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Å. À. Èâàíêèíà è äð.
Öèòîôîòîìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ðàçìåðà ãåíîìà â îíòîãåíåçå

Ðàçìåð ãåíîìà öèêëîïîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòàòè÷åñêîé öèôðîâîé ôåëüãåíîâñêîé öèòîôî-
òîìåòðèè â êëåòêàõ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ (äî 5-ãî äåëåíèÿ) è â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ñ
öåëüþ èçó÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ èçìåíåíèé â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ, ïðîèñõîäÿùèõ âî âðåìÿ äèìèíóöèè
õðîìàòèíà. Èñïîëüçóåìàÿ íàìè ðåàëèçàöèÿ ìåòîäà öèòîôîòîìåòðèè áûëà àïðîáèðîâàíà íà ïÿòè ðàçëè÷-
íûõ îïòè÷åñêèõ ñèñòåìàõ ïîëó÷åíèÿ öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé äëÿ êëåòîê êðîâè ÷åòûðåõ ñòàíäàðòíûõ
îáúåêòîâ. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëè ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü ïîëó÷åííûõ è èçâåñòíûõ èç ëèòåðàòóðû
äàííûõ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ, âûñîêóþ âîñïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëüòàòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ýòè
ñèñòåìû â äàëüíåéøåé ðàáîòå. Íàìè òàêæå óñòàíîâëåíî îïòèìàëüíîå âðåìÿ ãèäðîëèçà ÄÍÊ êàê äëÿ ìàç-
êîâ êðîâè, òàê è äëÿ äâóõ âèäîâ öèêëîïîâ ìîñêîâñêîé ïîïóëÿöèè, ðàâíîå 30 ìèí â 5N HCl ïðè
t = 24 °Ñ. Âïåðâûå îáíàðóæåíà äèìèíóöèÿ õðîìàòèíà ó äâóõ ýíäåìè÷íûõ áàéêàëüñêèõ âèäîâ öèêëî-
ïîâ — Acanthocyclops incolotaenia è Diacyclops galbinus, êîòîðàÿ äëÿ D. galbinus ñîñòàâëÿåò 95.5—
96.2 %. Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç òðåòüåãî âèäà — Mesocyclops leuckarti — íå âûÿâèë î÷åâèäíîé äèìè-
íóöèè õðîìàòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öèêëîïû, äèìèíóöèÿ õðîìàòèíà, öèòîôîòîìåòðèÿ ÄÍÊ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÕ — äèìèíóöèÿ õðîìàòèíà, CCD — Charge Coupled Device.

Äèìèíóöèÿ õðîìàòèíà (ÄÕ) — ïðîöåññ óäàëåíèÿ ÷à-
ñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íà ðàííèõ ýòàïàõ ýìáðèî-
ãåíåçà — â îòëè÷èå îò ãåòåðîõðîìàòèçàöèè èëè ïîñò-
òðàíñêðèïöèîííîãî ñàéëåíñèíãà ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå êàð-
äèíàëüíûì è íåîáðàòèìûì ìåõàíèçìîì èíàêòèâàöèè
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ãåíîìàõ ýóêàðèîò. Ïðîöåññ
ÄÕ îïèñàí êàê ó ãðóïïû ïðîñòåéøèõ (ó èíôóçîðèé), òàê è
ó áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (ó öèêëîïîâ, àñêàðèä, äâó-
êðûëûõ íàñåêîìûõ). Â ðÿäå ñëó÷àåâ âñòðå÷àåòñÿ îí è ó
õîðäîâûõ æèâîòíûõ, à èìåííî ó êðóãëîðîòûõ (ìèêñèí) è
ó ñóì÷àòûõ æèâîòíûõ (áàíäèêóòîâ). Ó èíôóçîðèé ýëè-
ìèíàöèÿ ÷àñòè õðîìîñîì ñâÿçàíà ñ ôîðìèðîâàíèåì ìàê-
ðîíóêëåóñà, ó äâóêðûëûõ íàñåêîìûõ — ñ îïðåäåëåíèåì
ïîëà è ãåíîìíûì èìïðèíòèíãîì, à ó öèêëîïîâ è íåìà-
òîä — ñ äèôôåðåíöèðîâêîé ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê è êëå-
òîê çàðîäûøåâîãî ïóòè (ñì. îáçîð: Ãðèøàíèí è äð.,
2006).

Èññëåäîâàíèå ÄÕ ó èíôóçîðèé ïîêàçàëî, ÷òî îáùèå
ïðîãðàììû ýëèìèíàöèè ìîãóò âñòðå÷àòüñÿ è ó ôèëîãåíå-
òè÷åñêè îòäàëåííûõ êëàññîâ èíôóçîðèé. Òàê, äëÿ ïðîöåñ-
ñà ðåîðãàíèçàöèè ãåíîìà ó Chilodonella uncinata (êëàññ
Phyllopharyngea) õàðàêòåðíû îáðàçîâàíèå ãèãàíòñêèõ ïî-
ëèòåííûõ õðîìîñîì äî ýëèìèíàöèè, ïåðåñòàíîâêà ãåíîâ
âî âðåìÿ ýëèìèíàöèè è â ðåçóëüòàòå — îáðàçîâàíèå òàê
íàçûâàåìûõ îäíîãåííûõ õðîìîñîì, ÷òî òàêæå ñâîéñòâåí-

íî è äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Spirotrichea. Ðàñõîæäåíèå
ýòèõ êëàññîâ ïî ïðèáëèçèòåëüíûì îöåíêàì ïðîèçîøëî
ïðèìåðíî 580 ìëí ëåò íàçàä, è, ïî-âèäèìîìó, ïðîöåññ
ýëèìèíàöèè ìîã âîçíèêíóòü íåçàâèñèìî â ýòèõ äâóõ êëàñ-
ñàõ (Katz, Kovner, 2010). Â ñâÿçè c ýòèì èçó÷åíèå ñâÿçè
ìåæäó ôèëîãåíåòè÷åñêèì ïîëîæåíèåì âèäà è íàëè÷èåì
èëè îòñóòñòâèåì ïðîöåññà ÄÕ ïðåäñòàâëÿåò çíà÷èòåëü-
íûé èíòåðåñ.

