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À. Ã. Êîðîëåâà è äð.
Äëèíà òåëîìåðíîé ÄÍÊ è ôèëîãåíèÿ áàéêàëüñêèõ è ñèáèðñêèõ ïëàíàðèé

Èññëåäîâàíû äèíàìèêà äëèíû òåëîìåðíîé ÄÍÊ (òÄÍÊ) ó áàéêàëüñêèõ è ñèáèðñêèõ ïëàíàðèé è ôè-
ëîãåíèÿ ýòîé ãðóïïû îðãàíèçìîâ íà îñíîâå àíàëèçà ôðàãìåíòîâ ãåíîâ 18S ðÄÍÊ è áåòà-àêòèíà. Óñòà-
íîâëåíà ñâÿçü ìåæäó äëèíîé òÄÍÊ è ðàçìåðàìè òåëà ïëàíàðèé. Ãèãàíòñêèå ïëàíàðèè, çà íåáîëüøèì
èñêëþ÷åíèåì, èìåþò â ñðåäíåì áîëåå äëèííóþ òÄÍÊ, ÷åì ïëàíàðèè íåáîëüøîãî ðàçìåðà. Ïðîñëåæèâà-
åòñÿ ôèëîãåíåòè÷åñêîå ðîäñòâî ìåæäó âèäàìè, èìåþùèìè áîëüøèå ðàçìåðû, ïðîòÿæåííûå òðåêè òÄÍÊ
è ñõîæóþ ñðåäó îáèòàíèÿ, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà âîçìîæíóþ ðîëü òÄÍÊ â ïðîÿâëåíèè âûñîêîé ðåãå-
íåðàöèîííîé ñïîñîáíîñòè ïëàíàðèé.
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18S ðÐÍÊ.
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òÄÍÊ — òåëîìåðíàÿ ÄÍÊ, TRF — òåðìèíàëüíûå ôðàãìåíòû ðåñòðèêöèè.

Ïëîñêèå ÷åðâè — ýòî òèï áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ,
áîëüøèíñòâî ïðåäñòàâèòåëåé êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ïàðàçèòà-
ìè. Ê ñâîáîäíîæèâóùèì ïëîñêèì ÷åðâÿì îòíîñèòñÿ êëàññ
Turbellaria, èëè ðåñíè÷íûå ÷åðâè, êîòîðûå äîâîëüíî øè-
ðîêî ðàñïðîñòðàíåíû êàê â ïðåñíûõ, òàê è â ñîëåíûõ âî-
äîåìàõ ìèðà. Ñàìàÿ ìíîãî÷èñëåííàÿ è ñâîåîáðàçíàÿ ôàó-
íà ðåñíè÷íûõ ÷åðâåé îáíàðóæåíà â îçåðå Áàéêàë, â êîòî-
ðîì ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îïèñàíî 164 âèäà, 98.8 % èç
íèõ ÿâëÿþòñÿ ýíäåìèêàìè îçåðà (Òèìîøêèí, 2005). Äëÿ
ñðàâíåíèÿ â îçåðå Áèâà, ñàìîì áîëüøîì ïðåñíîâîäíîì
îç. ßïîíèè, îáíàðóæåíî 36 âèäîâ òóðáåëëÿðèé, è âñåãî 3
èç íèõ ÿâëÿþòñÿ ýíäåìèêàìè (Nakajima, Nakai, 1994; Ti-
moshkin et al., 2011). Íàèáîëåå èçâåñòíûìè ñðåäè òóðáåë-
ëÿðèé ÿâëÿþòñÿ ïðåäñòàâèòåëè îòðÿäà Tricladida, èëè ïëà-
íàðèè, êîòîðûå óæå äîëãîå âðåìÿ èñïîëüçóþòñÿ êàê ìîäåëü-
íûå îáúåêòû ïðè èññëåäîâàíèè îíòîãåíåçà, ðåãåíåðàöèè,
êëåòî÷íîé ïàìÿòè è ïðîöåññîâ ýâîëþöèè. Â ýòîì îòðÿäå
ïî ýêîëîãè÷åñêîìó ïðèíöèïó âûäåëÿþò òðè ãðóïïû —
íàçåìíûå, ìîðñêèå è ïðåñíîâîäíûå ÷åðâè. Ïðåñíîâîäíûå
âêëþ÷àþò â ñåáÿ òðè ñåìåéñòâà — Dugesiidae, Planariidae
è Dendrocoelidae, ïîñëåäíèå äâà èìåþò áîëåå áëèçêèå
ðîäñòâåííûå ñâÿçè ìåæäó ñîáîé (Baguna, Riutort, 2004).

