
ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÊÎËÎÍÈÈ ÌØÀÍÎÊ:

ÀÍÀËÈÇ ÍÀ ÓÐÎÂÍÅ ÏÐÎÒÅÎÌÀ

© Â. À. Êóòþìîâ,1, * À. Ë. Ìàëüöåâà,1 Î. Í. Êîòåíêî,1 À. Í. Îñòðîâñêèé1, 2

1 Êàôåäðà çîîëîãèè áåñïîçâîíî÷íûõ Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 199034,

è 2 Äåïàðòàìåíò ïàëåîíòîëîãèè, Óíèâåðñèòåò Âåíû, 1090;
* ýëåêòðîííûé àäðåñ: mcdanaan@yandex.ru

Â. À. Êóòþìîâ è äð.
Ôóíêöèîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êîëîíèè ìøàíîê: àíàëèç íà óðîâíå ïðîòåîìà

Ìîäóëüíûå îðãàíèçìû ñîñòîÿò èç ïîâòîðÿþùèõñÿ ñòðóêòóðíûõ åäèíèö. Ìøàíêè (òèï Bryozoa) —
òèïè÷íûé ïðèìåð ìîäóëüíîé îðãàíèçàöèè. Ðîñò êîëîíèé ìøàíîê îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ïî÷êîâàíèÿ
ìîäóëåé (çîîèäîâ), à ðàçíîîáðàçèå ôîðì êîëîíèé îáóñëîâëåíî ðàçëè÷èÿìè â ðàñïðåäåëåíèè ëîêóñîâ
ïî÷êîâàíèÿ. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñïîñîáíîñòüþ ê ïî÷êîâàíèþ îáëàäàþò ëèøü çîîèäû â ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ ÷àñòÿõ êîëîíèè, ãäå íàõîäèòñÿ ðàñòóùèé êðàé èëè ëîêàëüíûå òåðìèíàëüíûå çîíû ðîñòà. Â òåõ ÷àñ-
òÿõ êîëîíèè, ãäå ïî÷êîâàíèå îòñóòñòâóåò, òàêæå ìîæíî âûäåëèòü çîíû, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ôóíêöèî-
íàëüíîé íàãðóçêå. Äëÿ ìíîãèõ âèäîâ ìøàíîê õàðàêòåðíî çàêîíîìåðíîå ïîâòîðåíèå çîí ñ ïèòàþùèìèñÿ
è íåïèòàþùèìèñÿ ìîäóëÿìè, ñâÿçàííîå ñ ïåðèîäè÷åñêîé äåãåíåðàöèåé è ðåãåíåðàöèåé ïîëèïèäà —
âòÿæíîé êðîíû ùóïàëåö, êèøå÷íèêà è îáñëóæèâàþùåé èõ ìóñêóëàòóðû. Ìåõàíèçìû, ðåãóëèðóþùèå
ôóíêöèîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó çîí âíóòðè êîëîíèè, íå èçó÷åíû. Ïðåäïîëîæèòåëüíî ñóùåñòâóþò
äåòåðìèíàíòû, èíäóöèðóþùèå (èíãèáèðóþùèå) ïî÷êîâàíèå çîîèäîâ è ðåöèêëèçàöèþ ïîëèïèäîâ â ðàç-
íûõ çîíàõ êîëîíèè. Âûÿâëåíèå áåëêîâûõ ìàðêåðîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ïîòåíöèàëüíûìè äåòåðìèíàíòàìè
ôóíêöèîíàëüíîé ñïåöèôèêàöèè îòäåëüíûõ çîí â êîëîíèÿõ Bryozoa, âîçìîæíî ïðè ïîìîùè ïðîòåîìíîãî
ìåòîäà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò îöåíèòü è ñðàâíèòü ïðîôèëü áåëêîâ, ýêñïðåññèðóåìûõ â êîíêðåòíûõ çîíàõ
(â êëåòêàõ, òêàíè, îðãàíå). Ñðàâíåíèå ïðîòåîìîâ ðàçëè÷íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ çîí â êîëîíèÿõ Bryozoa
ìîæåò ïîçâîëèòü âûÿâèòü áåëêîâûå ìàðêåðû, ÿâëÿþùèåñÿ ïîòåíöèàëüíûìè äåòåðìèíàíòàìè ôóíêöèî-
íàëüíîé ñïåöèôèêàöèè. Â íàøåé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí àíàëèç òðåõ ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ôîðìå êîëîíèé
âèäîâ áåëîìîðñêèõ ìøàíîê — Flustrellidra hispida, Terminoflustra membranaceotruncata è Securiflustra
securifrons. Ñ ïîìîùüþ äâóõìåðíîãî ðàçíîñòíîãî ýëåêòðîôîðåçà 2D-DIGE áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå
ïðîòåîìîâ ïåðèôåðè÷åñêîé çîíû ðîñòà, çîíû ñ ïîëèïèäàìè è çîíû áåç ïîëèïèäîâ. Áûë îöåíåí îáùèé
óðîâåíü ðàçëè÷èé ìåæäó çîíàìè, à òàêæå âûÿâëåíû áåëêè, îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî êîòîðûõ ãðàäèåí-
òíî èçìåíÿåòñÿ âäîëü ïðîêñèìàëüíî-äèñòàëüíîé îñè êîëîíèè. Ýòè áåëêè, âîçìîæíî, âîâëå÷åíû â äåòåð-
ìèíàöèþ ôóíêöèîíàëüíîé çîíàëüíîñòè êîëîíèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìøàíêè, Bryozoa, ôóíêöèîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ìîäóëüíûå îðãàíèçìû,
ïðîòåîìíûé àíàëèç, 2D-DIGE.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÕÀÏÑ — 3-[(3-õîëàìèäîïðî-
ïèë)äèìåòèëàììîíèé-]-1-ïðîïàíñóëüôîíàò, ACN — àöåòîíèòðèë, DTT — äèòèîòðåèòîë, DIGE — äèô-
ôåðåíöèàëüíûé ýëåêòðîôîðåç, IEF — èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñèðîâàíèå, IPG — èììîáèëèçîâàííûé ãðà-
äèåíò ðÍ, SDS — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ.

