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Êàðèîòèï Amoeba borokensis èç ãðóïïû áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ...

Âïåðâûå èçó÷åí êàðèîòèï Amoeba borokensis. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ìåòàôàçå ìèòîçà ó ýòîãî âèäà àìåá
ñîäåðæèòñÿ ãàïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì: n = 27. Ýòî ñîñòàâëÿåò ðîâíî ïîëîâèíó äèïëîèäíîãî êàðèîòè-
ïà A. proteus (øòàìì B), ÷òî íà ïåðâûé âçãëÿä ïîäòâåðæäàåò ñóùåñòâóþùèå ïðåäñòàâëåíèÿ î íåïî-
ñðåäñòâåííîì ïðîèñõîæäåíèè îäíîãî âèäà îò äðóãîãî ïóòåì êðàòíîãî èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà õðîìîñîì.
Îäíàêî ñðàâíèòåëüíûé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî âñåãî ÷åòûðå îðòîëîãè÷íûå õðîìî-
ñîìû èç ãàïëîèäíûõ íàáîðîâ ýòèõ äâóõ âèäîâ íå èìåþò çàìåòíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ñîáîé ïî ïàòòåðíó
DAPI-îêðàøèâàíèÿ áýíäîâ. Èíûìè ñëîâàìè, ìåæäó A. proteus è A. borokensis èìååò ìåñòî îòíîñèòåëüíî
áoëüøàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ äèñòàíöèÿ, ÷åì ïðåäïîëàãàëîñü ðàíåå, è îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äîñòàòî÷íî
ñèëüíî äèâåðãèðîâàâøèå âèäû. Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íàìè â õîäå èññëåäîâàíèÿ æèçíåííûõ öèê-
ëîâ A. proteus è A. borokensis, ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî ó «proteus-ïîäîáíûõ» àìåá èìååò ìåñòî îäíà èç
ðàçíîâèäíîñòåé òàê íàçûâàåìîé öèêëè÷åñêîé ïîëèïëîèäèè. Ïîñëåäíÿÿ, êàê ïðèíÿòî ñ÷èòàòü â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ, ÿâëÿåòñÿ âïîëíå óäîâëåòâîðèòåëüíîé àëüòåðíàòèâîé ïîëîâîìó ïðîöåññó â îòíîøåíèè ãåíå-
òè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè ó àãàìíûõ ïðîòèñòîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì ìàêðîòàêñîíàì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Amoeba borokensis, Amoeba proteus, ìèòîç, õðîìîñîìû, êàðèîòèï, êëåòî÷íûé
öèêë, öèêëè÷åñêàÿ ïîëèïëîèäèÿ.

Àìåáà, èçó÷åíèþ êîòîðîé ïîñâÿùåíà íàñòîÿùàÿ ðà-
áîòà, áûëà âûäåëåíà Ë. Â. Êàëèíèíîé (Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ) èç ïðåñíîâîäíîãî âîäîåìà â ïîñ. Áîðîê (ßðîñ-
ëàâñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) â 1974 ã. Ïðèðîäíûé èçîëÿò áûë
êëîíèðîâàí è ïîëó÷åííûé øòàìì áëàãîäàðÿ ñóùåñòâåí-
íîìó ñõîäñòâó íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ñ ðàñïðîñòðà-
íåííûì âèäîì Amoeba proteus áûë äåïîíèðîâàí â Êîë-
ëåêöèè øòàììîâ êðóïíûõ ñâîáîäíîæèâóùèõ àìåá Èí-
ñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ â êà÷åñòâå îòäåëüíîãî øòàììà
ýòîãî âèäà, îáîçíà÷åííîãî êàê Bor (ñì.: Goodkov et al.,
2015). Îäíàêî â 1986 ã. íà îñíîâàíèè êîìïëåêñíûõ ìîðôî-
ôèçèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé øòàìì
Bor áûë âûäåëåí Êàëèíèíîé ñ ñîàâòîðàìè â ñàìîñòîÿ-
òåëüíûé âèä A. borokensis (Kalinina et al., 1986); ïðè ýòîì
àâòîðû îñîáî ïîä÷åðêèâàþò, ÷òî ýòè äâà âèäà, íåñîìíåí-
íî, òåñíî ñâÿçàíû äðóã ñ äðóãîì è, âåðîÿòíî, îäèí ïðîèñõî-
äèò îò äðóãîãî («... it is certain that the two species are closely
related and probable that one was derived from the other»
p. 343).

