
÷òî è íà ðèñ. 2, ä), æ — MCW0330, ç — hspa5 (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 2, æ), è — pno, ê — acaca (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 2, è), ë — fzf, ì —
bmp7 (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 2, ë), í — ADL0254, î — insr (òà æå ìåòàôàçà, ÷òî è íà ðèñ. 2, í), ï — cw01, ð — ubap2w (òà æå ìåòàôàçà ÷òî è íà

ðèñ. 2, ï). Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ñàéòû ñïåöèôè÷åñêîé ëîêàëèçàöèè. Îá. 100�, îê. 10�.



Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ì. Í. Ðîìàíîâó çà
ïðåäîñòàâëåíèå ÂÀÑ-êëîíîâ G. g. domesticus, êîòîðûå
áûëè èñïîëüçîâàíû â íàñòîÿùåé ðàáîòå.
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COMPARATIVE LOCALIZATION OF CHICKEN FIVE FUNCTIONAL GENES

AND THREE MICROSATELLITES ON QUAIL MITOTIC CHROMOSOMES

BY TWO-COLOR FISH-HYBRIDIZATION
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In order to localize chicken genes and microsatellites we used two-color FISH and chicken chromosome
specific BAC-clones. All BAC-clones were verified by PCR. Analysis of the results obtained showed that: maf
gene formed one linkage group with mc1r gene (CJA11), aldh1al — with igvps gene (CJA15), pno — with aca-
ca gene (CJA19), fzf — with bmp7 gene (CJA20), cw01 — with ubapw2w gene (CJAW). Microsatellite
ADL0254 was localized jointly with insr gene (CJA28), while LEI0342 and MCW0330 microsatellites — with
hspa5 gene (CJA17). The same work was fulfilled on chicken mitotic chromosomes. We obtained other results.
maf gene was localized independently of mc1r (GGA11), aldh1a1 was localized independently of igvps gene
(GGA15), and pno gene (GGA19) was localized independently of acaca gene. ADL0254 and LE10342 microsa-
tellites had two sites of localization (GGA28, GGA17 accordingly and other site). Localization for genes cw01
and fzf, and for MCW0330 microsatellite was confirmed.

K e y w o r d s: BAC, chicken, FISH, gene, linkage group, microsatellite, quail.
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