Öèêëîïû, êàê è íåêîòîðûå äðóãèå ðàêîîáðàçíûå, ïðå-
òåðïåâàþùèå ÄÕ, ïðîõîäÿò ñëîæíóþ ïðîãðàììó äèôôå-
ðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, âêëþ÷àþùóþ â ñåáÿ
èçáèðàòåëüíóþ ýëèìèíàöèþ öåëûõ õðîìîñîì, ðàçðåçàíèå
äîäèìèíóöèîííûõ õðîìîñîì â îïðåäåëåííûõ ñàéòàõ è
ñøèâàíèå îáðàçîâàâøèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â öåëóþ
õðîìîñîìó, à òàêæå óäàëåíèå èç êëåòêè âûðåçàííûõ õðî-
ìîñîìíûõ ôðàãìåíòîâ (Ãðèøàíèí è äð., 2006). Âïåðâûå
íàéäåííàÿ ó öèêëîïîâ åùå â 1894 ã. (Häcker, 1894) ÄÕ íà
öèòîëîãè÷åñêîì óðîâíå áûëà äåòàëüíî îïèñàíà äëÿ òðåõ
ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Cyclops (Beermann, 1977). Â äàëü-
íåéøåì óäàëåíèå õðîìàòèíà èç ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê áûëî íàéäåíî åùå ó 19 âèäîâ öèêëîïîâ ñðåäè èçó÷åí-
íûõ 35 (Beermann, 1977; Einsle, 1996; Dorward, Wyngaard,
1997; Wyngaard, Rasch, 2000; Grishanin et al., 2004; Rasch,
Wyngaard, 2006a, 2006b; Ãðèøàíèí, 2008). Áîëüøèíñòâî
âèäîâ, îáëàäàþùèõ ÄÕ, áûëî íàéäåíî ñðåäè ðîäà Cyc-
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lops, è, ïî ìíåíèþ Óëüðèõà Ýéíñëè, õàðàêòåð äèìèíóöèè
õðîìàòèíà ó ýòîãî ðîäà ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê êðè-
òåðèé äëÿ òî÷íîãî îïðåäåëåíèÿ âèäà (Einsle, 1996).

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü ðàñïðîñòðàíåííîñòü äèìè-
íóöèè õðîìàòèíà â ïðèðîäå ñðåäè ïðåäñòàâèòåëåé ïîä-
îòðÿäà Cyclopoida, áûëa ðàçðàáîòàíà íîâàÿ ðåàëèçàöèÿ
ìåòîäà öèôðîâîé öèòîôîòîìåòðèè â ÿäðàõ, îêðàøåííûõ
ïî Ô¸ëüãåíó (Îìåëüÿí÷óê è äð., 2010). Ýòîò ìåòîä ïîçâî-
ëÿåò ïðîèçâîäèòü èçìåðåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ äî
è ïîñëå äèìèíóöèè õðîìàòèíà äàæå ïðè íåáîëüøîì êî-
ëè÷åñòâå èìåþùåãîñÿ áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äëÿ
èññëåäîâàíèé. Ê åãî ïðåèìóùåñòâàì òàêæå îòíîñèòñÿ
ïðîâåäåíèå öèòîôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé áåç ïðèìå-
íåíèÿ ñïåöèàëüíîãî äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ, ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ëþáîãî ìèêðîñêîïà, ðàáîòàþùåãî â ðåæè-
ìå ïðîõîäÿùåãî ñâåòà è îáîðóäîâàííîãî öèôðîâîé êàìå-
ðîé. Â äàííîé ðàáîòå ìû ñîñðåäîòî÷èëè âíèìàíèå íà
öèêëîïàõ, îáèòàþùèõ â îç. Áàéêàë, ôàóíà êîòîðîãî ïðåä-
ñòàâëåíà áîëüøèì ðàçíîîáðàçèåì âèäîâ. Â ðåçóëüòàòå íà-
øèõ èññëåäîâàíèé âïåðâûå áûëî óñòàíîâëåíî íàëè÷èå
ÄÕ ó äâóõ áàéêàëüñêèõ âèäîâ öèêëîïîâ — Acantocyclops
incolotaenia è Diacyclops galbinus.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ á î ð á è î ë î ã è ÷ å ñ ê î ã î ì à ò å ð è à ë à. Ñàìîê
Acantocyclops incolotaenia, Diacyclops galbinus è Mesocyc-
lops leuckarti ñ ÿéöåâûìè ìåøêàìè, â êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ
ýìáðèîíû, ñîáèðàëè â àâãóñòå 2009—2010 ãã. â ïðèáðåæ-
íîé ÷àñòè îç. Áàéêàë íà ãëóáèíå 7—10 ì âáëèçè ñòàöèî-
íàðà Ëèìíîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà ÑÎ ÐÀÍ (ã. Èðêóòñê) â
ïîñ. Áîëüøèå Êîòû. Äîïîëíèòåëüíî îñîáè M. leuckarti
áûëè ñîáðàíû â íåáîëüøèõ îçåðàõ, ðàñïîëîæåííûõ âáëè-
çè ð. Á. Êîòèíêà (îçåðà ¹ 1 è 3).

Ô è ê ñ à ö è ÿ ì à ò å ð è à ë à è ï ð è ã î ò î â ë å í è å
ö è ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è õ ï ð å ï à ð à ò î â. Îòëîâëåííûõ ñàìîê
öèêëîïîâ ñ ÿéöåâûìè ìåøêàìè ôèêñèðîâàëè íà ëüäó â
ñìåñè ýòàíîë—óêñóñíàÿ êèñëîòà (3 : 1) â òå÷åíèå 20 ìèí.
Äàëåå äâàæäû îòìûâàëè ôèêñàòîð â 96%-íîì ýòàíîëå â
òå÷åíèå 10 ìèí. Ôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë ïåðåâîäèëè â
70%-íûé ýòàíîë è õðàíèëè ïðè 6 °Ñ äî èñïîëüçîâàíèÿ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ öèòîôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ÿé-
öåâûå ìåøêè ñàìîê öèêëîïîâ îòìûâàëè îò ýòàíîëà â äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäå äâàæäû ïî 5 ìèí. Çàòåì â êàïëå
45%-íîé óêñóñíîé êèñëîòû îòäåëÿëè ýìáðèîíû äðóã îò
äðóãà, íàêðûâàëè ïðåäìåòíûì ñòåêëîì, íå ðàçäàâëèâàÿ
ýìáðèîí, è ñêàëûâàëè åãî â æèäêîì àçîòå. Ïðåïàðàòû
ïðîìûâàëè â 96%-íîì ýòàíîëå äâàæäû ïî 10 ìèí. Äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòîê öèêëîïîâ èñïîëüçîâàëè ïëàâàòåëüíûå êîíå÷íî-
ñòè — íîãè, êëåòêè êîòîðûõ ñîäåðæàò äèïëîèäíîå êîëè-
÷åñòâî ÄÍÊ (Stich, 1962; Rasch, Wyngaard, 2006b).

Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíûõ îáúåêòîâ èñïîëüçîâàëè ÿäðà
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê êðîâè íåñêîëüêèõ îðãàíèç-
ìîâ: Gallus domesticus, Danio rerio, Homo sapiens, Rana
arvalis, ñîäåðæàíèå ÄÍÊ ó êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò 1.25,
1.68~1.80, 3.5 è 4.65~7.17 ïã ñîîòâåòñòâåííî (http:/www.
genomesize.com/). Ìàçêè êðîâè ôèêñèðîâàëè â ñìåñè ýòà-
íîë—óêñóñíàÿ êèñëîòà (3 : 1) â òå÷åíèå 20 ìèí íà ëüäó,
äâàæäû îòìûâàëè â 96%-íîì ýòàíîëå è âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå.

Ïðèãîòîâëåííûå ïðåïàðàòû çàðîäûøåâûõ ìåøêîâ
öèêëîïîâ îêðàøèâàëè êðàñèòåëÿìè DAPI (0.5 ìêã/ìë)
èëè Hoechst 33258 (0.25 ìêã/ìë) äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàäèè

äðîáëåíèÿ çàðîäûøà è íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ ìèòîòè-
÷åñêè äåëÿùèõñÿ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíò-
íîé ìèêðîñêîïèè. Äàëüíåéøàÿ öèòîôîòîìåòðè÷åñêàÿ
ïðîâåðêà íå âûÿâèëà ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî êðàñèòåëÿ íà ñâÿçûâàíèå ôóêñèíà ñ ÄÍÊ.

Î ê ð à ñ ê à ï î Ô ¸ ë ü ã å í ó. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ îêðàñêè
ïî Ô¸ëüãåíó èñïîëüçîâàëè ôóêñèí îòå÷åñòâåííîãî ïðî-
èçâîäñòâà. Â êàæäóþ ïðîöåäóðó îêðàñêè âêëþ÷àëè
30—40 öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, â òîì ÷èñëå îò îäíî-
ãî (Gallus domesticus) äî ÷åòûðåõ êîíòðîëüíûõ îáúåêòîâ.
Ãèäðîëèç ÄÍÊ ïðîâîäèëè â 5N HCl â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (24 °Ñ), îêðàøèâàíèå ïðåïàðàòîâ
ðåàêòèâîì Øèôôà (pH 2.2—2.4)—2 ÷, îòìûâêó â ñåðíè-
ñòûõ âîäàõ — 40 ìèí (8 ñìåí ïî 5 ìèí). Ñåðíèñòûå âîäû
â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå ãîòîâèëè çà 30—60 ìèí äî èõ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ. Îêðàñêó ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàð-
òíîìó ïðîòîêîëó (Rasch, 2004).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îïòèìàëüíîãî âðåìåíè ãèäðîëèçà
èñïîëüçîâàëè 4 âðåìåíí *ûå òî÷êè — 15, 20, 30 è 60 ìèí.
Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè ìàçêè êðîâè 3 ñòàíäàðòíûõ
îáúåêòîâ — G. domesticus, D. rerio, H. sapiens, à òàêæå
ðàííèå è ïîçäíèå ýìáðèîíû äâóõ âèäîâ öèêëîïîâ —
C. kolensis è C. insignis (ìîñêîâñêàÿ ïîïóëÿöèÿ).

Ö è ò î ô î ò î ì å ò ð è ÿ. Â ðàáîòå áûë èñïîëüçîâàí ìå-
òîä öèòîôîòîìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â ÿäðàõ, îêðàøåííûõ ðåàêòèâîì Øèôôà, ñ èñïîëü-
çîâàíèåì öèôðîâîé ìèêðîôîòîãðàôèè (Îìåëüÿí÷óê
è äð., 2010). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà ÷åòûðåõ ìèêðîñêî-
ïàõ: èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå Axiovert-200 (Carl Ze-
iss, Ãåðìàíèÿ), ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå DM-4000
(Leica, Ãåðìàíèÿ), ñâåòîâûõ ìèêðîñêîïàõ DIALUX 20 EB
(Leitz, Ãåðìàíèÿ) è AxioLab (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå
ïðîõîäÿùåãî ñâåòà. Èçìåðåíèÿ íà ìèêðîñêîïå Axio-
vert-200 ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà Achrop-
lan 20� ñ àïåðòóðîé 0.40, ñ ïîìîùüþ êàìåðû AxioCam
MRc â 8-áèòîâîì äèíàìè÷åñêîì äèàïàçîíå, à òàêæå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà A-plan 40� ñ àïåðòóðîé 0.65 è
êàìåðû AxioCam ICm1 â 12-áèòîâîì äèíàìè÷åñêîì äèà-
ïàçîíå. Èçìåðåíèÿ íà ìèêðîñêîïå DM-4000 ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà 40� ñ àïåðòóðîé 0.65 è êàìå-
ðû Leica DFC420 ñ 12-áèòîâîé îöèôðîâêîé èíòåíñèâ-
íîñòè ïèêñåëÿ, à íà ìèêðîñêîïå DIALUX 20 EB — ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà 40� ñ àïåðòóðîé 0.65 è êàìåðû
CANON EOS 500D â 14- áèòîâîì äèíàìè÷åñêîì äèàïàçî-
íå. Íàêîíåö, ìèêðîñêîï AxioLab áûë ñíàáæåí 12-áèòî-
âîé êàìåðîé MRCm1, îáúåêòèâîì 40� ñ àïåðòóðîé 0.6.
Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè â ìîíîõðîìíîì ðåæè-
ìå, èñïîëüçóÿ èíòåðôåðåíöèîííûé ñâåòîôèëüòð ñ äëèíîé
âîëíû 551 ± 10 íì.

Âûðåçàíèå ïðÿìîóãîëüíîãî èìèäæà, ñîäåðæàùåãî
èçîáðàæåíèå ÿäðà, ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñâîáîäíî ðàñ-
ïðîñòðàíÿåìîé ïðîãðàììû ImageJ. ×èñëåííóþ îáðàáîòêó
ïîëó÷åííîãî èìèäæà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàí-
íîé íàìè ïðîãðàììû (â ïðîãðàììíîé ñðåäå Mathcad-14,
êîòîðàÿ èìååò ïðîöåäóðû ââîäà öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé)
ñëåäóþùèì îáðàçîì.

