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Ñîâðåìåííûå ìåòîäû àíàëèçà äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì

Íîâåéøèå äàííûå ïî ñåêâåíèðîâàíèþ è àíàëèçó íåêîäèðóþùåé ÷àñòè ãåíîìà ðàñêðûëè íåîæè-
äàííûå áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè ó ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðåæäå ñ÷èòàâøèõñÿ «èçáûòî÷íûìè». Â íàñ-
òîÿùåì îáçîðå ìû ðàññìàòðèâàåì ýâîëþöèþ ïîäõîäîâ ê èçó÷åíèþ ñâåðõ÷èñëåííûõ ýëåìåíòîâ ãåíîìà —
Â-õðîìîñîì — îò ìåòîäîâ êëàññè÷åñêîé öèòîãåíåòèêè äî íîâåéøèõ òåõíîëîãèé ïîëíîãåíîìíîãî àíàëèçà
è îáñóæäàåì ïåðñïåêòèâû âîâëå÷åíèÿ â ãåíîìíûå ïðîåêòû íîâûõ âèäîâ ñ äîáàâî÷íûìè õðîìîñîìàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äîáàâî÷íûå õðîìîñîìû, ïîëíîãåíîìíîå ñåêâåíèðîâàíèå, àíàëèç ãåíîìà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ,
BAC — bacterial artificial chromosome (áàêòåðèàëüíàÿ èñêóññòâåííàÿ õðîìîñîìà), FISH — fluorescent in
situ hybridization (ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ).

Íåñìîòðÿ íà âîçðîñøèé èíòåðåñ ê âàðèàáåëüíûì è
íåêîäèðóþùèì ÷àñòÿì ãåíîìà (Khatun, 2012), Â-õðîìî-
ñîìû îñòàþòñÿ çàãàäî÷íîé è ìàëîèññëåäîâàííîé ÷àñòüþ
ýóêàðèîòè÷åñêîãî êàðèîòèïà. Âûñîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü
äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì ïðîñëåæèâàåòñÿ íà óðîâíå ïîïóëÿ-
öèé, èíäèâèäóóìîâ, òêàíåé è êëåòîê è ñâÿçàíà ñ íåñòàáè-
ëüíûì ïîâåäåíèåì Â-õðîìîñîì â êëåòî÷íîì äåëåíèè.
Õîòÿ äîáàâî÷íûå ýëåìåíòû ãåíîìà è íå ÿâëÿþòñÿ íåîáõî-
äèìûìè äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ è ðåïðîäóêöèè, îíè
ñîõðàíÿþòñÿ â ãåíîìàõ îòäåëüíûõ âèäîâ íà ïðîòÿæåíèè
ñîòåí òûñÿ÷ èëè äàæå ìèëëèîíîâ ëåò (Lamb et al., 2007;
Teruel et al., 2010). Âàæíûì è çà÷àñòóþ íåðåøåííûì
îñòàåòñÿ âîïðîñ î ôóíêöèîíàëüíîñòè äîáàâî÷íûõ õðîìî-
ñîì. Âëèÿíèå äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì íà ôåíîòèï ïîêàçàíî
äëÿ ðàñòåíèé (Dherawattana, Sadanaga, 1973) è ãðèáîâ
(Miao et al., 1991a, 1991b; Han et al., 2001). Íåäàâíî ïîÿ-
âèëèñü ðàáîòû ïî îáíàðóæåíèþ ãåíîâ íà äîáàâî÷íûõ
õðîìîñîìàõ ïîçâîíî÷íûõ (Graphodatsky et al., 2005; Yud-
kin et al., 2007; Duke Becker et al., 2011; Yoshida et al.,
2011), îäíàêî âîïðîñ îá èõ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíî-
ñòè è âëèÿíèè íà ôåíîòèï îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Íàñòîÿùèé îáçîð ïîñâÿùåí ñðàâíåíèþ êëàññè÷åñêèõ
öèòîãåíåòè÷åñêèõ è ñîâðåìåííûõ ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè-
÷åñêèõ ïîäõîäîâ, èñïîëüçóþùèõñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ äîáàâî÷-
íûõ õðîìîñîì, à òàêæå îáñóæäàþòñÿ ïåðñïåêòèâû èñïîëü-
çîâàíèÿ íîâåéøèõ òåõíîëîãèé äëÿ èçó÷åíèÿ Â-õðîìîñîì.