Ìøàíêè (òèï Bryozoa) — ãðóïïà âîäíûõ ýïèáèîí-
òîâ-ôèëüòðàòîðîâ, êîòîðûå, êàê è ïðî÷èå êîëîíèàëüíûå
æèâîòíûå, ñîñòîÿò èç îäíîòèïíûõ, ïîâòîðÿþùèõñÿ
ñòðóêòóðíûõ åäèíèö (ìîäóëåé), íàçûâàåìûõ çîîèäàìè.
Ìîäóëüíóþ îðãàíèçàöèþ îò ïðî÷èõ ïðîÿâëåíèé ñåðèàëü-
íîñòè â ïðèðîäå ïîìèìî âûñîêîãî óðîâíÿ ñòðóêòóðíîé è
â ðÿäå ñëó÷àåâ ôèçèîëîãè÷åñêîé èíòåãðàöèè ñîñòàâëÿþ-
ùèõ åå ýëåìåíòîâ îòëè÷àåò îñîáûé òèï ìîðôîãåíåçà, íà-
çûâàåìûé öèêëè÷åñêèì, èëè ïîâòîðÿþùèìñÿ. Èìåííî
ïîâòîðÿþùèéñÿ ìîðôîãåíåç ñîñòàâëÿåò îñíîâó ìîäóëü-
íîãî ðîñòà, êëàññè÷åñêè òðàêòóåìîãî êàê íå äîâåäåííîå
äî êîíöà áåñïîëîå ðàçìíîæåíèå (ïî÷êîâàíèå). Â ñóùíî-
ñòè, ýòîò ïðîöåññ ñâîäèòñÿ ê öèêëè÷íîìó ïîâòîðåíèþ îä-
íîé è òîé æå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ñî-

áûòèé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðàçóþòñÿ îäíîòèïíûå ñòðóê-
òóðíûå åäèíèöû — ìîäóëè. Îáðàçîâàíèå íîâîãî ìîäóëÿ
çàâåðøàåòñÿ çàêëàäêîé çà÷àòêà ñëåäóþùåãî (äî÷åðíåãî)
ìîäóëÿ, èäåíòè÷íîãî ïðåäûäóùåìó (ðîäèòåëüñêîìó)
è ò. ä. Ôîðìèðóåòñÿ íå òîëüêî êîíêðåòíûé ìîäóëü, íî è
âîçíèêàþò ïðåäïîñûëêè ê ïîâòîðåíèþ ýòîãî ìîðôîãåíå-
òè÷åñêîãî öèêëà ñíîâà è ñíîâà (Ìàðôåíèí, 1999, 2008).

Ýâîëþöèîííàÿ òåíäåíöèÿ ê ðàçäåëåíèþ ôóíêöèé
ìåæäó ìîäóëÿìè çà ñ÷åò âîçíèêíîâåíèÿ ïîëèìîðôíûõ
çîîèäîâ, ÷òî îñîáåííî õàðàêòåðíî äëÿ ìøàíîê îòðÿäà
Cheilostomata, õîðîøî èçó÷åíà è ïîäðîáíî îïèñàíà â ëè-
òåðàòóðå (Hyman, 1959; Êëþãå, 1962; Áåêëåìèøåâ, 1964;
Silen, 1977; Cheetham et al., 2006; Lidgard et al., 2012; Ost-
rovsky, 2013). Îäíàêî ñóùåñòâóåò èíîé ïóòü äèôôåðåíöè-
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àöèè èñõîäíî îäíîðîäíûõ ýëåìåíòîâ â êîëîíèÿõ Meta-
zoa — ñïåöèàëèçàöèÿ ãðóïïû ìîäóëåé äëÿ âûïîëíåíèÿ
îäíîé ôóíêöèè. Îäíèì èç âàðèàíòîâ òàêîé ñïåöèàëèçà-
öèè ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå êîðìèäèåâ, êîòîðûå Áåêëå-
ìèøåâ (1964) íàçûâàë «êîëîíèÿìè âíóòðè êîëîíèè».
Äðóãîé âàðèàíò — îáðàçîâàíèå «çîí ðîñòà». Ó áîëüøèí-
ñòâà ìøàíîê ñïîñîáíîñòü ê àêòèâíîìó ðîñòó è ïî÷êîâà-
íèþ ñîõðàíÿåòñÿ ëèøü ó ïåðèôåðè÷åñêèõ çîîèäîâ ïî÷òè
ïî âñåìó ïåðèìåòðó êîëîíèè èëè ëîêàëüíî â òåðìèíàëü-
íûõ çîíàõ ðîñòà. Â ïåðâîì ñëó÷àå èíîãäà èñïîëüçóåòñÿ
òåðìèí «ðàñòóùèé êðàé» (Ryland, 1970; Lidgard, 1985,
1986). Òàêèì îáðàçîì, îäíîé èç ãëàâíûõ îòëè÷èòåëüíûõ
îñîáåííîñòåé ìîäóëüíûõ îðãàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ äèôôå-
ðåíöèàöèÿ êîëîíèàëüíîãî «òåëà» íà ðàñòóùèå è íåðàñòó-
ùèå ó÷àñòêè.

Ñëåäóåò óêàçàòü, ÷òî îáðàçóþùèåñÿ â íà÷àëå ôîðìè-
ðîâàíèÿ êîëîíèè çîîèäû õàðàêòåðèçóþòñÿ óâåëè÷èâàþ-
ùèìèñÿ ëèíåéíûìè ðàçìåðàìè (è êàê ñëåäñòâèå — îáúå-
ìîì) ïî ìåðå èõ îòäàëåíèÿ îò ïåðâîãî çîîèäà-îñíîâàòåëÿ.
Âìåñòå îíè îáðàçóþò òàê íàçûâàåìóþ çîíó àñòîãåíåòè÷å-
ñêîãî èçìåíåíèÿ. Çàòåì ðàçìåð çîîèäîâ ïåðåñòàåò óâåëè-
÷èâàòüñÿ, è îñíîâíàÿ ÷àñòü êîëîíèè (çîíà àñòîãåíåòè÷å-
ñêîãî ïîâòîðåíèÿ) ñîñòîèò èç ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêî-
âûõ çîîèäîâ (Boardman et al., 1983).