1. Èç èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé èçîáðàæåíèÿ ÿäðà ïî-
ïèêñåëüíî âû÷èòàëè èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé èçîáðàæå-
íèÿ íåïðîçðà÷íîãî êóñî÷êà òóøè, ðàçìåðû êîòîðîãî íå-
ñêîëüêî áîëüøå èçîáðàæåíèÿ ÿäðà, è ïîëó÷àëè èçîáðàæå-
íèå I1 (ó÷åò áëèêà îïòèêè è èçãîòîâëåíèå íåïðîçðà÷íûõ
êóñî÷êîâ òóøè áîëåå ïîäðîáíî îïèñàíû â ðàáîòå Îìåëü-
ÿí÷óê ñ ñîàâòîðàìè (2010)).

2. Íà èçîáðàæåíèè I1 âûäåëÿëè ñóáèìèäæ ïðîçðà÷íî-
ãî ó÷àñòêà, ðàñïîëîæåííîãî ðÿäîì ñ ÿäðîì è èñïîëüçîâà-
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ëè åãî äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïàäàþùåãî ñâåòà.
Èíòåíñèâíîñòü êàæäîãî ïèêñåëÿ I1 íîðìèðîâàëè íà ñðåä-
íþþ èíòåíñèâíîñòü ïàäàþùåãî ñâåòà. Ïîëó÷åííàÿ òàêèì
îáðàçîì öèôðîâàÿ ìàòðèöà ñîñòîèò èç ÷èñåë, îòðàæàþ-
ùèõ êîýôôèöèåíò ïðîïóñêàíèÿ (t) ñâåòà ó÷àñòêàìè ÿäðà.

3. Ñîãëàñíî çàêîíó Áóãåðà—Ëàìáåðòà—Áýðà, îïòè÷å-
ñêóþ ïëîòíîñòü äëÿ êàæäîé ýëåìåíòàðíîé ñêàíèðóåìîé
ïëîùàäêè âû÷èñëÿëè ïî ôîðìóëå D = –lg t.

4. Â ìåòîäå ñêàíèðîâàíèÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñîäåðæàíèå
ÄÍÊ â ÿäðå ïðîïîðöèîíàëüíî ñóììå îïòè÷åñêèõ ïëîò-
íîñòåé ýëåìåíòàðíûõ ñêàíèðóåìûõ ïëîùàäîê (Àãðîñêèí,
Ïàïàÿí, 1997, ñ. 160, ôîðìóëà V. 1). Èñõîäÿ èç ýòîãî â
êà÷åñòâå ìåðû ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðå èñïîëüçîâàëè
ñóììó ëîãàðèôìîâ âñåé ìàòðèöû êîýôôèöèåíòîâ ïðîïóñ-
êàíèÿ, âçÿòóþ ñ îáðàòíûì çíàêîì. Íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
ïèêñåëåé èçîáðàæåíèÿ I1, ó êîòîðûõ t < 0 èëè t > 1, ïðè
ðàñ÷åòå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ èãíîðèðîâàëè, ñ÷èòàÿ ýòî ñëó-
÷àéíûìè ôëóêòóàöèÿìè çàðÿäà íà ýëåìåíòàõ ôîòîìàò-
ðèöû. Â öåëîì ðàçâèâàåìûé íàìè ïîäõîä, ïîäîáíî ìåòî-
äàì, ðàíåå ïðèìåíÿåìûì â ô¸ëüãåíîâñêîé öèòîìåòðèè, íå

èñïîëüçóåò ñïåöèàëüíûå ïðîöåäóðû âûäåëåíèÿ ãðàíèö
ÿäðà.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Äëÿ
êàæäîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ áûëè ïîëó÷åíû âûáîðêè
(óñëîâíûå åäèíèöû) êàê äëÿ âñåõ ñòàíäàðòíûõ îáúåêòîâ,
òàê è äëÿ ÿäåð êëåòîê öèêëîïîâ. Â êàæäîé âûáîðêå áûëè
ðàññ÷èòàíû ñðåäíåå çíà÷åíèå è ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå
ïî ýòîé âûáîðêå (MS Excel). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷-
íûõ ãðàôèêîâ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê êðîâè
ñòàíäàðòíûõ îáúåêòîâ äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ
ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå çíà÷åíèå è ñòàíäàðòíóþ âûáîðî÷-
íóþ îøèáêó SE

X
. Ïðè ñðàâíåíèè ïÿòè ðàçëè÷íûõ îïòè÷å-

ñêèõ ñèñòåì ðàññ÷èòûâàëè êîýôôèöèåíòû ðåãðåññèè è
êîððåëÿöèè.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü àáñîëþòíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ
(â ïèêîãðàììàõ) â ÿäðàõ êëåòîê ýìáðèîíîâ öèêëîïîâ, èñ-
ïîëüçîâàëè äàííûå ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ÿäðàõ ýðèòðî-
öèòîâ Gallus domesticus: 1Ñ = 1.25 ïã (http:/www. genome-
size.com/), òàê êàê ðàçáðîñ çíà÷åíèé â âûáîðêå, ïîëó÷åí-
íîé äëÿ ýòîãî êîíòðîëüíîãî îáúåêòà, áûë íàèìåíüøèì.

54 Å. À. Èâàíêèíà è äð.

Ðèñ. 1. Êàëèáðîâî÷íûå ãðàôèêè ñîïîñòàâëåíèÿ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ è ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ÿä-

ðàõ êëåòîê êðîâè ñòàíäàðòíûõ îáúåêòîâ.

Ïî îñè àáñöèññ — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, ïã (ïî äàííûì ëèòåðàòóðû:
http://www.genomesize.com); ïî îñè îðäèíàò — èçìåðåííîå ñîäåðæà-
íèå ÄÍÊ (óñë. åä.). Ñòîëáèêàìè óêàçàí äèàïàçîí çíà÷åíèé: x SEx± .
à — ìèêðîñêîï Axiovert-200 (êàìåðà AxioCam MRc), á — ìèêðîñêîï
Axiovert-200 (êàìåðà AxioCam ICm1), â — ìèêðîñêîï DM-4000 (êàìå-
ðà DFC-420), ã — ìèêðîñêîï DIALUX 20 EB (êàìåðà Canon EOS
500D), ä — ìèêðîñêîï AxioLab (êàìåðà AxioCam ICm1). 1 — Gallus
domesticus, 2 — Danio rerio, 3 — Homo sapiens, 4 — Rana arvalis. Íà
ãðàôèêàõ ïðèâåäåíû óðàâíåíèÿ ëèíåéíîé ðåãðåññèè è âåëè÷èíû äî-

ñòîâåðíîñòè àïïðîêñèìàöèè (R2) (MS Excel).