Êëàññè÷åñêèå öèòîãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàëè÷èå Â-õðîìîñîì ïîêàçà-
íî äëÿ 75 èç ïðèìåðíî 5000 îïèñàííûõ âèäîâ ìëåêîïèòà-
þùèõ (äàííûå Ëàáîðàòîðèè öèòîãåíåòèêè æèâîòíûõ
ÈÌÊÁ ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê). Äëÿ ñðàâíåíèÿ, ïî îöåíêå

Äæîíñà (Jones, 1995), îêîëî 15 % ïîêðûòîñåìåííûõ ðàñ-
òåíèé èìåþò Â-õðîìîñîìû. Òàêîå ðàçëè÷èå ìîæåò áûòü
îáúÿñíåíî ìåíüøåé òîëåðàíòíîñòüþ ãåíîìà ìëåêîïèòàþ-
ùèõ ê äîáàâî÷íûì ýëåìåíòàì (Vujoseviã, Blagojeviã,
2004).

Ðàáîòû ïî êàðèîòèïèðîâàíèþ ïîçâîëÿþò âûÿâèòü
ñâåðõ÷èñëåííûå õðîìîñîìû è îïðåäåëèòü èõ êîëè÷åñòâî
è ðàçìåð. ×èñëî äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì ñèëüíî âàðüèðóåò.
Ó ìíîãèõ âèäîâ ýòî âñåãî ëèøü 1 õðîìîñîìà, èçðåäêà íà-
áëþäàåìàÿ ó îòäåëüíûõ îñîáåé (òàê, ó ÷åëîâåêà îáðàçó-
þòñÿ ìèêðîõðîìîñîìû ñ ÷àñòîòîé 0.044 % (Liehr et al.,
2008)), ó íåêîòîðûõ âèäîâ äîáàâî÷íûå õðîìîñîìû ïðè-
ñóòñòâóþò ïî÷òè ó âñåõ îñîáåé, èíîãäà â áîëüøîì êîëè-
÷åñòâå (÷èñëî ìîæåò äîñòèãàòü 38 ó êîïûòíîãî ëåììèíãà
Dicrostonyx torquatus (×åðíÿâñêèé, Êîçëîâñêèé, 1980)).
Ðàçìåðû Â-õðîìîñîì òàêæå áûâàþò ðàçëè÷íûìè: îò ìè-
íè-õðîìîñîì (Graphodatsky, 1990) äî ãèãàíòñêèõ, ñðàâ-
íèìûõ ïî ðàçìåðó ñ ñàìûìè êðóïíûìè õðîìîñîìàìè
îñíîâíîãî íàáîðà. Ñðåäè ìëåêîïèòàþùèõ êðóïíûå äîáà-
âî÷íûå õðîìîñîìû îïèñàíû ó ãðûçóíîâ Uromys caudima-
culatus (Baverstock et al., 1976), Holochilus brasiliensis
(Nachman, 1992) è Apodemus peninsulae (Kartavtseva et al.,
2000) è åíîòîâèäíûõ ñîáàê Nyctereutes procyonoides
(Ward et al., 1987). Ñàìûå êðóïíûå Â-õðîìîñîìû ñðåäè
ïîçâîíî÷íûõ îïèñàíû ó óêëåéêè Alburnus alburnus (Zieg-
ler et al., 2003). Âàðèàáåëüíîñòü äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì äå-
òàëüíî èçó÷àþò íà ïîïóëÿöèîííîì óðîâíå (Ãèëåâà, 2004;
Rubtsov et al., 2004). Îäíàêî ðàçíîå êîëè÷åñòâî äîáàâî÷-
íûõ õðîìîñîì ìîæíî îáíàðóæèòü è âíóòðè îäíîãî èíäè-
âèäà — ìîçàèöèçì îïèñàí, íàïðèìåð, ó ëèñèöû Vulpes
vulpes (Áåëÿåâ è äð., 1974), âîñòî÷íîàçèàòñêîé ëåñíîé
ìûøè Apodemus peninsulae (Ðîñëèê, Êàðòàâöåâà, 2009),
ïëîñêîèãëîãî áàíäèêóòà Echymipera kalabu (Hayman
et al., 1969) è ÿïîíñêîé åíîòîâèäíîé ñîáàêè Nyctereutes
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procyonoides viverrinus (Yosida, Wada, 1984). Íåîáû÷íî
ïîâåäåíèå äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì â ìåéîçå: îíè ìîãóò êàê
ýëèìèíèðîâàòüñÿ, òàê è íàêàïëèâàòüñÿ, èíîãäà ñ êðàéíå
âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Òàê, ó ïàðàçèòè÷åñêîé îñû Na-
sonia vitripennis íàñëåäîâàíèå äîáàâî÷íîé õðîìîñîìû äî-
ñòèãàåò 100 % (íàñëåäîâàíèå õðîìîñîì îñíîâíîãî íàáî-
ðà — 50 %) (Werren, 1991).