Èç îñîáåííîñòåé A. borokensis, îòëè÷àþùèõ ýòîò âèä
îò A. proteus, äëÿ íàñ ñåé÷àñ âàæíî îòìåòèòü ñëåäóþùèå.
Êëåòêè A. borokensis ñóùåñòâåííî ìåíüøå ïî ðàçìåðó,
÷åì «òèïè÷íûå øòàììû» A. proteus. Äëèòåëüíîñòü êëå-
òî÷íîãî öèêëà ïðè îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ñîñòàâëÿåò ìå-
íåå 24 ÷ (Kalinina et al., 1986), òîãäà êàê ó A. proteus ãåíå-
ðàöèîííîå âðåìÿ âàðüèðóåò â ïðåäåëàõ îò 40 äî 70 ÷ (Ord,
1968; Sopina, 1976; Rogerson, 1980; Àôîíüêèí, 1983). Íà-

êîíåö, ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ A. borokensis ðîâíî â
2 ðàçà ìåíüøå, ÷åì ó A. proteus (â êà÷åñòâå ýòàëîíà áûë
èñïîëüçîâàí øòàìì Â) (Kalinina et al., 1986).

Êàðèîòèïû àìåá ãðóïïû «proteus» ðàíåå íèêåì íå
áûëè îïèñàíû â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ïðîòîêîëà ïîëó-
÷åíèÿ ñïðýäîâ õðîìîñîì èç ìèòîòè÷åñêèõ ÿäåð ýòèõ ïðî-
òèñòîâ. Îäíàêî íåäàâíî íàì óäàëîñü ðàçðàáîòàòü òàêîé
ïðîòîêîë è ñ åãî ïîìîùüþ îõàðàêòåðèçîâàòü êàðèîòèï
A. proteus øòàììà B (Äåìèí è äð., 2016). Îêàçàëîñü, ÷òî
íà ñïðýäàõ ìåòàôàçíûõ ÿäåð ýòîãî øòàììà âûÿâëÿåòñÿ
äèïëîèäíîå ÷èñëî õðîìîñîì (27 ïàð), õîòÿ íà ñïðýäàõ
ïðîôàçíûõ ÿäåð âñåãäà íàñ÷èòûâàåòñÿ ãèïåðäèïëîèäíîå.
Õðîìîñîìû A. proteus íà ñïðýäàõ äèôôåðåíöèàëüíî îêðà-
øèâàþòñÿ ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûõ ôëóîðîõðîìîâ,
÷òî ïîçâîëèëî èäåíòèôèöèðîâàòü âñå èíäèâèäóàëüíûå
õðîìîñîìû íàáîðà ïî õàðàêòåðíîìó ðèñóíêó èõ DA-
PI-áýíäèðîâàíèÿ (Äåìèí è äð., 2016).

Â çàäà÷ó íàñòîÿùåé ðàáîòû âõîäèëî êàðèîòèïèðîâà-
íèå è ñîñòàâëåíèå áàíêà èçîáðàæåíèé èíäèâèäóàëüíûõ
DAPI-áýíäèðîâàííûõ õðîìîñîì èç ìèòîòè÷åñêèõ ÿäåð
A. borokensis, à òàêæå èäåíòèôèêàöèÿ õðîìîñîì, ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ îðòîëîãàì A. proteus, è âûÿâëåíèå ïåðåñòðîåê,
îòëè÷àþùèõ ýòè õðîìîñîìû ó äâóõ âèäîâ àìåá.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåòêàõ êóëüòóðû A. borokensis
èç êîëëåêöèè øòàììîâ ñâîáîäíîæèâóùèõ àìåá Èíñòèòó-
òà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Goodkov et al., 2014, 2015). Êóëüòóðó
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1 Àâòîðû ïîñâÿùàþò ýòó ðàáîòó ñâåòëîé ïàìÿòè êîëëåãè è çàìå÷àòåëü-
íîãî ÷åëîâåêà ïðîô. À. Ë. Þäèíà (1932—2017).
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àìåá ïîääåðæèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå Ïðåñêîòòà (Pre-
scott, Carrier, 1964); 1 ðàç â 2 ñóò àìåá êîðìèëè èíôóçîðè-
ÿìè Tetrahymena pyriformis GL (Þäèí, 1975).