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Î ò ð à á î ò ê à ì å ò î ä à ö è ô ð î â î é ö è ò î ô î ò î -
ì å ò ð è è (ê à ÷ å ñ ò â î ê à ë è á ð î â î ÷ í û õ ç à â è ñ è ì î -
ñ ò å é ä ë ÿ ð à ç ë è ÷ í û õ î ï ò è ÷ å ñ ê è õ ñ è ñ ò å ì). Äëÿ
îòðàáîòêè ìåòîäà öèòîôîòîìåòðè÷åñêîãî èçìåðåíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ, îêðàøåííûõ ðåàêòèâîì Øèôôà,

áûëè ïîñòðîåíû êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå äëÿ êàæäîé ñèñ-
òåìû ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé. Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû êà-
ëèáðîâî÷íûå ãðàôèêè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ
íà ìèêðîñêîïàõ Axiovert-200 (ðèñ. 1, à, á), DM-4000
(ðèñ. 1, â), DIALUX 20 EB (ðèñ. 1, ã) è AxioLab (ðèñ. 1, ä).
Ïîñêîëüêó ïðåäëîæåííàÿ ðåàëèçàöèÿ ìåòîäà öèôðîâîé
öèòîìåòðèè èìååò îòëè÷èÿ îò îïèñàííûõ ðàíåå, íàì áûëî
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Ðèñ. 2. Ãðàôèêè çàâèñèìîñòè êîëè÷åñòâà ñâÿçàâøåãîñÿ ñ ÿäðîì
êðàñèòåëÿ Ô¸ëüãåíà îò âðåìåíè ãèäðîëèçà ÄÍÊ â 5N HCl ïðè

êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (24 °Ñ).

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ ãèäðîëèçà ÄÍÊ (ìèí); ïî îñè îðäèíàò — ñîäåð-
æàíèå ÄÍÊ (óñë. åä.). à: 1 — G. domesticus, 2 — D. rerio, 3 — H. sapiens;
á — ðàííèå ýìáðèîíû C. insignis; â — ïîçäíèå ýìáðèîíû C. insignis; ã —
äîäèìèíóöèîííûå ýìáðèîíû C. kolensis; ä — ïîñòäèìèíóöèîííûå ýìá-
ðèîíû C. kolensis. Íà ãðàôèêàõ âåðòèêàëüíûìè ëèíèÿìè îòìå÷åíî ñòàí-

äàðòíîå îòêëîíåíèå (ìèêðîñêîï DIALUX 20EB).



âàæíî ïîíÿòü, â êàêîé ìåðå ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû çàâè-
ñÿò îò îïòèêè ìèêðîñêîïà è ñâîéñòâ öèôðîâîé êàìåðû.
Òàê, ìèêðîñêîï Axiovert-200 áûë îñíàùåí 8-áèòîâîé êà-
ìåðîé (AxioCam MRc) èëè 12-áèòîâîé (AxioCam ICm1),
ìèêðîñêîï DM-4000 — 12-áèòîâîé, DIALUX 20 EB —
14-áèòîâîé (Canon EOS 500D), AxioLab — 12-áèòîâîé
(AxioCam ICm1). Äëÿ îòðàáîòêè íàøåãî ìåòîäà ìû ïðî-
âåëè 11 ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÷åòûðåõ ñòàí-
äàðòíûõ îáúåêòîâ.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè êàìåðû ñ áîëü-
øèì äèíàìè÷åñêèì äèàïàçîíîì (ðèñ. 1, á) ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå äàííûå ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ÿäðàõ êîíòðîëü-
íûõ îáúåêòîâ áîëåå òî÷íî ñîâïàäàþò ñ ëèòåðàòóðíûìè.
Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå êàìåðû ñ 8-áèòîâîé äèãèòàëèçà-
öèåé èçîáðàæåíèÿ òàêæå ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü äàííûå ñ
äîñòàòî÷íî âûñîêîé òî÷íîñòüþ (ðèñ. 1, à), è âñå ïÿòü ñèñ-
òåì ïîëó÷åíèÿ öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé ïðèãîäíû äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ.

Äëÿ êàæäîãî êàëèáðîâî÷íîãî ãðàôèêà áûëè ðàññ÷èòà-
íû êîýôôèöèåíòû ðåãðåññèè è êîððåëÿöèè, à òàêæå
îøèáêà êîýôôèöèåíòà ðåãðåññèè. Îöåíêà äîñòîâåðíîñòè
ðàçëè÷èé êîýôôèöèåíòîâ ðåãðåññèè â ýêñïåðèìåíòàõ, âû-
ïîëíåííûõ íà îäíîì ìèêðîñêîïå, âî âñåõ ÷åòûðåõ ñëó÷à-
ÿõ íå âûÿâèëà ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè. Íà
ðèñ. 1 ïðèâåäåíû ïÿòü ãðàôèêîâ äëÿ êàæäîé ñèñòåìû ïî-
ëó÷åíèÿ öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé.

Ïðè èçìåðåíèè îòíîøåíèÿ âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîé
îøèáêè ê âåëè÷èíå ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ (óñëîâíûå
åäèíèöû) äëÿ êîíòðîëüíîãî îáúåêòà G. domesticus áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî âî âñåõ 11 ýêñïåðèìåíòàõ çíà÷åíèå êîýô-
ôèöèåíòà âàðèàöèè íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå îò 0.003 äî
0.02. Â ýòîì æå èíòåðâàëå íàõîäÿòñÿ âåëè÷èíû îòíîøå-
íèÿ îøèáêè êîýôôèöèåíòà ðåãðåññèè ê ñàìîìó êîýôôè-
öèåíòó ðåãðåññèè. Òàêèì îáðàçîì, îòíîñèòåëüíûå îøèá-
êè â îïðåäåëåíèè ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ äëÿ ðàçíûõ
ñòàíäàðòîâ áëèçêè, è åñòü îñíîâàíèå äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
îäíîãî èç íèõ (â íàøåì ñëó÷àå G. domesticus) äëÿ ðàñ÷åòà

àáñîëþòíîãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â äðóãèõ èçó÷àåìûõ âè-
äàõ. Èç ýòîãî ôàêòà ñëåäóåò, ÷òî èñïîëüçîâàííûå îïòè÷å-
ñêèå ñèñòåìû è õèìè÷åñêèå ïðîöåäóðû îêðàñêè äàþò
âîçìîæíîñòü îïðåäåëÿòü ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ â äèà-
ïàçîíå 1—7 ïã ÄÍÊ ñ îäèíàêîâîé òî÷íîñòüþ.