Êîíñòðóêöèè, ñîñòîÿùèå èç îäíîòèïíûõ ïîâòîðÿþ-
ùèõñÿ ýëåìåíòîâ, ìîãóò äàâàòü îãðîìíîå ðàçíîîáðàçèå
ôîðì è ÷àñòî õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ ïëàñ-
òè÷íîñòè â ðàìêàõ ýêîôåíîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè.
Ðàçíîîáðàçèå ôîðì õîðîøî èëëþñòðèðóåòñÿ íà ïðèìåðå
Bryozoa: êîëîíèè ìøàíîê áûâàþò îäíî- è ìíîãîðÿäíû-
ìè, îäíî- äâóõ- è ìíîãîñëîéíûìè, èíêðóñòèðóþùèìè è
âåðòèêàëüíûìè, íåâåòâÿùèìèñÿ è äðåâîâèäíûìè, öåëü-
íûìè è ÷ëåíèñòûìè, êîëïà÷êîâèäíûìè, ñåò÷àòûìè, ëèñ-
òîâèäíûìè è äð. Ýâîëþöèîííûé óñïåõ îòðÿäà Cheilosto-
mata ðàññìàòðèâàþò êàê ðåçóëüòàò âûñî÷àéøåé ìîðôîëî-
ãè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè è âàðèàáåëüíîñòè ôîðì êîëîíèé
(Hyman, 1959; McKinney, Jackson, 1989; Reed, 1991; Hage-
man et al., 1998; Hageman, 2003). Òàêàÿ ïëàñòè÷íîñòü îáú-
ÿñíÿåòñÿ ïðåæäå âñåãî ïîòåíöèàëüíîé ñâîáîäîé çàêëàäêè
íîâûõ ìîäóëåé â òîé èëè èíîé ÷àñòè êîëîíèè. Ðåãóëÿöèÿ
ôîðìû ìîäóëüíîãî îðãàíèçìà, òàêèì îáðàçîì, äîëæíà çà-
êëþ÷àòüñÿ â òîì, ÷òî îäíè ÷àñòè êîëîíèè ðàñòóò, òîãäà
êàê â äðóãèõ ÷àñòÿõ ðîñò îòñóòñòâóåò. Ðàñòóùèå ÷àñòè îä-
íîé è òîé æå êîëîíèè ìîãóò îòëè÷àòüñÿ äðóã îò äðóãà:
îäíè ìîãóò ðàñòè áûñòðåå, äðóãèå ìåäëåííåå, ôîðìèðóÿ
áîëåå èëè ìåíåå òîëñòûå èëè òîíêèå, êîðîòêèå èëè äëèí-
íûå âåòâè èëè ëîïàñòè, à òàêæå äåìîíñòðèðóÿ òå èëè
èíûå ïàòòåðíû âåòâëåíèÿ (Nikulina, 2002).

Ñî÷åòàíèå ýêîôåíîòèïè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè ôîðìû
â ðàìêàõ îíòîãåíåçà îäíîé êîëîíèè è ðàçíîîáðàçèÿ âè-
äîñïåöèôè÷íûõ ïàòòåðíîâ ðîñòà ìîäóëüíûõ îðãàíèçìîâ
âîîáùå è ìøàíîê â ÷àñòíîñòè ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî â
ðàìêàõ ãèïîòåçû î ðåãóëÿòèâíîñòè ïðîöåññà ôóíêöèî-
íàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè âíóòðè êîëîíèè è ñóùåñòâî-
âàíèè äåòåðìèíàíòîâ, óïðàâëÿþùèõ ýòîé äèôôåðåíöè-
ðîâêîé. Äåòåðìèíàíòû, ñâÿçàííûå ñ îðãàíèçàöèåé ìî-
äóëüíîãî ñòðîåíèÿ êîëîíèé ìøàíîê íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå, íà äàííûé ìîìåíò ñîâåðøåííî íå èçó÷åíû.
Â ýòîé ðàáîòå ìû îöåíèëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ è
óðîâåíü èíôîðìàòèâíîñòè ïðîòåîìíîãî ïîäõîäà ê èçó÷å-
íèþ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ìîðôîôóíêöèîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè êîëîíèè ìøàíîê.

Ïðîòåîìíûé ïîäõîä, îñíîâàííûé íà êîëè÷åñòâåííîì
àíàëèçå äàííûõ 2D-ýëåêòðîôîðåçà, ðàíåå íå èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ èçó÷åíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè êîëîíèè ìøàíîê (êàê

è ëþáûõ äðóãèõ êîëîíèàëüíûõ æèâîòíûõ). Îäíàêî îí
áûë ñ óñïåõîì ïðèìåíåí äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèé, ïðîèñ-
õîäÿùèõ âî âðåìÿ îñåäàíèÿ è ìåòàìîðôîçà ïëàâàþùåé
ëè÷èíêè õåéëîñòîìíîé ìøàíêè Bugula neritina, è â ÷àñò-
íîñòè, ïîçâîëèë ïîêàçàòü âåäóùóþ ðîëü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ áåëêîâ â ýòèõ ïðîöåññàõ (Thiyagarajan et al., 2009;
Wong et al., 2010).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Ìóëüòèñåðèàëüíûå êîëîíèè òðåõ âèäîâ
ãèìíîëåìàòíûõ ìøàíîê (êëàññ Gymnolaemata) — Flust-
rellidra hispida (îòðÿä Ctenostomata), Terminoflustra memb-
ranaceotruncata è Securiflustra securifrons (îáà èç îòðÿäà
Cheilostomata) — áûëè ñîáðàíû â îêðåñòíîñòÿõ Ìîðñêîé
áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà (Áåëîå ìîðå, Êàíäàëàêøñêèé çàëèâ,
ãóáà ×óïà) ñ âåðõíåé ñóáëèòîðàëè (F. hispida, êîðêîâûå
êîëîíèè, îáðàñòàþùèå òàëëîìû ôóêîèäîâ) è ãëóáèíû
9—17 ì (T. membranaceotruncata, ïðÿìîñòîÿ÷èå êîëîíèè,
îñíîâàíèåì ïðèêðåïëÿþùèåñÿ ê ãðóíòó) èëè 20—22 ì
(S. securifrons, ïðÿìîñòîÿ÷èå êîëîíèè, îñíîâàíèåì ïðè-
êðåïëÿþùèåñÿ ê ãðóíòó) ïðè ïîìîùè ëåãêîâîäîëàçíîãî
ñíàðÿæåíèÿ. Ñáîðû ïðîâîäèëè â àâãóñòå—ñåíòÿáðå
2014 ã. Ìøàíîê ñîäåðæàëè â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ â
àêòèâíî àýðèðóåìûõ êîíòåéíåðàõ ñ ìîðñêîé âîäîé ïðè
4—12 °Ñ.