Ïðîòîêîë ÷àñòè÷íîé ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê êóëüòóðû
A. borokensis â ìèòîçå, à òàêæå ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ñïðýäîâ
õðîìîñîì è òåõíèêà êàðèîòèïèðîâàíèÿ ïîäðîáíî îïèñà-
íû íàìè ðàíåå (Podlipaeva et al., 2013; Äåìèí è äð., 2016).

Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè àìåá ïîñëå 2-ñóòî÷íîãî ãîëîäà-
íèÿ ïîìåùàëè â 25 %-íûé ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íî-
ãî àëüáóìèíà â ñðåäå Ïðåñêîòòà. ×åðåç 1—2 ÷ àìåá ïåðå-
íîñèëè â ìèíåðàëüíóþ ñðåäó Ïðåñêîòòà. Ñïóñòÿ 18—21 ÷
ñîäåðæàíèÿ â ýòîé ñðåäå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
êëåòêè îòìûâàëè 0.025%-íûì ðàñòâîðîì Trypsin-EDTA
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è êîíöåíòðèðîâàëè â ïðîáèð-
êàõ Eppendorf (1.5 ìë) ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
(1500 îá/ìèí, 2 ìèí, ìèêðîöåíòðèôóãà Eppendorf MiniSpin,
Eppendorf International). Îñàäîê êëåòîê âñòðÿõèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ âîðòåêñà. Ãèïîòîíè÷åñêèé ðàñòâîð — 2.5 ìÌ KCl
â áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäå (superQ) — äîáàâëÿëè âî
âñòðÿõèâàåìóþ ïðîáèðêó ïî êàïëÿì. Ãèïîòîíè÷åñêóþ
îáðàáîòêó êëåòîê îñóùåñòâëÿëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè ñîîòíîøåíèè îáúåìîâ êëåòîê è
ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà 1 : (25—30). Ïîñëå ýòîãî êëåò-
êè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (2 ìèí, 1500 îá/ìèí) è
óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ âîðòåêñà. Ïîëó÷åííóþ âçâåñü êëåòîê ôèêñèðî-
âàëè â òðåõ ñìåíàõ ñìåñè ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé
êèñëîòîé (3 : 1). Ïðîáèðêè ñ ôèêñèðîâàííûìè êëåòêàìè
õðàíèëè â õîëîäèëüíèêå ïðè –20 °Ñ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ ñïðýäîâ ÿäåð èñïîëü-
çîâàëè ïðåäìåòíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå ïîëèëèçèíîì (Ther-
mo Scientific, ÑØÀ). Íà ñòåêëî ñ ïîìîùüþ ìèêðîïèïåò-
êè ïîìåùàëè 40—50 ìêë âçâåñè êëåòîê. Èçáûòîê ôèêñà-
òîðà óáèðàëè ïîëîñêîé ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè. Íà
ïðåïàðàò íàíîñèëè 10 ìêë 50%-íîé ïðîïèîíîâîé êèñ-
ëîòû è ñðàçó ïîñëå ýòîãî íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåê-
ëîì 18�18 ìì, îáðàáîòàííûì ñèëèêîíîì SL-2 (Sigma-
Aldrich, ÑØÀ).