Ó çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà âèäîâ äîáàâî÷íûå õðîìîñîìû
ÿâëÿþòñÿ âûðàæåííûìè ãåòåðîõðîìàòèíîâûìè ýëåìåíòà-
ìè, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ Ñ-îêðàøèâàíèÿ (Pat-
ton 1972; Raman, Sharma, 1974), òîãäà êàê ó íåêîòîðûõ
äðóãèõ âèäîâ (íàïðèìåð, ñèáèðñêîé êîñóëè Capreolus py-
gargus) äîáàâî÷íûå õðîìîñîìû íå ñîäåðæàò ïëîòíûõ
áëîêîâ Ñ-ãåòåðîõðîìàòèíà (Dementyeva et al., 2010). Àê-
òèâíîñòü ðèáîñîìàëüíûõ ãåíîâ âûÿâëåíà îêðàøèâàíèåì
ñåðåáðîì íà Â-õðîìîñîìàõ ó âîñòî÷íîàçèàòñêîé ëåñíîé
ìûøè A. peninsulae (Rubtsov et al., 2004).

Ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ (FISH)

Ãèáðèäèçàöèåé ñ èçâåñòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
íà Â-õðîìîñîìàõ áûëè îáíàðóæåíû ðàçëè÷íûå ïîâòîðåí-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: 1) òàíäåìíûå ïîâòîðû ó ëèñè-
öû (Ïîòàïîâ è äð., 1990); 2) ðèáîñîìíûå ãåíû ó ÷åðíîé
êðûñû Rattus rattus (Stitou et al., 2000), âîñòî÷íîàçèàòñêîé
ëåñíîé ìûøè A. peninsulae (Rubtsov et al., 2004), êèòàé-
ñêîé åíîòîâèäíîé ñîáàêè Nyctereutes procyonoides viverri-
nus (Szczerbal, Switonski, 2003) è êóçíå÷èêà Eyprepocne-
mis plorans (L*îpez-Le*în et al., 1994); 3) èíòåðñòèöèàëüíûå
áëîêè òåëîìåðíîé ÄÍÊ ïî âñåé äëèíå Â-õðîìîñîì êè-
òàéñêîé åíîòîâèäíîé ñîáàêè (Wurster-Hill et al., 1988);
4) LINE è SINE ó çàïàäíîãî õîìÿ÷êà Reithrodontomys me-
galotis (Peppers et al., 1997); 5) íåàêòèâíûå êëàñòåðû ãèñ-
òîíîâûõ ãåíîâ Í3-Í4 ó ñàðàí÷è Locusta migratoria (Teruel
et al., 2010); 6) öåíòðîìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó ñóì-
÷àòîé ëåòÿãè Petauroides volans (McQuade et al., 1994) è
çàïàäíîãî õîìÿ÷êà Reithrodontomys megalotis (Peppers
et al., 1997).