Èç 164 âèäîâ áàéêàëüñêèõ òóðáåëëÿðèé îêîëî 40 ïðè-
íàäëåæàò ê îòðÿäó Tricladida. Ïî ìîðôîëîãèè ãëîòêè èõ
îòíîñÿò ê ñåìåéñòâó Dendrocoelidae. Ýòî, êàê ïðàâèëî,
õèùíûå áåíòîñíûå æèâîòíûå, êîòîðûå îáèòàþò íà ðàç-
íûõ ãëóáèíàõ (îò íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ñàíòèìåòðîâ äî
1500 ì). Íà áîëüøèõ ãëóáèíàõ îáèòàåò 17 âèäîâ, è ïðàê-
òè÷åñêè âñå îíè ÿâëÿþòñÿ ÷åðâÿìè—ãèãàíòàìè ñî ñðåä-
íèì ðàçìåðîì 12—14 ñì â äëèíó, à Baikaloplana valida
ìîæåò äîñòèãàòü 40 ñì (Ïîðôèðüåâà, 1977; Òèìîøêèí,

2005). Ôèëîãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ íåêîòîðûõ ïðåä-
ñòàâèòåëåé ýòîé ãðóïïû îðãàíèçìîâ, îñíîâàííûå íà àíà-
ëèçå ôðàãìåíòà ãåíà 18S ðÐÍÊ (Êóçíåäåëîâ è äð., 1996),
âûÿâèëè íåêîòîðûå íåñîîòâåòñòâèÿ ñ ôèëîãåíèåé, îñíî-
âàííîé íà ìîðôîëîãè÷åñêèõ äàííûõ (Ïîðôèðüåâà, 1977).
Íàïðèìåð, âèäû ðîäà Sorocelis íå îáðàçîâàëè åäèíîãî
êëàñòåðà, õîòÿ ìîðôîëîãèÿ èõ ïîëîâûõ àïïàðàòîâ î÷åíü
áëèçêà, à âíóòðè ðîäà Baikalobia èçìåíèëèñü ïðåäñòàâëå-
íèÿ î ðîäñòâå ìåæäó áëèçêèìè âèäàìè.

Ïëàíàðèè, îáëàäàþùèå óíèêàëüíûì ñâîéñòâîì, à èìåí-
íî âûñîêîé ðåãåíåðàöèîííîé ñïîñîáíîñòüþ, ïðåäñòàâëÿþò
áîëüøîé èíòåðåñ â êà÷åñòâå îáúåêòîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ è ñòðóêòóð, ó÷àñòâóþùèõ â ïðî-
ÿâëåíèè ýòîãî ñâîéñòâà. Ïëàíàðèè ñïîñîáíû ðàçìíîæàòüñÿ
êàê ïîëîâûì, òàê è áåñïîëûì ïóòåì, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ñóùå-
ñòâîâàíèå ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ ïîääåðæàíèÿ ïîñòîÿíñòâà
÷èñëà è ñòðóêòóðû õðîìîñîì. Â ñâÿçè ñ ýòèì áîëüøîå çíà-
÷åíèå ïðèîáðåòàåò çíàíèå ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè òå-
ëîìåð — ðàéîíîâ õðîìîñîì, íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñòâóþùèõ
â ïðîöåññàõ ñîõðàíåíèÿ ïîñòîÿííîãî ðàçìåðà è ÷èñëà õðî-
ìîñîì â ïðîöåññàõ èíäèâèäóàëüíîãî ðàçâèòèÿ è ðåãåíåðàöèè.
Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH)
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÄÍÊ ïëàíàðèé íà êîíöàõ õðîìîñîì
ñîäåðæèò êîðîòêèé ïîâòîð TTAGGG (Hirai, LoVerde,
1996; Joffe et al., 1996), êîòîðûé, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ
áàçîâûì ïîâòîðîì äëÿ âñåõ Metazoa (Traut et al., 2007). Â
ïðåäåëàõ îäíîãî âèäà — åâðîïåéñêîé ïëàíàðèè Schmid-
tea mediterranea (Dugesiidae) — ó äâóõ ëèíèé ñ ïîëîâûì è
áåñïîëûì ðàçìíîæåíèåì áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ êàê â
äëèíå òåëîìåðíîé ÄÍÊ (òÄÍÊ), òàê è â ñïîñîáíîñòè åå
ïîääåðæàíèÿ â ïðîöåññå ðåãåíåðàöèè (Tan et al., 2012).
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Ñòðóêòóðà, ðàçìåðû è îðãàíèçàöèÿ òÄÍÊ ó ïëàíàðèé
îç. Áàéêàë äî ñèõ ïîð ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíà. Â ñòàòüå Êî-
ðîëåâîé è ñîàâòîðîâ (2010) ñîîáùàåòñÿ î äëèíå òÄÍÊ ó
íåêîòîðûõ âèäîâ áàéêàëüñêèõ ïëàíàðèé. Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ìû ðàñøèðèëè íàáîð âèäîâ ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ âîç-
ìîæíîé ñâÿçè äëèíû òÄÍÊ ñ ðàçìåðàìè òåëà ó èññëåäóåìûõ
îðãàíèçìîâ. Êðîìå òîãî, ìû èñïîëüçîâàëè äàííûå î ðàçìå-
ðàõ òÄÍÊ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ôðàãìåíòîâ ãåíîâ 18S
ðÄÍÊ (18S ðÐÍÊ) è àêòèíà (ACT) äëÿ àíàëèçà ôèëîãåíå-
òè÷åñêèõ îòíîøåíèé ó âèäîâ áàéêàëüñêèõ ïëàíàðèé ñåì.
Dendrocoelidae è îäíîãî ñèáèðñêîãî âèäà ñåì. Planariidae.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ïðåäñòàâèòåëè 11 âèäîâ ïëà-
íàðèé, ïðèíàäëåæàùèõ äâóì ñåìåéñòâàì: Dendrocoelidae
(Baikalobia guttata, B. copulatrix, B. variegata, Rimacephalus
arecepta, R. pulvinar, Sorocelis hepatizon, S. nigrofasciata,
Protocotylus sp., Baikaloplana valida, Bdellocephala baika-
lensis) è Planariidae (Phagocata sibirica ). Âñå èññëåäóåìûå
âèäû ïåðâîãî ñåìåéñòâà ÿâëÿþòñÿ ýíäåìèêàìè îç. Áàéêàë,
èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò ðîä Bdellocephala. Âèä P. sibirica
òîæå íå ýíäåìè÷åí, îí îáèòàåò â íåáîëüøèõ ðå÷êàõ ñ ïðî-
òî÷íîé âîäîé â ðàçëè÷íûõ ðàéîíàõ Ñèáèðè, ïîýòîìó ìû
åãî îáîçíà÷àåì êàê ñèáèðñêèé. Îñîáè áûëè ñîáðàíû â ðàç-
íûõ ðàéîíàõ îç. Áàéêàë (çàëèâ Áîëüøèå Êîòû, Ëèñòâåí-
íè÷íûé çàëèâ, ×èâûðêóéñêèé çàëèâ, Ñåëåíãèíñêîå ìåëêî-
âîäüå) è â ïðèáðåæíûõ ðåêàõ è ðó÷üÿõ (ð. Áîëüøèå Êîòû,
ðó÷åé Æèëèùå) íà ðàçíûõ ãëóáèíàõ (îò 10 ñì äî 1500 ì).