Î ï ð å ä å ë å í è å î ï ò è ì à ë ü í î ã î â ð å ì å í è ã è ä -
ð î ë è ç à Ä Í Ê. Â õîäå ïðîâåäåíèÿ ïðîöåäóðû îêðàñêè
ïî Ô¸ëüãåíó áûëî óñòàíîâëåíî îïòèìàëüíîå âðåìÿ ãèä-
ðîëèçà ÄÍÊ äëÿ òðåõ ñòàíäàðòíûõ îáúåêòîâ — G. domes-
ticus, D. rerio, H. sapiens, à òàêæå äâóõ íàèáîëåå èçó÷åí-
íûõ âèäîâ öèêëîïîâ — C. kolensis è C. insignis, êîòîðîå
ñîñòàâëÿåò 30 ìèí (ðèñ. 2, à—ä). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîëó-
÷åííûìè äàííûìè äëÿ âñåõ èññëåäóåìûõ â íàøåé ðàáîòå
áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ ìû ïðîâîäèëè ãèäðîëèç ÄÍÊ â
òå÷åíèå 30 ìèí (äëÿ îêðàñêè ïî Ô¸ëüãåíó) â 5N HCl ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ðàáîòå
Ðàø è Âèíãààðä (Rasch, Wyngaard, 2006a) áûëî ïîêàçàíî,
÷òî âðåìÿ ãèäðîëèçà äëÿ îñîáåé öèêëîïîâ, ôèêñèðîâàí-
íûõ â àëêîãîëü-óêñóñíîì ôèêñàòîðå, íå äîëæíî ïðåâû-
øàòü 15—20 ìèí. Âîçìîæíî, ÷òî óâåëè÷åíèå îïòèìàëü-
íîãî âðåìåíè ãèäðîëèçà äî 30 ìèí â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ ñâÿçàíî ñ ïåðâîíà÷àëüíîé îáðàáîòêîé îáúåêòîâ, à
èìåííî ñ áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîé ôèêñàöèåé îñîáåé â óê-
ñóñíî-êèñëîì ôèêñàòîðå: 1—4 ìèí â ýêcïåðèìåíòàõ Ðàø
è Âèíãààðä (Rasch, Wyngaard, 2006a) è 20 ìèí â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ.

À í à ë è ç ä è ì è í ó ö è è Ä Í Ê ó ö è ê ë î ï î â. Âïåð-
âûå â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî óñòàíîâëåíî íàëè÷èå
äèìèíóöèè õðîìàòèíà ó äâóõ áàéêàëüñêèõ âèäîâ öèêëî-
ïîâ — Acantocyclops incolotaenia è Diacyclops galbinus.
Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ôîòîãðàôèè ÿäåð öèêëîïîâ A. in-
colotaenia, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè ïðîõîæäåíèÿ äèìèíó-
öèè õðîìàòèíà (ðèñ. 3, à) è íà ñòàäèè ïîçäíåãî ýìáðèî-
íàëüíîãî ðàçâèòèÿ (ðèñ. 3, á). Íà ðèñ. 3, à õîðîøî âèäíû
ô¸ëüãåí-ïîëîæèòåëüíûå ãðàíóëû ýëèìèíèðóåìîé ÄÍÊ,
÷òî öèòîëîãè÷åñêè ïîäòâåðæäàåò íàëè÷èå äèìèíóöèè ó
ýòîãî âèäà. Íà ðèñ. 3, á èçîáðàæåíû ýìáðèîíû A. incolo-

56 Å. À. Èâàíêèíà è äð.

Ðèñ. 3. Ýìáðèîíû öèêëîïà A. incolotaenia (îêðàñêà ïî Ô¸ëüãåíó).

à — ýìáðèîí, íàõîäÿùèéñÿ íà ñòàäèè ïðîõîæäåíèÿ äèìèíóöèè õðîìàòèíà; á — ýìáðèîí íà ïîçäíåé ñòàäèè ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, ïîñëå ïðîõîæ-
äåíèÿ äèìèíóöèè õðîìàòèíà. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ãðàíóëû óäàëÿåìîãî õðîìàòèíà (à) è ÿäðà, ïðîøåäøèå ÄÕ (á). Îá. 40�.



taenia, íàõîäÿùèåñÿ íà ïîçäíåé ñòàäèè ýìáðèîíàëüíîãî
ðàçâèòèÿ, ïî-âèäèìîìó ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ äèìèíóöèè.
Â öåíòðå êàæäîãî ýìáðèîíà âèäíû êðóïíûå, íå ïðîøåä-
øèå äèìèíóöèþ ÿäðà â êîëè÷åñòâå 2—3. Îíè îêðóæåíû
áîëåå ìåëêèìè ÿäðàìè, â êîòîðûõ ýëèìèíàöèÿ ÷àñòè ÄÍÊ
óæå ïðîèçîøëà.

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì öèòîôîòîìåòðè÷åñêîãî àíàëè-
çà, ó D. galbinus äîëÿ ýëèìèíèðóåìîé ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò
îêîëî 95.5—96.2 %, â òî âðåìÿ êàê ðàçìåð äî- è ïîñëåäèìè-
íóöèîííîãî ãåíîìà çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ è ñîñòàâëÿåò
8.27 ± 1.01 è 0.36 ± 0.08 ïã ñîîòâåòñòâåííî (ñì. òàáëèöó).