Cåêâåíèðîâàíèå è ïîëíîãåíîìíûé àíàëèç

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ïðèìåðîâ ñëó÷àéíîãî îáíàðó-
æåíèÿ ðåòðîòðàíñïîçîíîâ íà äîáàâî÷íûõ õðîìîñîìàõ,
íàïðèìåð ó óêëåéêè è êóêóðóçû. Ó óêëåéêè Alburnus al-
burnus ïðè àíàëèçå AFLP (amplification fragment length
polymorphism) îäèí èç ôðàãìåíòîâ îêàçàëñÿ ñïåöèôè÷-
íûì äëÿ îñîáåé ñ Â-õðîìîñîìàìè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ýòîãî ôðàãìåíòà îêàçàëàñü ãîìîëîãè÷íîé ðåòðîòðàíñïî-
çîíó Gypsy äðîçîôèëû (Ziegler et al., 2003). Â ñëó÷àå ñ êó-
êóðóçîé Â-ñïåöèôè÷íûé ôðàãìåíò áûë îáíàðóæåí ïðè
Ñàóçåðí-áëîòèíãå. Ýòîò ôðàãìåíò áûë êàðòèðîâàí â ãåòå-
ðîõðîìàòèíîâîé îáëàñòè Â-õðîìîñîìû, ïðè ñåêâåíèðîâà-
íèè â íåì áûë îáíàðóæåí ðåòðîòðàíñïîçîí, à àêòèâíîñòü
ýòîãî òðàíñïîçîíà áûëà ïîêàçàíà ìåòîäîì ÏÖÐ ñ îáðàò-
íîé òðàíñêðèïöèåé (Lamb et al., 2007).

Ó ìëåêîïèòàþùèõ âïåðâûå óíèêàëüíûé ãåí áûë îá-
íàðóæåí íà Â-õðîìîñîìàõ ëèñèöû ïðè êàðòèðîâàíèè åå
ãåíîìà BAC-êëîíàìè ñîáàêè ìåòîäîì FISH. Êëîí, ñîäåð-
æàùèé ïðîòîîíêîãåí cKIT, áûë ëîêàëèçîâàí êàê íà àóòî-
ñîìàõ, òàê è íà Â-õðîìîñîìàõ. Ïîçäíåå ýòîò æå
BAC-êëîí áûë ëîêàëèçîâàí è íà Â-õðîìîñîìàõ êèòàé-
ñêîé è ÿïîíñêîé åíîòîâèäíûõ ñîáàê (Graphodatsky et al.,
2005). Íàëè÷èå ãåíà ïîäòâåðäèëè ÏÖÐ-êàðòèðîâàíèåì,

ðàçìåð ðàéîíà äóïëèêàöèè áûë îöåíåí êàê íå ìåíåå
480 ò. ï. í. (Yudkin et al., 2007). Â 2011 ã. â àíàëîãè÷íîì
ïðîåêòå ïî ñîçäàíèþ õðîìîñîìíûõ êàðò õèùíûõ (Duke
Becker et al., 2011) òåì æå ìåòîäîì FISH íà Â-õðîìîñî-
ìàõ ëèñèöû è åíîòîâèäíûõ ñîáàê áûëî ëîêàëèçîâàíî óæå
íåñêîëüêî BAC-êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ äî 14 ãåíîâ èç
10 àóòîñîìíûõ ðåãèîíîâ. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî 6 èç îáíà-
ðóæåííûõ â ýòèõ èññëåäîâàíèÿõ ãåíîâ ñâÿçàíû ñ îíêîãå-
íåçîì: KDR ó îáîèõ ïîäâèäîâ åíîòîâèäíîé ñîáàêè (Yud-
kin et al., 2007), RET è LRIG1 ó êèòàéñêîé åíîòîâèäíîé
ñîáàêè, LRP1B è CTNND2 ó ëèñèöû (Duke Becker et al.,
2011) è cKIT ó âñåõ èññëåäîâàííûõ âèäîâ (Graphodatsky
et al., 2005).

Ó ïåöèëèè Poecilia formosa îòìå÷àåòñÿ ñâÿçü ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà ïèãìåíòàöèè ñ íàëè÷èåì Â-õðîìîñîì â êàðèîòè-
ïå (Schartl et al., 1995), êðîìå òîãî, áûëà ïîêàçàíà ñâÿçü
Â-õðîìîñîì ñ âåðîÿòíîñòüþ âîçíèêíîâåíèÿ îïóõîëåé
(Schartl et al., 1997). Â íåäàâíåì èññëåäîâàíèè (Lamatsch
et al., 2011) ïðè èçó÷åíèè AFLP íà Â-õðîìîñîìå áûë îá-
íàðóæåí óíèêàëüíûé ó÷àñòîê, ïðèñóòñòâóþùèé â îñíîâ-
íîì ãåíîìå ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Poecilia. Èäåíòèôèöè-
ðîâàòü ó÷àñòîê ïîèñêîì ãîìîëîãîâ â GenBank íå óäàëîñü.