Ò ê à í å â û å ë è ç à ò û. Ñîáðàííûå êîëîíèè âðó÷íóþ
î÷èùàëè îò îáðàñòàòåëåé, ðàçðåçàëè íà ôðàãìåíòû è ïî-
ìåùàëè â îõëàæäåííûé ëèçèðóþùèé áóôåð (7 M ìî÷åâè-
íà, 2 M òèîìî÷åâèíà, 4%-íûé ÕÀÏÑ (3-[(3-õîëàìèäîïðî-
ïèë)äèìåòèëàììîíèé-]-1-ïðîïàíñóëüôîíàò), 25 ìÌ Òðèñ
(òðèñãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí), ðÍ 8.5). Îòðåçàííûå
ôðàãìåíòû, ñîîòâåòñòâóþùèå «êðàåâîé» (ïî÷êè è ìîëî-
äûå çîîèäû ñ åùå íå ñôîðìèðîâàâøèìñÿ ïîëèïèäîì),
«ñðåäèííîé» (ïèòàþùèåñÿ çîîèäû ñ ôóíêöèîíèðóþùèì
ïîëèïèäîì) è «áàçàëüíîé» (íåïèòàþùèåñÿ çîîèäû
áåç ïîëèïèäà) çîíàì, îòñîðòèðîâûâàëè è àíàëèçèðîâàëè
ðàçäåëüíî. Â ñîñòàâå îäíîãî ëèçàòà (ñîîòâåòñòâóþùåãî
îäíîé èç òðåõ çîí) îáúåäèíÿëè ìàòåðèàë íåñêîëüêèõ êî-
ëîíèé îäíîãî âèäà, ÷òîáû êîìïåíñèðîâàòü èíäèâèäóàëü-
íóþ èçìåí÷èâîñòü ïðîòåîìîâ è óâåëè÷èòü ïðåäñòàâèòå-
ëüíîñòü îáðàçöîâ (Diz et al., 2009). Òêàíè êîëîíèé çàìî-
ðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå è ãîìîãåíèçèðîâàëè â
âèáðàöèîííîé ìåëüíèöå Mixer Mill MM 400 (Retsch, Ãåð-
ìàíèÿ). Âçâåñü îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
10 000 g, 15 ìèí, 4 °Ñ. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàëè
è çàìîðàæèâàëè äî ìîìåíòà èñïîëüçîâàíèÿ (–20 °Ñ).

Ä è ô ô å ð å í ö è à ë ü í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç (2 D -
D I G E). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ïðîáàõ îöåíèâàëè ïî ìå-
òîäó Áðýäôîðä ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàíøåòíîãî ñïåêòðî-
ôîòîìåòðà Epoch 2 (BioTek Instruments, ÑØÀ). Òðè çîíà-
ëüíûõ îáðàçöà êàæäîãî èç âèäîâ êîíúþãèðîâàëè â òå÷å-
íèå 30 ìèí (íà ëüäó, â òåìíîòå) ñ ôëóîðåñöåíòíûìè
ìåòêàìè (Cy2, Cy3 èëè Cy5, Luminoprobe, BioDye, Ðîñ-
ñèÿ) â ñîîòíîøåíèè 400 ïìîëü ôëóîðîôîðà íà 50 ìêã îá-
ùåãî áåëêà. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì
10 ìêìîëü ëèçèíà â áóôåðå 25 ìÌ Òðèñ (ðÍ 8.5) è ïîñëå-
äóþùåé èíêóáàöèåé â òå÷åíèå 10 ìèí (íà ëüäó, â òåìíî-
òå). Äàëåå ïðîáû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ðàçíûìè Cy-ìåòêà-
ìè, îáúåäèíÿëè, äîáàâëÿëè äèòèîòðåèòîë äî êîíöåíòðà-
öèè 100 ìÌ è áèîëèòû (BioRad, ÑØÀ) äî êîíöåíòðàöèè
0.4 %. Ïðîáó çàãðóæàëè â IPG (èììîáèëèçîâàííûé ãðàäè-
åíò ðÍ)-ñòðèï (ðÍ 3—10) 7 ñì (BioRad, ÑØÀ) ïàññèâíî
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ïðè ðåãèäðàòàöèè ñòðèïà 16—18 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñèðîâàíèå (IEF) ïðîâîäè-
ëè â ÿ÷åéêå IEF Cell (BioRad, ÑØÀ), ñëåäóÿ ðåêîìåíäà-
öèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ: îáùåå êîëè÷åñòâî âîëüò-÷à-
ñîâ 10 000 Â÷, ìàêñèìàëüíîå íàïðÿæåíèå 4000 Â,
ìàêñèìàëüíûé òîê 50 ìÀ íà 1 ñòðèï, 20 °Ñ.

Ïî çàâåðøåíèè ôîêóñèðîâàíèÿ ïðîèçâîäèëè ñìåíó
áóôåðíîé ñèñòåìû äëÿ ðàçäåëåíèÿ âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ:
ñòðèïû ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè ïî 15 ìèí â äâóõ
ýêâèëèáðèðóþùèõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ — 6 Ì ìî÷åâèíà,
0.375 Ì Òðèñ (ðÍ 8.8), 2%-íûé äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ
(SDS), 20%-íûé ãëèöåðèí, 2%-íûé äèòèîòðåèòîë (DTT),
6 Ì ìî÷åâèíà, 0.375 Ì Òðèñ (ðÍ 8.8), 2%-íûé SDS,
20%-íûé ãëèöåðèí è 2.5%-íûé éîäàöåòàìèä.

Ðàçäåëåíèå âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ ïðîâîäèëè â ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ) ñ äîáàâëåíèåì ÄÄÑ ïî Ëýì-
ìëè (â äâóõñëîéíîì ãåëå: êîíöåíòðèðóþùèé — 4 %, ðàç-
äåëÿþùèé — 15 %) â êàìåðå TetraCell (BioRad, ÑØÀ).
Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ëàçåðíîãî
ñêàíåðà Typhoon FLA9500 (GE Healthcare, ÑØÀ). Äëÿ îá-
ðàçöîâ F. hispida è T. membranaceotruncata ýêñïåðèìåíò
ïîâòîðÿëè 3 ðàçà, äëÿ S. securifrons — 2. Êîëè÷åñòâåííûé
è êà÷åñòâåííûé àíàëèç ýëåêòðîôîðåãðàìì ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ PDQuest Ad-
vanced 8.0.1 (BioRad, ÑØÀ).

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. Çíà÷å-
íèÿ èíòåíñèâíîñòåé áåëêîâûõ ïÿòåí, èçìåðåííûå ïðè ïî-
ìîùè BioRad PDQuest, áûëè ïåðåâåäåíû â ëîãàðèô-
ìè÷åñêóþ ôîðìó. Â ðÿäå ñëó÷àåâ áåëêîâûå ñèãíàëû ïðè-
ñóòñòâîâàëè â ðåçóëüòàòàõ îäíîãî ýêñïåðèìåíòà, íî
îòñóòñòâîâàëè â äðóãèõ. Íåäîñòàþùèå çíà÷åíèÿ áûëè
ñãåíåðèðîâàíû ïðè ïîìîùè àëãîðèòìà èìïóòàöèè äàí-
íûõ k-nearest-neighborhood íà ÿçûêå ñòàòèñòè÷åñêîãî ïðî-
ãðàììèðîâàíèÿ R (R Core Team, 2015). Ëîãàðèôìû èí-
òåíñèâíîñòè îò ðåçóëüòàòîâ òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ (äâóõ â
ñëó÷àå S. securifrons) óñðåäíÿëè è ðàññ÷èòûâàëè êîýô-
ôèöèåíò èçìåíåíèÿ îáèëèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì Microsoft
Excel.