Ãåíîìíàÿ ÄÍÊ èç òêàíåé ïëàíàðèé áûëà âûäåëåíà
ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ôåíîë-õëîðîôîðìíîé ýêñòðàêöèè
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòåèíàçû K (Sambrook et al., 1989) ñ
íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåé
äëèíû òåëîìåð èñïîëüçîâàëè àíàëèç òåðìèíàëüíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ðåñòðèêöèè (TRF). Òîòàëüíóþ ÄÍÊ (1 ìêã) ïîä-
âåðãàëè ðåñòðèêöèè ñ ïîìîùüþ ñìåñè ìåëêîùåïÿùèõ ðå-
ñòðèêòàç HinfI è RsaI è ðàçäåëÿëè ïîñðåäñòâîì ïóëüñ-
ýëåêòðîôîðåçà â àïïàðàòå CHEF-DR III (Bio-Rad, ÑØÀ) â
1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå è 0.5-êðàòíîì ÒBÅ ïðè 14 °C: íà-
÷àëüíûé èìïóëüñ 0.5, êîíå÷íûé — 4 ñ, ïðè íàïðÿæåíèè
6 Â/ñì2 â òå÷åíèå 16 ÷. Ôðàãìåíòû ÄÍÊ ïåðåíîñèëè íà
íåéëîíîâóþ ìåìáðàíó è ãèáðèäèçîâàëè ïî Ñàóçåðíó ñ ðà-
äèîàêòèâíî ìå÷åííûì çîíäîì â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ôðàãìåíò òÄÍÊ
(TTAGGG)15 äëÿ áëîò-ãèáðèäèçàöèè ìåòèëè [α-32P]-äÀÒÔ
(~ 2.22�1014 Áê/ììîëü, ÔÃÓÏ «ÈÐÌ», Ðîññèÿ) ìåòîäîì
ñòàòèñòè÷åñêîé çàòðàâêè (Feinberg, Vogelstein, 1983).
Àíàëèç äëèíû òÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ïî ìàðêåðàì ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû â ïðîãðàììå Image Quant TL v.2005.

Àìïëèôèêàöèþ 18S ðÐÍÊ è ACT ïðîâîäèëè ìåòîäîì
ÏÖÐ â 10 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé â êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 2.5 ìÌ õëîðèñòîãî ìàãíèÿ, 0.2 ìÌ
êàæäîãî dNTP, 1 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà, 10—50 íã òî-
òàëüíîé ÄÍÊ è 0.1—0.2 åä. àêòèâíîé Taq-ïîëèìåðàçû
(ÎÎÎ Ëàáîðàòîðèÿ Ìåäèãåí) äëÿ ãåíà 18S ðÐÍÊ è
0.1—0.2 åä. àêòèâíîé HS Taq-ïîëèìåðàçû (ÇÀÎ Åâðîãåí)
äëÿ ãåíà ACT. Àìïëèôèêàöèþ îñóùåñòâëÿëè 40-êðàòíûì
ïîâòîðåíèåì ñòàäèé â ñëåäóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
94 °C — 20 ñ, 53 °C — 20 ñ è 72 °C — 60 ñ äëÿ 18S ðÐÍÊ
è 94 °C — 15 ñ, 60 °C — 15 ñ è 72 °C — 60 ñ äëÿ ACT. Äëÿ
àìïëèôèêàöèè ãåíà 18S ðÐÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû
5R-TACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3R (ïðÿìîé) è 5R-AT-
TACCGCGGCTGCTGGCACC-3R (îáðàòíûé) (Êóçíåäåëîâ
è äð., 1996). Ïðàéìåðû íà ACT áàéêàëüñêèõ ïëàíàðèé áûëè