Â èññëåäîâàíèè äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì öèõëèä âèäà
Lithocromis rubripinnis (Yoshida et al., 2011) áûëà îáíàðó-
æåíà ïîïóëÿöèÿ, â êîòîðîé äîáàâî÷íûå õðîìîñîìû ïðè-
ñóòñòâóþò òîëüêî ó ñàìîê. Èç áèáëèîòåêè BAC-êëîíîâ
ðîäñòâåííîãî âèäà Haplochromis chilotes (òàêæå ñîäåðæà-
ùåãî Â-õðîìîñîìû) áûë îòîáðàí êëîí äëèíîé ïðèáëèçè-
òåëüíî 128 ò. ï. í., ñîäåðæàùèé Â-ñïåöèôè÷íûé ïîâòîð
Bseq1. Â ðåçóëüòàòå åãî ñåêâåíèðîâàíèÿ áûëî âûÿâëåíî
5 ãåíîâ áåç íîíñåíñ-ìóòàöèé, íè îäèí èç êîòîðûõ íå áûë
ñâÿçàí ñ îïðåäåëåíèåì ïîëà. Ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îäèí èç ãåíîâ — ihhb — ïðè-
ñóòñòâóåò íà Â-õðîìîñîìå â áîëüøîì êîëè÷åñòâå êîïèé
(>40). Ìåòîäîì FISH BAC-êëîí áûë ëîêàëèçîâàí íà êî-
ðîòêîì ïëå÷å õðîìîñîìû 1 L. rubripinnis.

Â èññëåäîâàíèè íà ðæè Secale cereale (Martis et al.,
2012) áûë ïðîâåäåí õðîìîñîìíûé ñîðòèíã äëÿ ðàçäåëå-
íèÿ Â-õðîìîñîì è õðîìîñîì îñíîâíîãî íàáîðà, ïîñëå
÷åãî îáà ïóëà áûëè îòñåêâåíèðîâàíû ñ 0.9-êðàòíûì ïî-
êðûòèåì íà ïëàòôîðìå Roche 454. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âûÿñíèëîñü, ÷òî Â-õðîìîñîìû ïî
ñðàâíåíèþ ñ À-õðîìîñîìàìè îáîãàùåíû ôðàãìåíòàìè
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê, à òàêæå ìèòîõîíäðèàëüíûìè è
ïëàñòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè. ×àñòîòà ìóòàöèé
â êîäèðóþùèõ áåëîê ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ íà Â-õðîìî-
ñîìàõ îêàçàëàñü çàìåòíî áîëüøå, ÷åì íà À-õðîìîñî-
ìàõ (1/47 ï. í. ïðîòèâ 1/72 ï. í.). Â òî æå âðåìÿ ÷àñòîòà
ìóòàöèé â ìîáèëüíûõ ýëåìåíòàõ áûëà ïðèìåðíî îäè-
íàêîâà: 1/26 ï. í. íà Â-õðîìîñîìàõ, 1/25 ï. í. íà À-õðî-
ìîñîìàõ. Âîçðàñò Â-õðîìîñîì, êîòîðûé óäàëîñü îöåíèòü
ïî äèâåðãåíöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ, ñîñòàâ-
ëÿåò 1.1—1.3 ìëí ëåò (Martis et al., 2012). Ïî ìíåíèþ
àâòîðîâ, îöåíêà çàâûøåíà èç-çà ñíèæåíèÿ äàâëåíèÿ îò-
áîðà íà Â-õðîìîñîìàõ. Ïðè âûðàâíèâàíèè ãåíîâ Â-õðî-
ìîñîì ïðîòèâ ãåíîìà ÿ÷ìåíÿ áûëè îáíàðóæåíû 4 êðóï-
íûõ ðåãèîíà ñîîòâåòñòâèÿ íàðÿäó ñ ìíîãî÷èñëåííûìè
ñëó÷àéíûìè ó÷àñòêàìè, ðàñïðåäåëåííûìè ïî âñåìó ãå-
íîìó.