Êëåòêè ðàçäàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ âåðòèêàëüíûõ ãèä-
ðàâëè÷åñêèõ òèñêîâ ñ ìàíîìåòðîì. Äàâëåíèå â òå÷å-
íèå 90—120 ñ ïëàâíî ïîâûøàëè äî 230 êã/ñì2. Ïîñëå ýòî-
ãî äàâëåíèå ñáðàñûâàëè, âûíèìàëè ïðåïàðàò è îêóíàëè
åãî â æèäêèé àçîò. Ñ çàìîðîæåííîãî ïðåïàðàòà ñ ïî-
ìîùüþ áðèòâåííîãî ëåçâèÿ îòäåëÿëè ïîêðîâíîå ñòåêëî.
Ïðåäìåòíîå ñòåêëî ñ êëåòêàìè ïðîâîäèëè ÷åðåç ñåðèþ
ñïèðòîâ ïîâûøàþùåéñÿ êîíöåíòðàöèè (50, 70 è 96%-íûé
ýòàíîë), à çàòåì âûñóøèâàëè. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû
ïîìåùàëè â ãåðìåòè÷íûé êîíòåéíåð è õðàíèëè ïðè
–20 °Ñ.

Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè DAPI (3 ìêã/ìë; Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) íà áóôåðå Ìàê-Èëâåéíà, pH 7.0, â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îêðàøåííûå ïðåïà-
ðàòû çàêëþ÷àëè â ProLong® Gold antifade (Invitrogen Cor-
poration, ÑØÀ). Èçîáðàæåíèÿ õðîìîñîìíûõ ñïðýäîâ ïî-
ëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Scope A1 (Zeiss, Ãåð-
ìàíèÿ) ñî øòàòíîé öèôðîâîé êàìåðîé è ïðîãðàììíûì
îáåñïå÷åíèåì äëÿ ôîòîñúåìêè. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ
õðîìîñîì êîíòðàñòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì ImageJ
è AdobePhotoshop CS4, èñïîëüçóÿ ïðèåìû, îïóáëèêîâàí-
íûå ðàíåå (Demin et al., 2011). Âûïðÿìëåíèå õðîìîñîì
äëÿ ïîëó÷åíèÿ áàíêà èçîáðàæåíèé èíäèâèäóàëüíûõ DA-
PI-áýíäèðîâàííûõ õðîìîñîì îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ïëàãèíà Straighten ïðîãðàììû ImageJ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðâûé ïðè-
ìåð ñðàâíèòåëüíîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
õðîìîñîì äâóõ ðàçíûõ âèäîâ èç ãðóïïû «proteus-ïî-
äîáíûõ» àìåá. Ïîñêîëüêó â ïåðèîä èññëåäîâàíèÿ áûë êà-
ðèîòèïèðîâàí òîëüêî îäèí âèä è øòàìì — A. proteus
øòàììà B, — èìåííî åãî õðîìîñîìû ìû èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå ñòàíäàðòà äëÿ ïîèñêà, èäåíòèôèêàöèè è íóìåðà-
öèè îðòîëîãîâ. Ýòî, îäíàêî, íå îçíà÷àåò, ÷òî ìû ñ÷èòàåì
äàííûé øòàìì íàèáîëåå áëèçêèì ê àíöåñòðàëüíîìó âèäó.
Òàêîé âèä åùå ïðåäñòîèò íàéòè ïîñëå êàðèîòèïèðîâàíèÿ
âñåõ èçâåñòíûõ âèäîâ ãðóïïû, à òàêæå ðÿäà øòàììîâ ðàç-
ëè÷íîãî ãåîãðàôè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èç êîëëåêöèè
øòàììîâ àìåá Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, ïðîâèçîðíî
îòíîñèìûõ ê âèäó A. proteus (ñì.: Goodkov et al., 2015).
Ïîñëåäíèå âïîëíå ìîãóò îêàçàòüñÿ êðèïòîâèäàìè, âåñüìà
ñõîäíûìè ïî ìîðôîëîãèè, íî çíà÷èòåëüíî îòëè÷íûìè ïî
êàðèîòèïó. Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû áóäåì
óïîòðåáëÿòü ïîíÿòèÿ «îðòîëîã» è «îðòîëîãè÷íûå õðîìî-
ñîìû» òîëüêî â ñìûñëå îáîçíà÷åíèÿ õðîìîñîì ñî ñõîä-
íûì ïàòòåðíîì DAPI-îêðàøåííûõ áýíäîâ â êàðèîòèïàõ
äâóõ ðàññìàòðèâàåìûõ âèäîâ.