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â çàðîäûøå-
âûõ è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ M. leuckarti ìû íàáëþäàëè
çàíèæåííîå íà 7—10 % êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ çàðîäûøåâûìè (ñì. òàáëèöó).
Ñòîëü ìàëûé óðîâåíü ðàçëè÷èé äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî ÄÕ ó ýòîãî âèäà îòñóòñòâóåò. Òåì íå ìåíåå ìû
íå ìîæåì èñêëþ÷èòü òàêæå íàëè÷èå íåáîëüøîé ýëèìèíà-
öèè ÄÍÊ. Â ïîëüçó òàêîãî äîïóùåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò
õîðîøàÿ âîñïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëüòàòîâ äëÿ öèêëîïîâ,
ñîáðàííûõ â ðàçëè÷íûõ ìåñòàõ îáèòàíèÿ (ñì. òàáëèöó).
Â òî æå âðåìÿ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ ó ýòîãî âèäà â ñîìàòè÷å-
ñêèõ êëåòêàõ (2Ñ) ñîñòàâëÿåò 1.56—1.60 ïã è ïî÷òè â
2 ðàçà ïðåâûøàåò çíà÷åíèå (0.76 ïã), óñòàíîâëåííîå ðàíåå

(Wyngaard, Rasch, 2000; Rasch, Wyngaard, 2006b). Òàêîå
ðàñõîæäåíèå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ïîïóëÿöèîííûìè ðàç-
ëè÷èÿìè öèêëîïîâ, âçÿòûõ äëÿ àíàëèçà: Ðàø è Âèíãààðä
èñïîëüçîâàëè öèêëîïîâ åâðîïåéñêîé ïîïóëÿöèè (Ãåðìà-
íèÿ). Ïðîÿñíåíèå ýòîãî âîïðîñà òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äî-
ïîëíèòåëüíîãî ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà.

Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà îòñóòñòâèå íåêîé
«êðèòè÷åñêîé» ìàññû ÄÍÊ â ãåíîìå ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê, íåîáõîäèìîé äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ÄÕ. Òàê, â äèïëî-
èäíûõ ïîñòäèìèíóöèîííûõ êëåòêàõ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ
ñîñòàâëÿåò 0.7 ïã (D. galbinus), â òî æå âðåìÿ ó âèäîâ ñ
îòñóòñòâèåì ÄÕ ýòè çíà÷åíèÿ ñîñòàâëÿþò 1.6 ïã ó M. leuc-
karti è 6.8 ïã ó C. insignis (Ñåìåøèí è äð., 2011). Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç 11 âèäîâ öèêëî-
ïîâ ñåìåéñòâà Mesocyclops (Rasch, Wyngaard, 2006b) âû-
ÿâèë çíà÷èòåëüíóþ ìåæâèäîâóþ âàðèàáåëüíîñòü â ñîäåð-
æàíèè ÄÍÊ îò 0.54 ïã ó M. thermocyclopoides äî 3.0 ïã ó
M. edax â ÿäðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê (2Ñ). ÄÕ íàáëþäà-
ëàñü ó òðåõ âèäîâ ýòîãî ñåìåéñòâà (âñåãî íà ïðåäìåò ÄÕ
èçó÷åíû 4 âèäà). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî êîëè÷åñòâåí-
íîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ãåíîìå çàðîäûøåâûõ êëåòîê (2Ñ)
ó ýòèõ âèäîâ òàêæå íàõîäèòñÿ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ: îò
8.43 ïã ó M. longisetus äî 15.8 ïã ó M. edax (Rasch, Wynga-
ard, 2006b).
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Êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â êëåòêàõ äî è ïîñëå äèìèíóöèè õðîìàòèíà (ïã)

Âèä öèêëîïà (ïîïóëÿöèÿ,
èñïîëüçîâàííûé ìèêðîñêîï)

Äîäèìèíóöèîííîå ðàçâèòèå Ïîñòäèìèíóöèîííîå ðàçâèòèå Ýëèìèíèðóå-
ìàÿ ÄÍÊ, %àíàôàçà, 2Ñ ìåòàôàçà, 4Ñ ïîçäíèå ýìáðèîíû, 2Ñ íîãè, èìàãî, 2Ñ

Diacyclops galbinus, 16.53 31.6 0.71 (àíàôàçà) 0.63 95.51—96.19

îç. Áàéêàë (ÀxioLab) s = 2.02 s = 3.22 s = 0.15 s = 0.09

n = 33 n = 19 n = 15 n = 36

(ìåòàôàçà,
16—32 êëåòêè)

31.76

s = 2.00

n = 11

(ïðîôàçíûå ÿäðà,
4—8 êëåòîê)

Mesocyclops leuckarti, 1.73 3.62 1.55 1.60

îç. Áàéêàë (AxioLab) s = 0.13 s = 0.26 s = 0.14 s = 0.15

n = 4 n = 31 n = 73 n = 50

(16—32 êëåòêè) (ïðîôàçíûå ÿäðà,
16—32 êëåòêè)

3.32

s = 0.36

n = 39

(64 è áîëåå êëåòîê)

M. leuckarti, 1.72 3.72 1.51 1.62

îçåðî ¹ 1 (AxioLab) s = 0.11 s = 0.19 s = 0.08 s = 0.07

n = 34 n = 5 n = 8 n = 47

(16 êëåòîê) (16 êëåòîê) 3.38

s = 0.11 = 3

M. leuckarti, 1.74 3.85 1.60 1.56

îçåðî ¹ 3 (AxioLab) s = 0.09 s = 0.24 s = 0.14 s = 0.31

n = 22 n = 3 n = 7 n = 30

(4 êëåòêè) (4 êëåòêè) 3.54

s = 0.22

n = 4

(64—132 êëåòêè)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ, s (ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ) è ÷èñëî èçìåðåíèé (n).



Äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè èçìåðåíèè ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè (îîöèòû, ñïåðìà-
òîöèòû) èëè æå ðàííèõ ýìáðèîíàëüíûõ ÿäåð, à òàêæå
ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîñòäèìèíó-
öèîííûå ãåíîìû ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ðàçíûõ âèäîâ öèê-
ëîïîâ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ çíà÷èòåëüíî áîëåå ïîõîæè
äðóã íà äðóãà è íà ãåíîìû âèäîâ, ó êîòîðûõ ÄÕ îòñóòñò-
âóåò. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð ñî-
ìàòè÷åñêîãî ãåíîìà ñðåäè öèêëîïîâ áûë îáíàðóæåí ó
âèäà C. insignis è ñîñòàâëÿåò 3.4 ïã (Ñåìåøèí è äð., 2011).
Ýòî çíà÷åíèå äàæå ïðåâûøàåò ðàçìåðû äîäèìèíóöèîí-
íûõ ãåíîìîâ íåêîòîðûõ âèäîâ — C. strenuus, C. furcifer,
C. divulsus (Beermann, 1977; Wyngaard, 2006a).