Ò ð è ï ñ è í è ç à ö è ÿ á å ë ê î â. Ãåëè îêðàøèâàëè
ñïèðòîâûì ðàñòâîðîì êóìàññè áðèëëèàíòîâîãî ãîëóáîãî
G250 (BioRad, ÑØÀ). Ïÿòíà âûðåçàëè èç ãåëÿ, èçìåëü÷à-
ëè ñêàëüïåëåì, ïîñëå ÷åãî âûìûâàëè SDS è êðàñèòåëü,
èíêóáèðóÿ îáðàçöû òðèæäû ïî 15 ìèí â 200 ìêë çàáóôå-
ðåííîãî ðàñòâîðà 50%-íîãî àöåòîíèòðèëà (ACN), 25 ìM
Òðèñ, ðÍ 8.2. Êóñî÷êè ãåëÿ äåãèäðàòèðîâàëè 100%-íûì
ACN è ïîäñóøèâàëè â âàêóóìíîì êîíöåíòðàòîðå (Centri-
Vap, Labconco, ÑØÀ). Ðåãèäðàòàöèþ ãåëÿ ïðîâîäèëè â
ðàñòâîðå òðèïñèíà 20 íã/ìêë (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) íà
ëüäó â òå÷åíèå 45 ìèí. Çàòåì óäàëÿëè èçëèøêè òðèïñèíà,
äîáàâëÿëè 50 ìêë 25 ìM Òðèñ (ðÍ 8.2) è èíêóáèðîâàëè
ïðè 37 °C 16—18 ÷.

Òðèïòè÷åñêèå ïåïòèäû ýêñòðàãèðîâàëè èç ãåëÿ
50%-íûì ACN, ïîäêèñëåííûì 0.1%-íîé ìóðàâüèíîé
êèñëîòîé, âûñóøèâàëè â âàêóóìå è ïåðåðàñòâîðÿëè â
5%-íîì ACN íà 0.1%-íîé ìóðàâüèíîé êèñëîòå (ôàçà À
äëÿ ïîñëåäóþùåé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè).

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÿ. Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷å-
ñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè íà êâàäðóïîëü-âðåìÿïðîëåòíîì
ìàññ-ñïåêòðîìåòðå Agilent QTOF UHD 5832 (Agilent Te-
chnologies, ÑØÀ), êîíúþãèðîâàííîì ñ æèäêîñòíûì õðî-
ìàòîãðàôîì Agilent 1260 (Agilent Technologies, ÑØÀ).
Õðîìàòîãðàôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîâîäèëè íà êîëîíêå
Zorbax Ñ18 (Agilent Technologies, ÑØÀ; 150 ìì, âíóòðåí-
íèé äèàìåòð 0.5 ìì, çåðíî 3 ìêì, ïîðû 80 Å) â ãðàäèåíòå
àöåòîíèòðèëà â ïðèñóòñòâèè 0.1%-íîé ìóðàâüèíîé êèñëî-

òû (5 % B äî 60 % B çà 25 ìèí è äàëåå äî 100 % B çà
5 ìèí, ãäå B — ýòî 90%-íûé ACN, 0.1%-íàÿ ìóðàâüèíàÿ
êèñëîòà; A — 5%-íûé ACN, 0.1%-íàÿ ìóðàâüèíàÿ êèñëî-
òà) ïðè ïîòîêå 20 ìêë/ìèí. Àíàëèç ýëþèðóåìûõ ñ êîëîí-
êè àíàëèòîâ ïðîâîäèëè ïðè ïîñòîÿííîé ïîäà÷å ðåôå-
ðåíñ-ìàññ; ÷àñòîòà îïðåäåëåíèÿ 3 ñïåêòðà/ñ; ðåæèì àâòî-
ìàòè÷åñêîãî ÌÑ/ÌÑ-àíàëèçà, 3 ñïåêòðà/ñ, ìàòåðèíñêèå
èîíû 2+, 3+, n+.

Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèå äàííûå àíàëèçèðîâàëè â
ïðîãðàììå Spectrum Mill MS Proteomics Workbench Rev
B. 04.00.127 (Agilent Technologies, ÑØÀ) â ðåæèìå «Iden-
tity» ñ èñïîëüçîâàíèåì áàç äàííûõ SwissProt è «454 sequ-
encing of Bugula neritina metamorphosis transcriptome frag-
ment library» (Wang et al., 2010).

È ñ ï î ë ü ç ó å ì û å ð å à ê ò è â û: ìî÷åâèíà, Òðèñ è
SDS (Helicon, Ðîññèÿ); Cy2, Cy3 è Cy5 (BioDye, Ðîññèÿ);
áèîëèòû è êóìàññè áðèëëèàíòîâûé ãîëóáîé (BioRad,
ÑØÀ); òðèïñèí, àöåòîíèòðèë è èîäàöåòàìèä (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ); òèîìî÷åâèíà, ëèçèí è ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà
(Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ); DL-äèòèîòðåèòîë (Sigma-Ald-
rich, Êàíàäà); ÕÀÏÑ (AppliChem, Ãåðìàíèÿ); ãëèöåðèí
(Âåêòîí, Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ð à ç ã ð à í è ÷ å í è å ô ó í ê ö è î í à ë ü í û õ ç î í â
ê î ë î í è ÿ õ. Â êîëîíèÿõ èçó÷åííûõ âèäîâ ìøàíîê áûëè
âûäåëåíû îïèñàííûå ðàíåå â ëèòåðàòóðå (Stach, 1938; Dy-
rynda, 1981) òðè çîíû, ñìåíÿþùèå äðóã äðóãà âäîëü äèñ-
òàëüíîïðîêñèìàëüíîé îñè. Ñîãëàñíî ïðèíÿòîé òåðìèíî-
ëîãèè, ýòè çîíû áûëè óñëîâíî íàçâàíû ñëåäóþùèì îáðà-
çîì: 1) «êðàåâàÿ çîíà», «ðàñòóùèé êðàé» êîëîíèè (çîíà
ôîðìèðîâàíèÿ ïî÷åê çîîèäîâ è ïîëèïèäîâ â ìîëîäûõ
çîîèäàõ); 2) «ñðåäíÿÿ çîíà» (çîíà àêòèâíî ïèòàþùèõñÿ
çîîèäîâ ñ ôóíêöèîíèðóþùèìè ïîëèïèäàìè); 3) «áàçàëü-
íàÿ çîíà» (çîíà çîîèäîâ ñ äåãåíåðèðîâàâøèìè ïîëè-
ïèäàìè).