Âñåãî íà ïðåïàðàòàõ ìèòîòè÷åñêèõ ÿäåð A. borokensis
íàìè áûëî íàéäåíî è èçó÷åíî 5 ìåòàôàçíûõ è 10 ïðîôàç-
íûõ-ïðîìåòàôàçíûõ ñïðýäîâ õðîìîñîì, ïðèãîäíûõ äëÿ
êàðèîòèïèðîâàíèÿ.

Íà ñïðýäàõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì A. borokensis ïî
ïàòòåðíó DAPI-îêðàøåííûõ áýíäîâ áûëè èäåíòèôèöèðî-
âàíû õðîìîñîìû, îðòîëîãè÷íûå ïðèñóòñòâóþùèì â êàðèî-
òèïå A. proteus øòàììà B, è èì ñîîòâåòñòâåííî áûëè ïðè-
ñâîåíû òå æå íîìåðà.

Âñå ïÿòü ñïðýäîâ ìåòàôàçíûõ ÿäåð A. borokensis ñî-
äåðæàëè ãàïëîèäíûé íàáîð èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì,
÷èñëî êîòîðûõ n = 27, ÷òî ñîñòàâëÿåò ðîâíî ïîëîâèíó
äèïëîèäíîãî êàðèîòèïà A. proteus øòàììà B. Íåãàòèâíîå
èçîáðàæåíèå òèïè÷íîãî ñïðýäà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì è
êàðèîãðàììû A. borokensis ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíàÿ ïðè÷èíà ìåíüøèõ ðàçìåðîâ
è áîëåå êîðîòêîãî êëåòî÷íîãî öèêëà A. borokensis ïî
ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè A. proteus — ãàïëîèäíûé, à íå
äèïëîèäíûé ñòàòóñ ìåòàôàçíûõ-òåëîôàçíûõ êëåòîê ýòèõ
ïðîòèñòîâ. Çäåñü óìåñòíî íàïîìíèòü, ÷òî åùå Êàëèíèíà ñ
ñîàâòîðàìè (Kalinina et al., 1986) íà îñíîâàíèè ðåçóëüòà-
òîâ èçìåðåíèé êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ A. borokensis è
A. proteus è èìåþùåãîñÿ ìåæäó íèìè ñõîäñòâà âûñêàçàëè
ïðåäïîëîæåíèå î íåïîñðåäñòâåííîì ðîäñòâå äàííûõ âè-
äîâ àìåá. Àâòîðû ïèñàëè: «Î÷åâèäíàÿ âîçìîæíîñòü çà-
êëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî Bor ÿâëÿåòñÿ ïðîñòî âàðèàíòîì
A. proteus, â êîòîðîì 2Õ ïëîèäíîñòü áûëà óìåíüøåíà äî
1X... Äðóãàÿ âîçìîæíîñòü çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî A. prote-
us ïðîèñõîäèò îò àìåá, ïîäîáíûõ Bor, ïóòåì óäâîåíèÿ
ïëîèäíîñòè» («An obvious possibility is that Bor is simply a
variant of A. proteus in which a 2X ploidy has been reduced
to 1X... Another possibility is that A. proteus has originated
from amoebae like Bor by a doubling of ploidy») (Kalinina
et al., 1986, p. 355). Èëè èíûìè ñëîâàìè è ôîðìóëèðóÿ áî-
ëåå òî÷íî, ïóòåì ãàïëîèäèçàöèè èëè, íàïðîòèâ, äèïëîè-
äèçàöèè. Îäíàêî ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî íàìè ñðàâíè-
òåëüíîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçûâàþò, ÷òî ñè-
òóàöèÿ íåñêîëüêî ñëîæíåå.