ïîäîáðàíû ïî êîíñåðâàòèâíûì ó÷àñòêàì âûðîâíåííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàçíûõ îðãàíèçìîâ, âçÿòûõ èç áàçû
äàííûõ NCBI, â ÷èñëå êîòîðûõ áûëà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ôðàãìåíòà ãåíà áåòà-àêòèíà ïëàíàðèè Dugesia ryukyuensis
(AB292462). Ñòðóêòóðà ïðàéìåðîâ ñëåäóþùàÿ: 5R-CATG-
GAGAAGATCTGGCATCA-3R (ïðÿìîé) è 5R- TTAGAAG-
CATTTACGGTGAAC-3R (îáðàòíûé). ÏÖÐ-ïðîäóêòû î÷è-
ùàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíîê (êîìïàíèè GE Healthcare
è ÎÎÎ Öèòîêèí) è ñåêâåíèðîâàëè ñ ýòèìè æå ïðàéìåðàìè.

Âûðàâíèâàíèå íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
îáîèõ ãåíîâ îñóùåñòâëÿëè â ïðîãðàììå ClustalW1.6 (Thom-
pson et al., 1994) è êîððåêòèðîâàëè âðó÷íóþ. Ïîäõîäÿùàÿ
ìîäåëü ýâîëþöèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áûëà
âûáðàíà ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû jModelTest (0.1.1) (Posa-
da, 2008) íà îñíîâàíèè èíôîðìàöèîííîãî êðèòåðèÿ Àêàèêå
(AICc). Ðåêîíñòðóêöèè ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äåðåâüåâ ïî êàæ-
äîìó ãåíó îòäåëüíî è èõ êîìáèíàöèè ïðîèçâîäèëè â ïðî-
ãðàììå MrBayes (3.1.2) (Huelsenbeck, Ronquist, 2001) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìîäåëè GTR + I + G ñ ãàììà-ðàñïðåäåëåíè-
åì ñêîðîñòè çàìåí (G) è ó÷åòîì èíâàðèàíòíûõ ñàéòîâ (I)
íà îñíîâå êðèòåðèÿ Áàéåñà è ìåòîäà ìàêñèìàëüíîãî ïðàâ-
äîïîäîáèÿ. Öåïè Ìàðêîâà (MCMC) ðàññ÷èòûâàëè â òå÷åíèå
10 000 000 ïîêîëåíèé (4 öåïè ïàðàëëåëüíî) ñ ÷àñòîòîé çàïè-
ñè ïàðàìåòðîâ êàæäûå 100 ïîêîëåíèé. Ïåðâûå 2 500 000 ïî-
êîëåíèé èñïîëüçîâàëè äëÿ ñòàáèëèçàöèè ìåòîäà ïðàâäî-
ïîäîáèÿ, à îñòàëüíûå — äëÿ îöåíêè àïîñòåðèîðíîé âåðî-
ÿòíîñòè. Êðèòåðèåì äîñòîâåðíîñòè ñëóæèëà àïîñòåðèîð-
íàÿ âåðîÿòíîñòü, ïðåâûøàþùàÿ 95 %. Êðîìå òîãî, ðåêîí-
ñòðóêöèþ äåðåâüåâ ïðîâîäèëè â ïàêåòå ïðîãðàìì MEGA
(4.0.2), ãäå èñïîëüçîâàëè ìåòîä áëèæàéøèõ ñîñåäåé (Ne-
ighbor-Joining) è ìîäåëü Êèìóðà-2-ïàðàìåòðà ñ äîïîëíè-
òåëüíûì áóòñòðåï-àíàëèçîì (1000 ðåïëèêàöèé). Ñ ïîìîùüþ
îáîèõ ìåòîäîâ (ìàêñèìàëüíîãî ïðàâäîïîäîáèÿ è áëèæàé-
øèõ ñîñåäåé) áûëè ïîëó÷åíû äåðåâüÿ ñõîæåé òîïîëîãèè.
Âñå äåðåâüÿ ãðàôè÷åñêè ðåäàêòèðîâàëè â MEGA (4.0.2).