Âñå ýòè äàííûå íàâîäÿò íà ìûñëü î òîì, ÷òî ÄÕ êàê
ìåõàíèçì óäàëåíèÿ èç ãåíîìà «âñåãî ëèøíåãî» äî íà÷àëà
ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà ïîçâîëÿåò áûñòðî íàêîïèòü «èçáû-
òî÷íóþ» ÄÍÊ â êëåòêàõ çàðîäûøåâîãî ïóòè è èíäèâèäóà-
ëåí äëÿ êàæäîãî âèäà. Ýòîò ôàêò ïîäòâåðæäàåòñÿ èññëå-
äîâàíèÿìè, ïîñâÿùåííûìè èçó÷åíèþ äîäèìèíóöèîííîé
ÄÍÊ èëè ýëèìèíèðóåìîé ÷àñòè ÄÍÊ ó öèêëîïîâ. Òàê,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äîäèìèíóöèîííûé ãåíîì ñîäåðæèò
áîëüøå ïîâòîðåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (Degtyarev
et al., 2004), ðèáîñîìíûõ ãåíîâ (Çàãîñêèí è äð., 2010),
òàíäåìíî ïîâòîðåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îò 2—9 ï. í.
(Drouin, 2006). Áîëåå òîãî, â ãåíîìå çàðîäûøåâûõ êëåòîê
Cyclops kolensis áûëè íàéäåíû ìåæìèêðîñàòåëëèòíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîëíîñòüþ óäàëÿþùèåñÿ èç ãåíîìà ñî-
ìàòè÷åñêèõ êëåòîê (Çàãîñêèí è äð., 2008). Ìû ïîëàãàåì,
÷òî äàëüíåéøåå íàêîïëåíèå äàííûõ ïî ÄÕ ó öèêëîïîâ
íåîáõîäèìî äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåìû èçáûòî÷íîñòè ÄÍÊ,
è íàøè ìåòîäè÷åñêèå ðàçðàáîòêè ïî èñïîëüçîâàíèþ öèô-
ðîâîé ìèêðîôîòîìåòðèè ìîãóò áûòü âåñüìà ïîëåçíûìè.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàííûé ìåòîä èçìåðåíèÿ êî-
ëè÷åñòâà ÄÍÊ äàåò âîçìîæíîñòü óñòàíîâèòü íàëè÷èå èëè
îòñóòñòâèå äèìèíóöèè õðîìàòèíà ó èññëåäóåìûõ âèäîâ
öèêëîïîâ. Ìåòîä äàåò ñõîäíûå ðåçóëüòàòû â ñëó÷àå èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ îïòè÷åñêèõ ñèñòåì ðåãèñòðàöèè
èçîáðàæåíèé (ïî êðàéíåé ìåðå äëÿ òåõ çàäà÷, êîòîðûå ðå-
øàëèñü â ðàáîòå). Óâåëè÷åíèå äèíàìè÷åñêîãî äèàïàçîíà
CCD-êàìåðû ïîçâîëÿåò óìåíüøèòü ðàçáðîñ ïîëó÷åííûõ
äàííûõ. Âûïîëíåííîå â ðàáîòå ìåòîäè÷åñêîå èññëåäîâàíèå
ïðîöåññà îêðàñêè ÿäåð ïî Ô¸ëüãåíó ïîêàçàëî, ÷òî ïðèìåíÿ-
åìûé â íàøèõ ðàáîòàõ óðîâåíü ãèäðîëèçà ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ
ïðèåìëåìûì è îïòèìàëüíûì äëÿ ìíîãèõ âèäîâ. Óãëóáëåí-
íàÿ ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ ïîêàçàëà, ÷òî ïî
êðàéíåé ìåðå â äèàïàçîíå 1—7 ïã ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ
ìîæíî èçìåðÿòü ñ îäèíàêîâîé îòíîñèòåëüíîé îøèáêîé.
Ïðîâåäåííûå èçìåðåíèÿ ïîçâîëèëè ðàñøèðèòü êðóã âèäîâ
öèêëîïîâ, èññëåäîâàííûõ íà ïðåäìåò íàëè÷èÿ (îòñóòñòâèÿ)
äèìèíóöèè õðîìàòèíà, è âïåðâûå óñòàíîâèòü íàëè÷èå äè-
ìèíóöèè ó äâóõ âèäîâ öèêëîïîâ, îáèòàþùèõ â îç. Áàéêàë.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ ïðèçíàòåëüíîñòü íà-
÷àëüíèêó áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Ëèìíîëîãè÷åñêîãî èí-
ñòèòóòà À. Ë. Íîâèöêîìó çà ïîìîùü ïðè ïðîâåäåíèè èñ-
ñëåäîâàíèé, à òàêæå ñîòðóäíèêàì Ëèìíîëîãè÷åñêîãî èí-
ñòèòóòà ÑÎ ÐÀÍ Â. È. Òåòåðèíîé, À. Â. Êóï÷èíñêîìó,
È. Â. Õàíàåâó è ñîòðóäíèêàì Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé è
êëåòî÷íîé áèîëîãèè Ã. Â. Ïîõîëêîâîé è À. Â. Èâàíêèíó
çà íåîöåíèìóþ ïîìîùü â ðàáîòå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìåæ-
äèñöèïëèíàðíîãî èíòåãðàöèîííîãî ïðîåêòà ÑÎ ÐÀÍ
¹ 37 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêòû 09-08-00651 è 09-04-00854).
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CYTOPHOTOMETRIC DETERMINATION OF GENOME SIZE IN TWO SPECIES

OF CYCLOPS LAKE BAIKAL (CRUSTACEA: COPEPODA: CYCLOPOINA)

IN ONTOGENETIC DEVELOPMENT
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Genome size of Cyclops in cells at early stages of cleavage (up to the 5th division) and in somatic cells we-
re estimated by a static digital Feulgen cytophotometry in order to study the quantitative changes in DNA con-
tent during chromatin diminution. Our realization of the cytophotometric method was approbeted on five diffe-
rent digital-imaging systems in blood cells of four vertebrate species. In all cases, we observed a direct correla-
tion of the obtained and known from the literature data on the genome size and a high reproducibility, which
allows to use these systems in future work. We also optimized the conditions for DNA hydrolysis of both blood
smears, and for two species of Cyclops from the Moscow population, as 30 min in 5 N HCl at 24 °C. Here we
first revealed chromatin diminution in two endemic Baikal species of Cyclopoida: Acanthocyclops incolotaenia
and Diacyclops galbinus estimated the extent of chromatin diminution in Diacyclops galbinus as 95.5—96.2 %.
Cytometric analysis of the third species, Mesocyclops leuckarti, did not reveal obvious chromatin diminution.
We also optimized the conditions for DNA hydrolysis of both blood smear preparations, and for two species of
copepods from the Moscow population, as 30 min in 5N HCl at 24 °Ñ.

K e y w o r d s: Cyclops, chromatin diminution, DNA cytophotometry.
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