Ìåòàôàçíûå õðîìîñîìû A. borokensis îêàçûâàþòñÿ
çàìåòíî ñëàáåå êîíäåíñèðîâàíû, ÷åì òàêîâûå ó A. proteus
øòàììà B (ñì.: Äåìèí è äð., 2016, ðèñ. 3), è ïî ñâîåìó
«ðàçðåøåíèþ» îíè áëèæå ê ïðîôàçíûì õðîìîñîìàì ïî-
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ñëåäíåãî âèäà. Ñðàâíåíèå èçîáðàæåíèé DAPI-áýíäèðî-
âàííûõ ïîçäíåïðîôàçíûõ è ìåòàôàçíûõ èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîì íàáîðà A. borokensis ïîêàçûâàåò, ÷òî óðîâåíü
ìèòîòè÷åñêîé êîíäåíñàöèè õðîìîñîì ó ýòîãî âèäà îòíî-
ñèòåëüíî íåâûñîê. Óêîðî÷åíèå õðîìîñîì â ýòîò ïåðèîä

íå ïðåâûøàåò 30 % â îòëè÷èå îò A. proteus, õðîìîñîìû
êîòîðîé â ýòîò ïåðèîä óêîðà÷èâàþòñÿ â 2 ðàçà è áîëåå,
ïðè ýòîì «ðàçðåøåíèå» áýíäîâ ìåíÿåòñÿ äðàìàòè÷åñêèì
îáðàçîì (Äåìèí è äð., 2016), òîãäà êàê ó ðàññìàòðèâàåìî-
ãî âèäà «ðàçðåøåíèå» áýíäîâ ìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî.
Ïîýòîìó äëÿ ñîñòàâëåíèÿ áàíêà èçîáðàæåíèé DAPI-áýí-
äèðîâàííûõ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì íàáîðà A. boro-
kensis ñ íàèëó÷øèì «ðàçðåøåíèåì» ìû èñïîëüçîâàëè
èçîáðàæåíèÿ íå òîëüêî ìåòàôàçíûõ, íî è â ñëó÷àå íåîá-
õîäèìîñòè ïîçäíåïðîôàçíûõ õðîìîñîì (ðèñ. 2).

Äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà äâóõ
âèäîâ àìåá èç èìåþùèõñÿ áàíêîâ áûëî âûáðàíî ïî îäíîé
ðåïðåçåíòàòèâíîé õðîìîñîìå (ðèñ. 3).

Èç 27 õðîìîñîì ãàïëîèäíîãî íàáîðà îáîèõ âèäîâ
àìåá òîëüêî 4 îðòîëîãè÷íûå õðîìîñîìû íå ðàçëè÷àþòñÿ
ìåæäó ñîáîé ïî ðèñóíêó áýíäîâ (3, 9, 10 è 16). Ïðè ýòîì
îðòîëîãè÷íûå õðîìîñîìû 3 îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî
ýêñïðåññèè òåëîìåðíûõ áýíäîâ. Ïîñêîëüêó êðàñèòåëü
DAPI, èñïîëüçîâàííûé íàìè äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîãî
îêðàøèâàíèÿ (áýíäèðîâàíèÿ) õðîìîñîì, èìååò ïîâûøåí-
íîå ñðîäñòâî ê AT-ïàðàì íóêëåîòèäîâ (Kapuscinski,
1995), òåðìèíàëüíûå äèñêè ýòîé õðîìîñîìû â ñëó÷àå
A. proteus øòàììà B ñîäåðæàò ìíîãî áîëüøå AT, ÷åì òà-
êîâûå ó A. borokensis. Àíàëîãè÷íûå ðàçëè÷èÿ ïî ýêñïðåñ-
ñèè êîíöåâîãî áýíäà õàðàêòåðíû äëÿ îðòîëîãè÷íûõ õðî-
ìîñîì 14, êîòîðûå ðàçíÿòñÿ òàêæå ïî èíâåðñèè è èíòåð-
ñòèöèàëüíîé âñòàâêå äîïîëíèòåëüíûõ áýíäîâ â
õðîìîñîìå A. proteus.