Ïîñêîëüêó äëÿ ñòàðûõ êîëîíèé T. membranaceotrun-
cata è S. securifrons õàðàêòåðíî ÷åðåäîâàíèå íåñêîëüêèõ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ó÷àñòêîâ, ñîñòîÿùèõ èç çîí ïèòàþ-
ùèõñÿ è íåïèòàþùèõñÿ çîîèäîâ, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèçàòà â
ýòîì ñëó÷àå ìû èñïîëüçîâàëè ëèøü ìàòåðèàë èç çîí ñà-
ìîé äèñòàëüíîé ïàðû, ïðèìûêàþùåé ê ïî÷êóþùåìóñÿ
êðàþ.

Ï ð î ò å î ì í û é à í à ë è ç ñ ð à â í è â à å ì û õ ô ó í ê -
ö è î í à ë ü í û õ ç î í. Àíàëèç äàííûõ 2D-DIGE ïðè ïîìî-
ùè ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ BioRad PDQuest ïîçâîëèë
âîññîçäàòü îáùóþ ïðîòåîìíóþ êàðòó äëÿ êàæäîãî âèäà
(ðèñ. 1) è âû÷èñëèòü çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòåé áåëêîâûõ
ñèãíàëîâ. Âñåãî äëÿ F. hispida óäàëîñü âûÿâèòü 99 áåëêî-
âûõ ñèãíàëîâ, äëÿ T. membranaceotruncata — 194 è äëÿ
S. securifrons — 192.

Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ëîãàðèôìîâ èíòåíñèâíîñòåé áåë-
êîâûõ ñèãíàëîâ îò ðàçíûõ çîí ñðàâíèâàëè ïîïàðíî. Â òîì
ñëó÷àå, åñëè ðàçíîñòü ëîãàðèôìîâ ïðåâûøàëà 2 (ò. å. êî-
ëè÷åñòâî áåëêà â îäíîé çîíå ïðåâûøàëî òàêîâóþ â ëþáîé
äðóãîé áîëåå ÷åì â 3 ðàçà), ïÿòíî ñ÷èòàëè çîíîñïåöèôè÷-
íûì. Åñëè ïÿòíî îòñóòñòâîâàëî â êàêîé-òî îäíîé çîíå (â
ðåçóëüòàòàõ âñåõ èçìåðåíèé), íî ïðèñóòñòâîâàëî â äðó-
ãîé, åãî òàêæå ñ÷èòàëè çîíîñïåöèôè÷íûì. Â ðåçóëüòàòå
áûëî âûäåëåíî ñåìü êàòåãîðèé áåëêîâûõ ñèãíàëîâ.

1. Íåñïåöèôè÷íûå: ïðèñóòñòâóþùèå âî âñåõ òðåõ çî-
íàõ, èíòåíñèâíîñòü íè â îäíîé èç íèõ íå ïðåâûøàåò èí-
òåíñèâíîñòü â äðóãîé áîëåå ÷åì â 3 ðàçà.
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2. Ñïåöèôè÷íûå äëÿ êðàåâîé (ïî÷êóþùåéñÿ) çîíû:
èíòåíñèâíîñòü â êðàåâîé çîíå ïðåâûøàåò èíòåíñèâíîñòü
â ñðåäíåé è áàçàëüíîé çîíàõ áîëåå ÷åì â 3 ðàçà (÷àñòíûé
ñëó÷àé — ïîëíîå îòñóòñòâèå áåëêîâîãî ñèãíàëà â ñðåäíåé
è áàçàëüíîé çîíàõ).

3. Ñïåöèôè÷íûå äëÿ êðàåâîé è ñðåäíåé çîí: èíòåí-
ñèâíîñòü ñèãíàëà â êðàåâîé è ñðåäíåé çîíàõ ïðåâûøàåò
òàêîâóþ â áàçàëüíîé áîëåå ÷åì â 3 ðàçà, ïðè ýòîì ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó êðàåâîé è ñðåäíåé çîíàìè íå ïðåâûøàþò ïî-
ðîãîâîãî çíà÷åíèÿ.

4. Ñïåöèôè÷íûå äëÿ ñðåäíåé çîíû (çîíû ôóíêöèîíè-
ðóþùèõ ïîëèïèäîâ): àíàëîãè÷íî ïóíêòó 2.

5. Ñïåöèôè÷íûå äëÿ ñðåäíåé è áàçàëüíîé çîí: àíàëî-
ãè÷íî ïóíêòó 3.

6. Ñïåöèôè÷íûå äëÿ áàçàëüíîé çîíû (çîíû äåãåíåðè-
ðóþùèõ ïîëèïèäîâ): àíàëîãè÷íî ïóíêòó 2.

7. Ñïåöèôè÷íûå äëÿ áàçàëüíîé è êðàåâîé çîí: àíàëî-
ãè÷íî ïóíêòó 3.

Äîëÿ ñïåöèôè÷íûõ ïÿòåí ðàçëè÷àåòñÿ ó âñåõ òðåõ âè-
äîâ (ðèñ. 2). Íàèáîëüøàÿ äîëÿ ñïåöèôè÷íûõ ïÿòåí âûÿâ-
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Ðèñ. 1. 2D-ýëåêòðîôîðåãðàììû èçó÷åííûõ âèäîâ.

à — Flustrellidra hispida, á — Terminoflustra membranaceotruncata, â — Securiflustra securifrons.



ëåíà ó T. membranaceotruncata — 49.5 %. Ïî÷òè íà 20 %
äîëÿ ñïåöèôè÷íûõ ïÿòåí ìåíüøå ó S. securifrons —
29.7 %. Ó F. hispida äîëÿ ñïåöèôè÷íûõ ïÿòåí íàèìåíü-
øàÿ — 10.1 % îò ÷èñëà ïðîàíàëèçèðîâàííûõ áåëêîâûõ
ñèãíàëîâ. Íàèìåíüøåå êîëè÷åñòâî çîíîñïåöèôè÷íûõ
áåëêîâ, âûÿâëåííûõ ó F. hispida, ïîäðàçóìåâàåò ìåíåå
ñòðîãóþ äèôôåðåíöèàöèþ êîëîíèè íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå, ÷òî â öåëîì êîððåëèðóåò ñ äîâîëüíî ñëàáîé âûðà-
æåííîñòüþ ôóíêöèîíàëüíûõ çîí â êîëîíèÿõ ýòîãî âèäà.
Ñëàáàÿ ïîäðàçäåëåííîñòü íà çîíû â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò
áûòü ñâÿçàíà ñ òåì, ÷òî äàííûé âèä õàðàêòåðèçóåòñÿ êîð-
êîâûìè êîëîíèÿìè, îáðàñòàþùèìè òàëëîìû áóðîé âî-
äîðîñëè Ascophyllum nodosum, òîãäà êàê âåðòèêàëüíûå
êîëîíèè äâóõ ïðî÷èõ èçó÷àåìûõ âèäîâ (Terminoflustra è
Securiflustra) ïðèïîäíèìàþòñÿ íàä ñóáñòðàòîì. Ïðÿìîðà-
ñòóùèå (âåðòèêàëüíûå) êîëîíèè ñóùåñòâóþò â áîëåå íå-
ðàâíîìåðíûõ óñëîâèÿõ îêðóæàþùåé ñðåäû, ÷åì êîëîíèè,
îáðàñòàþùèå âîäîðîñëè, ÷òî ñîçäàåò ïðåäïîñûëêè äëÿ
ôóíêöèîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÷àñòåé èõ êîëîíèé
(McKinney, Jackson, 1989).

Ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ñðåäíåé çîíû áåëêîâûõ ñèãíàëîâ
íå áûëî âûÿâëåíî, çà îäíèì èñêëþ÷åíèåì (1 áåëîê ó
S. securifrons). Ó T. membranaceotruncata è S. securifrons
íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî çîíîñïåöèôè÷íûõ ïÿòåí ïðèóðî-
÷åíî ê áàçàëüíîé è êðàåâîé/ñðåäíåêðàåâîé çîíàì; ó F. his-
pida — ê êðàåâîé çîíå (ðèñ. 3). Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâëÿþ-
ùåå êîëè÷åñòâî çîíîñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ â êîëîíèÿõ
âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ ïðèóðî÷åíî ê äèñòàëüíûì è ïðî-
êñèìàëüíûì çîíàì êîëîíèè. Îáëàñòü ïðåèìóùåñòâåííîé
ýêñïðåññèè áåëêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ðîñòîâîé èëè áà-
çàëüíîé çîí, ìîæåò ðàñïðîñòðàíÿòüñÿ íà ñðåäíþþ çîíó,
íî ïðè ýòîì áåëêîâ, ñïåöèôè÷íûõ ñòðîãî äëÿ ñðåäíåé
çîíû, îáíàðóæåíî íå áûëî (çà èñêëþ÷åíèåì 1 áåëêà ó
S. securifrons). Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ñïåöèôèêà ôóíêöè-
îíàëüíûõ çîí êîëîíèè âíóòðè çîíû àñòîãåíåòè÷åñêîãî
ïîâòîðåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ äâóìÿ ïðîòèâîíàïðàâëåííûìè
ãðàäèåíòàìè: ïðîêñèìàëüíî-äèñòàëüíûì (ïðåäñòàâëåí-
íûì áåëêàìè, ñïåöèôè÷íûìè äëÿ ïðîêñèìàëüíîé çîíû ñ
äåãåíåðèðîâàâøèìè ïîëèïèäàìè) è äèñòàëüíî-ïðîêñè-
ìàëüíûì (ïðåäñòàâëåííûé áåëêàìè, ñïåöèôè÷íûìè äëÿ
ïî÷êóþùåéñÿ çîíû); â ñðåäíåé çîíå óêàçàííûå ãðàäèåíòû
ïåðåêðûâàþòñÿ.

Äèñòàëüíî-ïðîêñèìàëüíûé ãðàäèåíò ïî íàïðàâëåíèþ
è ëîêàëèçàöèè ñîâïàäàåò ñ îïèñàííûì â ëèòåðàòóðå îíòî-
ãåíåòè÷åñêèì ãðàäèåíòîì (Ryland, 1976; Lidgard, Jackson,
1989), êîòîðûé ïðåäñòàâëåí â âèäå çàêîíîìåðíîé ñìåíû
ôåíîòèïè÷åñêèõ ÷åðò ñòðîåíèÿ çîîèäîâ ïî ìåðå óäàëåíèÿ
îò êðàÿ êîëîíèè (îò þâåíèëüíûõ çîîèäîâ ê çðåëûì). Âîç-
ìîæíî, áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ, ïðè-
óðî÷åííûõ ê êðàåâîé çîíå, ñâÿçàíî ñ èíäóêöèåé ïî÷-
êîâàíèÿ è òåõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïåðåñòðîåê, êîòîðûå
ïðåòåðïåâàåò çîîèä â õîäå ñâîåãî îíòîãåíåçà. Õîòÿ ïðîòè-
âîïîëîæíûé åìó ïðîêñèìàëüíî-äèñòàëüíûé ãðàäèåíò è
ñîâïàäàåò ïî íàïðàâëåíèþ ñ àñòîãåíåòè÷åñêèì ãðàäèåí-
òîì, ïîñëåäíèé ïðèóðî÷åí ê çîíå àñòîãåíåòè÷åñêîãî èç-
ìåíåíèÿ â öåíòðå èëè îñíîâàíèè êîëîíèè (òîãäà êàê íàøå

64 Â. À. Êóòþìîâ è äð.

Ðèñ. 2. Ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ðàçëè÷íûõ êàòåãîðèé çîíî-
ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ (îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ïðîàíàëèçèðîâàí-
íûõ) ó Flustrellidra hispida (à), Securiflustra securifrons (á) è

Terminoflustra membranaceotruncata (â).

1 — íåñïåöèôè÷íûå áåëêè, 2 — áåëêè êðàåâîé çîíû, 3 — îáùèå áåëêè
ñðåäíåé è êðàåâîé çîí, 4 — áåëêè ñðåäíåé çîíû, 5 — áåëêè ñðåäíå-áà-
çàëüíîé çîíû, 6 — áåëêè áàçàëüíîé çîíû, 7 — áåëêè áàçàëüíî-êðàåâîé

çîíû.