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëè ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû,
ñâèäåòåëüñòâóþùèå î íàëè÷èè óíèêàëüíûõ ãåíîâ íà äî-
áàâî÷íûõ õðîìîñîìàõ êîñóëè, ëåììèíãà è ìàçàìà ïóòåì
èçó÷åíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé DOP (degenerate oligonuc-
leotide primer) — àìïëèôèöèðîâàííûõ áèáëèîòåê ñîðòè-
ðîâàííûõ õðîìîñîì (íåîïóáëèêîâàííûå äàííûå).
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Íàèáîëåå ìíîãîîáåùàþùèì âûãëÿäèò íåïîñðåäñò-
âåííîå èçó÷åíèå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
Â-õðîìîñîì ìåòîäàìè ïîëíîãåíîìíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ.
Ñóùåñòâóþò äâà îñíîâíûõ ìåòîäà èçîëÿöèè õðîìîñîì:
1) õðîìîñîìíûé ñîðòèíã, ïî ñâîåé ñóòè ïðåäñòàâëÿþùèé
ñîáîé óñëîæíåííûé âàðèàíò ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè
(Gray et al., 1975; Stubblefield et al., 1975) è ïîçâîëÿþùèé
ïîëó÷èòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî (10å3—10å5) õðîìîñîì, íî
âñåãäà ñ êîíòàìèíàöèåé ôðàãìåíòàìè äðóãèõ õðîìîñîì è
ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ (Ibrahim, Van den Engh, 2004);
2) ìèêðîäèññåêöèÿ, ïîçâîëÿþùàÿ âûäåëèòü íå òîëüêî
õðîìîñîìû, íî è èõ ôðàãìåíòû â íåáîëüøîì êîëè÷åñò-
âå (Scalenghe et al., 1981; Weimer et al., 1999); ïðè ýòîì
âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü â àìïëèôèêàöèè äëÿ èõ äàëü-
íåéøåãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ (Weise et al.,
2009).

Äëÿ àìïëèôèêàöèè ïðèìåíÿþòñÿ ñëåäóþùèå ìåòîäû:
1) DOP (degenerate oligonucleotide primer) àìïëèôèêà-
öèÿ — ÏÖÐ ñ ÷àñòè÷íî âûðîæäåííûìè ïðàéìåðàìè (Te-
lenius et al., 1992) — ýòîò ìåòîä ÷àñòî èñïîëüçóþò äëÿ ñî-
çäàíèÿ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûõ ïðîá äëÿ FISH (Trifonov
et al., 2002); 2) ìåòîä MDA (multiple displacement amplifi-
cation) — àìïëèôèêàöèÿ ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçû Ô29 è
ñëó÷àéíûõ ãåêñàïðàéìåðîâ (Dean et al., 2002), èñïîëüçóå-
ìûé äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîìîâ îòäåëüíûõ êëåòîê (Spits
et al., 2006).

Ñîâðåìåííûå òåõíîëîãèè ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîçâîëÿþò
ñ äîñòàòî÷íî íåáîëüøèìè çàòðàòàìè ïîëó÷èòü äàííûå î
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ äëèíîé äî íåñêîëüêèõ ìèëëèàðäîâ
ï. í. (Metzker, 2009), ÷òî íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïîëíîöåííîé
ñáîðêè ãåíîìà, íî âïîëíå ïðèåìëåìî äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ
õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûõ áèáëèîòåê ñ íåáîëüøèì ïîêðû-
òèåì. Îñíîâíîé ïðîáëåìîé ïðè àíàëèçå ïîëó÷àåìûõ äàí-
íûõ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå êà÷åñòâåííîé ñáîðêè è àííîòàöèè
ãåíîìà áëèçêîðîäñòâåííîãî âèäà äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýôôåê-
òèâíîãî âûðàâíèâàíèÿ è ïðåäñêàçàíèÿ âîçìîæíûõ ôóíê-
öèé îáíàðóæèâàåìûõ ýëåìåíòîâ. Çäåñü ìîãóò ïîìî÷ü
ïðîåêòû âðîäå Genome 10K (Haussler et al., 2009) äëÿ ïî-
çâîíî÷íûõ, íàöåëåííûå íà ñåêâåíèðîâàíèå, ñáîðêó è àí-
íîòàöèþ ãåíîìîâ ïðåäñòàâèòåëåé îñíîâíûõ òàêñîíîâ.