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: àãàðîçó LE2,
íåéëîíîâóþ ìåìáðàíó Hybond XL (GE Healthcare, Amers-
ham, ÑØÀ), ïðîòåèíàçó K (Sigma, ÑØÀ), ìàðêåðû ðàçìå-
ðîâ ÄÍÊ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas, Ëèòâà), 8—48
(Bio-Rad, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû TRF-àíàëèçà ïðåä-
ñòàâèòåëåé ñåì. Dendrocoelidae — B. guttata, B. copulatrix,
B. variegata, R. arecepta, R. pulvinar, S. hepatizon, S. nigro-
fasciata, Protocotylus sp., B. valida, B. baikalensis è îäíîãî
ñèáèðñêîãî âèäà ñåì. Planariidae — P. sibirica. Äëèíà òÄÍÊ
âàðüèðóåò ìåæäó âèäàìè ðàçíûõ ðîäîâ, à òàêæå âíóòðè îä-
íîãî ðîäà (ðîäû Baikalobia, Sorocelis, Rimacephalus). Ìàê-
ñèìàëüíûé ðàçìåð äëèíû êîëåáëåòñÿ îò 9.5 äî 34 ò. ï. í.
Âñëåäñòâèå ñóùåñòâåííîé ìåæõðîìîñîìíîé ãåòåðîãåííîñòè
ó÷èòûâàëè êàê ìàêñèìàëüíóþ, òàê è ñðåäíþþ äëèíó òÄÍÊ,
êîòîðîé ñîîòâåòñòâîâàë ó÷àñòîê íàèáîëüøåé ïëîòíîñòè
ïðè ðàäèîàâòîãðàôèè. Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ýòè çíà÷åíèÿ,
à òàêæå ðàçìåð òåëà èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ ïëàíàðèé.

Àíàëèç ñîîòíîøåíèÿ ðàçìåðà òåëà ïëàíàðèé è ìàêñè-
ìàëüíîé äëèíû èõ òÄÍÊ (ðèñ. 2) ïîçâîëèë âûÿâèòü îïðå-
äåëåííóþ çàêîíîìåðíîñòü: âèäû-ãèãàíòû â ñðåäíåì õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå äëèííîé òÄÍÊ. Ýòà çàêîíîìåðíîñòü
ïîäòâåðæäàåòñÿ âûñîêèìè çíà÷åíèÿìè êîýôôèöèåíòîâ
êîððåëÿöèè (R = 0.73) è äåòåðìèíàöèè (R2 = 0.53).

Ïîëó÷åííûå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôðàã-
ìåíòîâ ãåíîâ 18S ðÐÍÊ (ïî îäíîìó îáðàçöó äëÿ êàæäîãî
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âèäà, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 18S ðÐÍÊ äëÿ B. guttata áûëà
âçÿòà èç áàçû äàííûõ NCBI — Z99946) è àêòèíà (îò 1 äî
7 îáðàçöîâ äëÿ âèäà) èñïîëüçîâàëè äëÿ ôèëîãåíåòè÷åñêî-
ãî àíàëèçà. Äëèíà ôðàãìåíòîâ ñîñòàâëÿåò 540 è 712 ï. í.,
ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ACT ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå äèâåð-
ãåíöèè â ïðåäåëàõ èññëåäóåìîé ãðóïïû ðàâíî 0.23. Óðî-
âåíü âíóòðèâèäîâîãî ãåíåòè÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà (p)
ýòîãî ôðàãìåíòà ñîñòàâëÿåò: 0.01 äëÿ B. guttata, 0.001 äëÿ
B. variegata, 0.004 äëÿ B. valida, 0.001 äëÿ P. sibirica,
0.018 äëÿ Protocotylus sp., 0.003 äëÿ R. pulvinar. Ó ïðåä-
ñòàâèòåëåé R. arecepta, B. copulatrix, S. hepatizon è S. nig-
rofasciata íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Act â ïðå-
äåëàõ âèäîâ èäåíòè÷íû. Ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå äèâåð-
ãåíöèè ñðåäè èññëåäîâàííûõ âèäîâ äëÿ 18S ðÐÍÊ ðàâíî
0.08, ÷òî çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ äëÿ Act.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 18S ðÐÍÊ ó ïðåäñòàâèòåëåé âèäîâ
B. valida, R. pulvinar, R. arecepta è Protocotylus sp. èäåí-
òè÷íû, äëÿ îñòàëüíûõ âèäîâ íàáëþäàëè ðàçëè÷èÿ. Ñîîò-
íîøåíèå êîëè÷åñòâà òðàíçèöèé/òðàíñâåðñèé äëÿ îáîèõ
ôðàãìåíòîâ ðàâíÿëîñü ïðèìåðíî 1.

Óðîâåíü ïîääåðæêè âåòâåé äðåâà 18S ðÐÍÊ íåâûñîêèé
(ðèñ. 3, à). Î÷åâèäíî, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ âûñîêîé êîíñåðâà-
òèâíîñòüþ ýòîãî ãåíà. Â öåëîì ïî äðåâó 18S ðÐÍÊ ìîæíî
âûäåëèòü òðè êëàñòåðà: 1) âèäû B. baikalensis è P. sibirica;
2) ïðåäñòàâèòåëè ðîäà Baikalobia; 3) ïðåäñòàâèòåëè ðàç-
íûõ ðîäîâ: Sorocelis, Rimacephalus, Baikaloplana, Protoco-
tylus, êîòîðûå íå âûäåëÿþòñÿ â îòäåëüíûå ïîäêëàñòåðû.