èññëåäîâàíèå îãðàíè÷èâàëîñü çîíîé àñòîãåíåòè÷åñêîãî
ïîâòîðåíèÿ íà åå ïåðèôåðèè; ñì. âûøå) è ñâÿçàí ñ ïðî-
öåññàìè, êîòîðûå âî «âçðîñëûõ» ó÷àñòêàõ êîëîíèè çàâåð-
øåíû.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äâà îáíàðóæåííûõ íàìè
ïðîòèâîíàïðàâëåííûõ ãðàäèåíòà áåëêîâûõ ôàêòîðîâ ñâÿ-
çàíû ñ îñóùåñòâëåíèåì âàæíåéøèõ ïðîöåññîâ â îíòîãå-
íåçå çîîèäà — ôîðìèðîâàíèåì íîâûõ ïîëèïèäîâ â ìîëî-
äûõ çîîèäàõ êðàåâîé çîíû è èõ äåãåíåðàöèåé â áàçàëüíîé
çîíå. Ó ìøàíîê, îáðàçóþùèõ íåñêîëüêî çîí ôóíêöèîíè-
ðóþùèõ ïîëèïèäîâ, ïåðåìåæàþùèõñÿ ñ çîíàìè èõ äåãå-
íåðàöèè, ïðîêñèìàëüíåå ïîñëåäíåé çîíû ðàñïîëàãàåòñÿ
óçêàÿ «ïðîìåæóòî÷íàÿ» ïîëîñêà çîîèäîâ ñ ðåãåíåðèðóþ-
ùèìè ïîëèïèäàìè. Ñðàâíèâàÿ äèôôåðåíöèàëüíûå áåëêî-
âûå ôàêòîðû, õàðàêòåðíûå äëÿ çîíû ïî÷êîâàíèÿ è çîíû
ðåãåíåðàöèè ïîëèïèäîâ, ìû ñìîæåì ïîäòâåðäèòü èëè
îïðîâåðãíóòü ýòó ãèïîòåçó. Åñëè ãèïîòåçà î ñâÿçè âûÿâ-
ëåííûõ ãðàäèåíòîâ ñ ðåöèêëèçàöèåé ïîëèïèäîâ âåðíà, òî
ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýòèìè äâóìÿ çîíàìè (ôîðìèðîâàíèÿ ïî-
ëèïèäîâ íà êðàþ êîëîíèè è èõ ðåãåíåðàöèè â ïðîìåæó-
òî÷íûõ çîíàõ) áóäóò ìèíèìàëüíû.

Íà äàííûé ìîìåíò âîïðîñ î òîì, ñ êàêèì ìîðôîëîãè-
÷åñêèì ïðîöåññîì ñâÿçàíà êîíöåíòðàöèÿ çîíîñïåöèôè÷-
íûõ áåëêîâ â êðàåâîé (èëè êðàåâîé è ñðåäíåé çîíàõ
âìåñòå) — îíòîãåíåòè÷åñêèì ãðàäèåíòîì è çàêëàäêîé íî-
âûõ ïî÷åê èëè èíèöèàöèåé ôîðìèðîâàíèÿ è äåãåíåðàöèè
ïîëèïèäîâ (èëè ñ îáîèìè ïðîöåññàìè ñðàçó), — îñòàåòñÿ
îòêðûòûì.

È ä å í ò è ô è ê à ö è ÿ á å ë ê î â. 102 áåëêîâûõ ïÿòíà
(51 äëÿ S. securifrons, 29 äëÿ F. hispida è 22 äëÿ T. memb-
ranaceotruncata) áûëè âûðåçàíû èç ãåëåé è ïîäâåðãíóòû
òðèïñèíèçàöèè è ïîñëåäóþùåìó ÌÑ-àíàëèçó. Â ðåçóëü-
òàòå ïîèñêà â áàçàõ äàííûõ SwissProt è «454 sequencing of
Bugula neritina metamorphosis transcriptome fragment libra-
ry» (Wang et al., 2010) íè îäèí áåëîê äîñòîâåðíî èäåíòè-
ôèöèðîâàòü íå óäàëîñü. Íåóäà÷à ïðè èäåíòèôèêàöèè êîí-
êðåòíûõ áåëêîâ íå ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü îá èõ âîçìîæíûõ
ôóíêöèÿõ â ïðîöåññàõ îíòîãåíåçà, ÷òî óêàçûâàåò íà îãðà-
íè÷åííóþ èíôîðìàòèâíîñòü ïðîòåîìíîãî ïîäõîäà ê ïî-
ñòàâëåííîé ïðîáëåìå äî ðåàëèçàöèè òðàíñêðèïòîìíûõ
èëè ãåíîìíûõ ïðîåêòîâ íà èçó÷àåìûõ âèäàõ.

Àâòîðû âûðàæàþò ïðèçíàòåëüíîñòü ñïåöèàëèñòàì è
äèðåêòîðó ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà (ÑÏáÃÓ), ïðåäîñòàâèâøèì îáî-
ðóäîâàíèå äëÿ äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà è ìàññ-

ñïåêòðîìåòðèè, Ñ. Â. Áàãðîâó (ÑÏáÃÓ) çà ïîìîùü ïðè
ñáîðå ìàòåðèàëà íà Ìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè
ÑÏáÃÓ è Ì. À. Âàðôîëîìååâîé (ÑÏáÃÓ) çà ïîìîùü ïðè
ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå äàííûõ, à òàêæå Ã. Å. Ãåíèõî-
âè÷ó (Óíèâåðñèòåò Âåíû) çà öåííûå êîíñóëüòàöèè ïðè
îáñóæäåíèè äàííûõ, à òàêæå âñåìó êîëëåêòèâó êàôåäðû
çîîëîãèè áåñïîçâîíî÷íûõ ÑÏáÃÓ çà âñåñòîðîííþþ ïî-
ìîùü è ïîääåðæêó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÑÏáÃÓ (ïðîåêòû 1.38.233.2015 è 1.42.1493.2015).
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FUNCTIONAL DIFFERENTIATION IN BRYOZOAN COLONY: A PROTEOMIC ANALYSIS
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Bryozoans are typical modular organisms. They consist of repetitive structural units, the zooids. Bryozoan
colonies grow by zooidal budding, with the distribution pattern of the budding loci underlying the diversity of
colony forms. Budding is usually restricted to the zooids at the periphery of the colony, which form a «growing
edge» or local terminal growth zones. Non-budding parts of the colony can be functionally subdivided, too.
In many species colonies consists of regular, often repetitive zones of feeding and non-feeding modules, associ-
ated with a periodical degeneration and regeneration of the polypide, retractile tentacle crown with a gut and the
accompanying musculature. So, there is functional differentiation in bryozoan colonies but its mechanisms are
unknown. Presumably, budding and/or polypide recycling in different colony parts are induced or inhibited by
certain determinants of functional specialization. An effective tool of their identification is the comparison of
proteomes of functionally different zones. Here we report the results of proteomic analysis of three bryozoan
species from the White Sea, which have a different colony form: Flustrellidra hispida, Terminoflustra membra-
naceotruncata and Securiflustra securifrons. Using differential two-dimensional electrophoresis (2D-DIGE),
we compared proteomes of the growing edge and the zones consisting of feeding and non-feeding zooids in the-
se species. We estimated the overall proteome variability, revealed proteins whose relative abundance gradually
changed along the proximal-distal colony axis and suggested that they might be involved in the functional diffe-
rentiation of the colony.

K e y w o r d s: Bryozoa, functional differentiation, modular organisms, proteomic analysis, 2D-DIGE.
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