Â ïðèìåíåíèè ê Â-õðîìîñîìàì ìåòîäû ïîëíîãåíîì-
íîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ïîëó÷àòü ëèøü ïðèìåð-
íîå ïðåäñòàâëåíèå îá èõ ñîñòàâå. Ñáîðêà ïîëíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè íåîáõîäèìà äëÿ óòî÷íåíèÿ âçàèìíîãî ðàñ-
ïîëîæåíèÿ ãåíîâ è ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ, ðàâíî êàê
äëÿ îòñëåæèâàíèÿ òî÷åê ðàçðûâà. Ýòà çàäà÷à âñå åùå
îñòàåòñÿ íåðåøåííîé, òàê êàê îíà òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ öå-
ëåíàïðàâëåííîãî êàðòèðîâàíèÿ. Â ñîâðåìåííûõ ðàáîòàõ
îíî ïðîâîäèòñÿ ëèøü äëÿ îöåíêè ðàçìåðà óíèêàëüíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé (Yudkin et al., 2007; Duke Becker et al.,
2011).

Ñåêâåíèðîâàíèå äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ âûÿâëÿåò ôðàãìåíòû ãåíîâ (Duke Becker et al.,
2011; Yoshida et al., 2011; Martis et al., 2012). Ìåòîä ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîçâîëÿåò îöåíèòü, ñêîëüêî êîïèé ãå-
íîâ ïðèñóòñòâóåò íà Â-õðîìîñîìå (Yoshida et al., 2011).
Íàëè÷èå òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â êîäèðóþùèõ îáëàñòÿõ
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ âûÿñíåíèÿ íàëè÷èÿ òðàíñêðèï-
öèè íà Â-õðîìîñîìàõ ïóòåì ñåêâåíèðîâàíèÿ ÐÍÊ.

Ñîâðåìåííûå ìåòîäû ïîçâîëÿþò âûÿâëÿòü ðåãèîíû
ãåíîìà, èç êîòîðûõ ïðîèñõîäÿò Â-õðîìîñîìû. Ìåòîä
FISH ýôôåêòèâåí äëÿ ëîêàëèçàöèè ñïåöèôè÷íûõ ïîâòî-
ðîâ èëè ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ, à àíàëèç ñèíòåíèè ó

áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ — äëÿ óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, òàêèõ êàê ãåíû, êîäèðóþùèå áåëîê.

Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî òå íåìíîãèå ñëó÷àè, â êîòîðûõ
èññëåäîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óíèêàëüíûõ ãåíîâ íà
äîáàâî÷íûõ õðîìîñîìàõ, ïîêàçàëè çíà÷èòåëüíóþ ãåòåðî-
ãåííîñòü ñîñòàâà äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì ðàçíûõ âèäîâ, à
èíîãäà è âíóòðèêëåòî÷íóþ íåîäíîðîäíîñòü Â-õðîìîñîì
(Trifonov et al., 2002). Ýòè äàííûå ïîä÷åðêèâàþò íåîáõî-
äèìîñòü âîâëå÷åíèÿ áîëüøåãî ÷èñëà âèäîâ â èçó÷åíèå
ñòðóêòóðû äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì äëÿ ïîíèìàíèÿ ïðîèñ-
õîæäåíèÿ è ýâîëþöèè ýòèõ çàãàäî÷íûõ ñòðóêòóð.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðîã-
ðàììû «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ», Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è ÑÎ ÐÀÍ.
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The most recent data on sequencing and analysis of non-coding genome parts have revealed surprising bio-
logical functions of sequences, which were previously thought to be junk. Here we review the progress of tech-
niques for B chromosome analysis — from methods of classical cytogenetics to contemporary technologies of
high throughout genome sequencing, — and discuss the perspectives of involving new species with additional
chromosome to ongoing genomic projects.
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