Ôèëîãåíåòè÷åñêîå äðåâî ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì
ACT (ðèñ. 3, á) ÿâëÿåòñÿ áîëåå èíôîðìàòèâíûì, ÷åì ïî
18S ðÐÍÊ. Ýòî âûðàæàåòñÿ, â ÷àñòíîñòè, â îòñóòñòâèè íó-
ëåâûõ ãåíåòè÷åñêèõ ðàññòîÿíèé ìåæäó âèäàìè è â áîëåå
âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ ïîääåðæêè âíóòðåííèõ âåòâåé. Â äðå-
âå, òàê æå êàê è äëÿ 18S ðÐÍÊ, ìîæíî âûäåëèòü 3 êëàñòå-
ðà. Ïåðâûé êëàñòåð ñîñòàâëÿåò îäèí âèä — P. sibirica ,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Act äëÿ B. baikalensis íå áûëà ïîëó-
÷åíà. Â êëàñòåðå 2 âèäû B. guttata è B. copulatrix ÿâëÿþò-
ñÿ ôèëîãåíåòè÷åñêè áëèçêèìè, à âèä B. variegata çíà÷èòå-
ëüíî óäàëåí îò íèõ, îáðàçóÿ îòäåëüíóþ âåòâü. Â ïðåäåëàõ
êëàñòåðà 3 âûäåëÿåòñÿ ïîäêëàñòåð, îáðàçîâàííûé âèäàìè
ðîäà Rimacephalus. Âñå óêàçàííûå êëàñòåðû è ïîäêëàñòå-
ðû èìåþò âûñîêóþ ñòàòèñòè÷åñêóþ ïîääåðæêó. Âèäû
S. hepatizon è S. nigrofasciata îòíîñÿòñÿ ê ðàçíûì ïîäêëà-
ñòåðàì, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå äàííûìè
(Êóçíåäåëîâ è äð., 1996).

Ïîëàãàÿ, ÷òî ðåêîíñòðóèðîâàííîå ïî îáåèì ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿì (18S ðÐÍÊ è ACT) äðåâî áîëåå íàäåæíî îò-
ðàæàåò ôèëîãåíåòè÷åñêèå îòíîøåíèÿ èññëåäóåìûõ âè-
äîâ, ìû ñîïîñòàâèëè åãî ñî çíà÷åíèÿìè äëèíû òÄÍÊ è
ðàçìåðîâ òåëà (ðèñ. 4). Ïðåäñòàâèòåëè êëàñòåðîâ 2 è 3 îò-
ëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî îáîèì ïàðàìåòðàì.

Îáñóæäåíèå

Ïîïûòêè èñïîëüçîâàòü ðàçìåð òÄÍÊ â êà÷åñòâå ìîëå-
êóëÿðíîãî ìàðêåðà â ôèëîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ
ïðåäïðèíèìàëèñü (Gomes et al., 2011), íî äàëè ïðîòèâîðå-
÷èâûå ðåçóëüòàòû, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ïðèçíàêîâ, â êîíò-
ðîëå çà êîòîðûìè ó÷àñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå ãåííûå
êîìïëåêñû. Íåñìîòðÿ íà ýòî, ìû ïîëàãàëè, ÷òî ïîèñê âîç-
ìîæíîé êîððåëÿöèè ìåæäó äëèíîé òÄÍÊ è ðàçìåðîì
òåëà, òàê æå êàê è âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ ïðè-
çíàêîâ äëÿ óòî÷íåíèÿ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ñâÿçåé, ïðåä-
ñòàâëÿþò îñîáûé èíòåðåñ â ñèëó ñïåöèôè÷åñêèõ îñîáåí-
íîñòåé âûáðàííîãî îáúåêòà, î ÷åì óïîìèíàëîñü â íà÷àëå
ðàáîòû.

Äëèíà òåëîìåðíîé ÄÍÊ è ôèëîãåíèÿ áàéêàëüñêèõ è ñèáèðñêèõ ïëàíàðèé 249

Ðèñ. 1. Äëèíà òÄÍÊ ó 11 âèäîâ ïëàíàðèé: Baikalobia variegata
(B. var.), Baikalobia guttata (B. g.), Baikalobia copulatrix (B. c.),
Bdellocephala baikalensis (Bd. b.), Phagocata sibirica (Ph. s.),
Sorocelis nigrofasciata (S. n.), Sorocelis hepatizon (S. h.), Rima-
cephalus arecepta (R. a.), Rimacephalus pulvinar (R. p.), Protoco-

tylus sp. (Pr.), è ò. ï. Baikaloplana valida (B. val.).

Ñëåâà ïîêàçàíû çíà÷åíèÿ ìàðêåðà ìîë. ìàññû â ò. ï. í.

Äëèíà òåëà, ñðåäíÿÿ è ìàêñèìàëüíàÿ äëèíà òÄÍÊ
ó èññëåäîâàííûõ âèäîâ ïëàíàðèé

Âèä Äëèíà
òåëà, ñì

Ñðåäíÿÿ
äëèíà òÄÍÊ,

ò. ï. í.

Ìàêñèìàëüíàÿ
äëèíà òÄÍÊ,

ò. ï. í.

Baikalobia variegata 2.5—2.8 10 21

B. guttata 1.8—2 8 12

B. copulatrix 2.5 4 9.5

Bdellocephala baikalinsis 3—4 5.5 20.5

Phagocata sibirica 2 7 11.2

Sorocelis nigrofasciata 2—2.2 4.5 13.5

S. hepatizon 7 9.3 22.6

Rimacephalus arecepta 12 7 11

R. pulvinar 11 9 20

Protocotylus sp. 10 9 25

Baikaloplana valida 15—40 18.6 34

Ðèñ. 2. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó äëèíîé òåëîìåðíîé ÄÍÊ (òÄÍÊ) è
äëèíîé òåëà ó èññëåäóåìûõ âèäîâ ïëàíàðèé.



Ñðàâíåíèå çíà÷åíèé äëèíû òÄÍÊ ó ýíäåìè÷íûõ âèäîâ
áàéêàëüñêèõ ïëàíàðèé, èìåþùèõ ðàçëè÷íûé ðàçìåð òåëà
(ðèñ. 1; ñì. òàáëèöó), ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå ïî-
ëîæèòåëüíîé êîððåëÿöèè ìåæäó ýòèìè ïàðàìåòðàìè, ÷òî
ïîäòâåðæäàåòñÿ çíà÷åíèåì êîýôôèöèåíòà êîððåëÿöèè
(ðèñ. 2). Øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûé â ðàçëè÷íûõ ðàéîíàõ
Ñèáèðè âèä P. sibirica ñ íåáîëüøèì ðàçìåðîì òåëà èìååò
è íåáîëüøóþ äëèíó òÄÍÊ. Èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàí-
íûå î çàâèñèìîñòè äëèíû òÄÍÊ è ðàçìåðîâ òåëà îðãàíèç-
ìîâ, òàê æå êàê è â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ ýòèõ ïàðàìåòðîâ
äëÿ ôèëîãåíèè, óêàçûâàþò íà ïðîòèâîðå÷èâûå òåíäåíöèè.

Ïðîâåäåííûé íàìè êîððåëÿöèîííûé àíàëèç ïîêàçàë,
÷òî ó çàéöåîáðàçíûõ (Forsyth et al., 2005) è ó õâîéíûõ
ðàñòåíèé (Flanary, Kletetschka, 2005), òàê æå êàê è ó áàé-
êàëüñêèõ ïëàíàðèé, ñóùåñòâóåò ïîëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿ-
öèÿ ìåæäó ýòèìè ïàðàìåòðàìè (R = 0.8 è R = 0.6 ñîîòâåò-

ñòâåííî). Îäíàêî îòðèöàòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó äëè-
íîé òÄÍÊ è ìàññîé òåëà áûëà îáíàðóæåíà ó ãðûçóíîâ:
êðóïíûå æèâîòíûå èìåëè íåáîëüøóþ äëèíó òÄÍÊ (R =
–0.5) (Seluanov et al., 2007). Ó ïòèö è ïðèìàòîâ êîððåëÿ-
öèÿ ìåæäó ðàçìåðàìè òåëà è äëèíîé òÄÍÊ ïî íàøèì ïîä-
ñ÷åòàì áûëà ñëàáîé (R = 0.3) (Bhatnagar et al., 1995; Dela-
ny et al., 2000; Steinert et al ., 2002; Salomons et al., 2009), à
ó ìóðàâüåâ îòñóòñòâîâàëà âîîáùå (R = –0.08) (Lorite et al.,
2007). Òàêèì îáðàçîì, îáíàðóæåííàÿ íàìè òåíäåíöèÿ â
ïðèñóòñòâèè äëèííûõ òðåêîâ òÄÍÊ ó êðóïíûõ ïëàíàðèé
îç. Áàéêàë, âåðîÿòíî, ñâÿçàíà ñ âîçìîæíûì àäàïòèâíûì
çíà÷åíèåì ýòîé õàðàêòåðèñòèêè, èìåþùåé âàæíîå çíà÷å-
íèå äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ âûñîêîé ðåãåíåðàöèîííîé ñïîñîá-
íîñòè, ñâîéñòâåííîé ýòèì îðãàíèçìàì.

Ïðîâåäåííûé íàìè ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç (ðèñ. 3, à, á)
âûÿâèë îïðåäåëåííóþ ñâÿçü ìåæäó ýâîëþöèåé äëèíû òÄÍÊ
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Ðèñ. 3. Ôèëîãåíåòè÷åñêèå îòíîøåíèÿ ìåæäó èññëåäîâàííûìè âèäàìè ïëàíàðèé.

à — äåðåâî, ðåêîíñòðóèðîâàííîå ïî ôðàãìåíòó ãåíà 18S ðÄÍÊ, â êà÷åñòâå âíåøíåé ãðóïïû âçÿòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà 18S ðÐÍÊ (FR797828) ìîë-
ëþñêà S. palustris; á — äåðåâî, ðåêîíñòðóèðîâàííîå ïî àêòèíó, â êà÷åñòâå âíåøíåé ãðóïïû âçÿòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà àêòèíà (GU592178) ýõèóðû
U. unicinctus. Â ñêîáêàõ óêàçàíî ÷èñëî ïîëó÷åííûõ íàìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàçíûõ îñîáåé îäíîãî è òîãî æå âèäà. Çäåñü è íà ðèñ. 4 â òî÷êàõ âåòâëå-

íèÿ óêàçàíû çíà÷åíèÿ àïîñòåðèîðíîé âåðîÿòíîñòè. Ëèíåéêè äåìîíñòðèðóþò ãåíåòè÷åñêèå ðàññòîÿíèÿ.

Ðèñ. 4. Äåðåâî, ðåêîíñòðóèðîâàííîå ïî ñîâìåùåííûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì 18S ðÐÍÊ è àêòèíà.

Â êà÷åñòâå âíåøíåé ãðóïïû âçÿòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ 18S ðÐÍÊ (HQ691211) è àêòèíà (X96515) äîæäåâîãî ÷åðâÿ L. terrestris.



è ýâîëþöèåé äëèíû òåëà ïëàíàðèé. Êàê âèäíî íà ðèñ. 4,
âèäû-ãèãàíòû, îáèòàþùèå íà áîëüøèõ ãëóáèíàõ (S. hepa-
tizon, R. arecepta, R. pulvinar, B. valida è Protocotylus sp.),
îáðàçóþò îäèí ïîäêëàñòåð. Òðåêè èõ òÄÍÊ èìåþò áîëü-
øóþ ïðîòÿæåííîñòü îò 20 äî 34 ò. ï. í. Îñòàëüíûå èçó-
÷åííûå âèäû õàðàêòåðèçóþòñÿ íåáîëüøèìè ðàçìåðàìè
òåëà è ðàñïðîñòðàíåíû ãëàâíûì îáðàçîì â ëèòîðàëè
îç. Áàéêàë. Îíè èìåþò áîëåå êîðîòêóþ òÄÍÊ — îò 9.5 äî
13.5 ò. ï. í. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü ñó-
ùåñòâîâàíèå îïðåäåëåííîé ñâÿçè ìåæäó ðàçìåðàìè
òÄÍÊ, âñåãî îðãàíèçìà è ñðåäîé îáèòàíèÿ. Îäíàêî èìåþ-
ùèåñÿ èñêëþ÷åíèÿ êàê ñðåäè ãèãàíòîâ (R. arecepta ñ äëè-
íîé òÄÍÊ 11 ò. ï. í.), òàê è ñðåäè ïëàíàðèé íåáîëüøîãî
ðàçìåðà (B. baikalensis è B. variegata ñ äëèíàìè òÄÍÊ
20.5 è 21 ò. ï. í.) íå ïîçâîëÿþò ïîêà äåëàòü îäíîçíà÷íûå
âûâîäû î äèíàìèêå èçìåíåíèÿ òÄÍÊ, ñîïðîâîæäàþùåé
äèâåðãåíöèþ èññëåäóåìûõ âèäîâ ïëàíàðèé. Äëÿ îòâåòà
íà ýòîò âîïðîñ òðåáóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Å. Ï. Çàéöåâîé,
Í. Â. Ìàêñèìîâîé è È. Â. Õàíàåâó çà ïîìîùü â ñáîðå è
ïðåäîñòàâëåíèè ôèêñèðîâàííîãî è æèâîãî ìàòåðèàëà,
Ë. Â. Ñóõàíîâîé — çà ïîìîùü â îñâîåíèè ìåòîäèê è îá-
ñóæäåíèè ðåçóëüòàòîâ, È. Ô. Æèìóëåâó, Å. À. Èâàíêè-
íîé, À. Â. Èâàíêèíó è À. Ì. Îëîâíèêîâó — çà ïîìîùü â
âûïîëíåíèè ðàáîòû è öåííûå ñîâåòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå èí-
òåãðàöèîííûõ ïðîåêòîâ ÑÎ ÐÀÍ ¹ 49, 37 è 51, Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
12-04-32052) è ãîñáþäæåòíîãî ïðîåêòà ¹ VII-62-1-4
«Ìåæäèñöèïëèíàðíîå èññëåäîâàíèå çàïëåñêîâîé çîíû
êàê âàæíîé ñîñòàâëÿþùåé ëèòîðàëè îçåðà Áàéêàë», à
òàêæå ïðè ïîääåðæêå ïðîãðàììû ñòðàòåãè÷åñêîãî ðàçâè-
òèÿ Èðêóòñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà (ïðîåêò
P212-04-04).
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TELOMERE LENGTH AND PHYLOGENETIC RELATIONSHIP OF BAIKAL
AND SIBERIAN PLANARIANS (TURBELLARIA, TRICLADIDA)

A. G. Koroleva,1, * E. V. Evtushenko,2 O. A. Timoshkin,1 A. V. Vershinin,2 S. V. Kirilchik1

1 Limnological Institute SB RAS, Irkutsk, and 2 Institute of Molecular and Cellular Biology SB RAS, Novosibirsk;
* e-mail: takonedo.bb@mail.ru

Dynamics of the telomeric DNA (tDNA) and the phylogeny of the Baikal and Siberian planarians have
been studied based on the analysis of the 18S rDNA and b-actin gene fragments. A relationship between tDNA
and the planarians size has been demonstrated. Giant planarians with a minor exception have longer tDNA than
little planarians. Phylogenetic affinity between the species that have the stretched tracks of tDNA, big size and
similar habitats may indicate possible role of tDNA in the development of the indefinite regenerative capacity
of planarians.

K e y w o r d s: planarians, Baikal, length of telomere DNA, phylogenetic analysis, actin, 18S rRNA.
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