Ïÿòü îðòîëîãè÷íûõ õðîìîñîì íàáîðà îòëè÷àþòñÿ
äðóã îò äðóãà îäíîé èíâåðñèåé ãðóïïû áýíäîâ (6, 17, 18,
20 è 21). Äîïîëíèòåëüíûå áýíäû íà îäíîì èëè îáîèõ êîí-
öåâûõ ó÷àñòêàõ ñîäåðæàò õðîìîñîìû A. borokensis — ñî-
îòâåòñòâåííî 4 è 26. Äîïîëíèòåëüíûå áýíäû íà îäíîì èç
êîíöîâ õðîìîñîìû ñîäåðæàò øåñòü îðòîëîãè÷íûõ õðîìî-
ñîì A. proteus øòàììà B (7, 19, 22, 23, 24 è 27).

Îðòîëîãè÷íûå õðîìîñîìû 11 îòëè÷àåò äðóã îò äðóãà
âíóòðèõðîìîñîìíàÿ òðàíñëîêàöèÿ òåðìèíàëüíîãî áýíäà.
Âíóòðèõðîìîñîìíàÿ âñòàâêà äîïîëíèòåëüíûõ áýíäîâ îò-
ëè÷àåò õðîìîñîìó 13 A. proteus è õðîìîñîìó 25 A. boro-
kensis. Òðè õðîìîñîìû A. proteus îòëè÷àþòñÿ îò îðòîëî-
ãîâ íàëè÷èåì êàê èíâåðñèè, òàê è êîíöåâûõ áýíäîâ (1, 5,
15). Îäíà õðîìîñîìà A. proteus îòëè÷àåòñÿ îò îðòîëîãà
íàëè÷èåì äâóõ èíâåðñèé è âñòàâêîé áýíäà (2). Îðòîëî-
ãè÷íûå õðîìîñîìû 8 îòëè÷àþò äðóã îò äðóãà äâå èíâåð-
ñèè è êîíöåâûå äîáàâî÷íûå áýíäû (ïî îäíîé ó êàæäîãî
âèäà àìåá íà ïðîòèâîïîëîæíûõ ñòîðîíàõ õðîìîñîì). Íà-
êîíåö, â äâóõ ñëó÷àÿõ (õðîìîñîìû 5 è 23) êîíöåâûå äî-
áàâêè ó A. proteus ñîäåðæàò 4—5 áýíäîâ.

Ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì ïðîâåäåííîãî íàìè ñðàâíèòåëü-
íîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà, ìåæäó A. proteus è
A. borokensis èìååò ìåñòî îòíîñèòåëüíî á*oëüøàÿ ãåíåòè-
÷åñêàÿ äèñòàíöèÿ, ÷åì ïðåäïîëàãàëîñü ðàíåå (Kalinina
et al., 1986), è ñîîòâåòñòâåííî îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
äîñòàòî÷íî ñèëüíî äèâåðãèðîâàâøèå âèäû. Â öåëîì ïî-
ëó÷åííûå äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî âèäîîáðàçîâàíèå â
ãðóïïå «proteus-ïîäîáíûõ» àìåá âïîëíå ìîæåò ïðîòåêàòü
è áåç èçìåíåíèÿ ÷èñëà õðîìîñîì, à òîëüêî íà áàçå ïåðå-
ñòðîåê îðòîëîãè÷íûõ õðîìîñîì.

Ìû ñ÷èòàåì íåîáõîäèìûì çàòðîíóòü çäåñü åùå îäèí
âàæíûé âîïðîñ, êàñàþùèéñÿ áèîëîãèè «proteus-ïîäîá-
íûõ» âèäîâ àìåá, à èìåííî âîïðîñ îá îñîáåííîñòÿõ êëå-
òî÷íîãî öèêëà ýòèõ îáëèãàòíî àãàìíûõ ïðîòèñòîâ.

Ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, â êëåòî÷íîì öèêëå
«òèïè÷íûõ øòàììîâ» âèäà A. proteus èìååò ìåñòî ÿâëå-
íèå ãèïåððåïëèêàöèè ÿäåðíîé ÄÍÊ, à èìåííî: âî âòîðîé
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Ðèñ. 1. Íåãàòèâíûå èçîáðàæåíèÿ òèïè÷íîãî ñïðýäà ìåòàôàç-
íûõ õðîìîñîì è êàðèîãðàììû Amoeba borokensis.

Îêðàøèâàíèå ðàñòâîðîì DAPI. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì.



ïîëîâèíå èíòåðôàçû êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â ÿäðå ìîæåò áîëåå
÷åì âäâîå, à òî è âòðîå ïðåâûøàòü òàêîâîå â íà÷àëå öèê-
ëà, îäíàêî â äàëüíåéøåì «èçáûòî÷íàÿ ÄÍÊ» ýëèìèíèðó-
åòñÿ (Makhlin et al., 1979; Àôîíüêèí, 1983; Ìàõëèí, 1987,
1993; Afon’kin, 1989). Ïðè ýòîì íèêàêîé çàêîíîìåðíîñòè
â óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ àìåá ó 24, 32, 48,
56 è 72-÷àñîâûõ äî÷åðíèõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîäåð-
æàíèåì ÄÍÊ â ÿäðàõ 1-÷àñîâûõ äî÷åðíèõ êëåòîê íå íà-
áëþäàåòñÿ (Ìàõëèí, 1993).

Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûå ìåòîäîì îïòè-
÷åñêîé òîìîãðàôèè, ïîäòâåðæäàþò, ÷òî â ÿäåðíîì öèêëå
ó A. proteus (øòàìì Â) íàáëþäàþòñÿ ïðèçíàêè êàê ýíäî-
ðåäóïëèêàöèè, òàê è äåïîëèïëîèäèçàöèè (Äåìèí è äð.,
2015). Ïîñëåäíÿÿ ìîæåò ÷àñòè÷íî îñóùåñòâëÿòüñÿ íåïî-
ñðåäñòâåííî â òå÷åíèå èíòåðôàçû, íî â îñíîâíîì â ïðåä-
ìèòîòè÷åñêèé ïåðèîä ïóòåì ýêñòðóçèè èç ÿäðà «èçáûòî÷-
íîé ÄÍÊ» (Äåìèí è äð., 2015).

Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç êàðèîòèïîâ ïðîôàçíûõ è
ìåòàôàçíûõ ÿäåð A. proteus (øòàìì B) ïîçâîëèë óñòàíî-
âèòü, ÷òî ê íà÷àëó ìåòàôàçû âñå «ñâåðõøòàòíûå» õðîìî-
ñîìû óæå ýëèìèíèðîâàíû èç ÿäðà àìåáû è îñòàåòñÿ òîëü-
êî áàçîâûé äèïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì (Äåìèí è äð.,
2016). Îäíàêî â ïðîôàçå âñåãäà ðåãèñòðèðîâàëè àíåóïëî-

èäíîå (ãèïåðäèïëîèäíîå) ÷èñëî õðîìîñîì, ò. å. â ÿäðå íà
ýòîé ñòàäèè åùå ïðèñóòñòâóþò îòäåëüíûå «ñâåðõøòàò-
íûå» õðîìîñîìû, èìåþùèå ðèñóíîê õðîìîìåðîâ áàçîâî-
ãî íàáîðà. ×àùå âñåãî, õîòÿ è íå âñåãäà, ýòî ñàìûå ìåëêèå
õðîìîñîìû íàáîðà (Äåìèí è äð., 2016).

Ñîãëàñíî èìåþùèìñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûì, èçìåðå-
íèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ A. borokensis â õîäå êëåòî÷-
íîãî öèêëà íå âûÿâèëî ïðåâûøåíèÿ ïîñòìèòîòè÷åñêîãî
óðîâíÿ â êîíöå èíòåðôàçû áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (Kalinina
et al., 1986). Îäíàêî ñàìè àâòîðû, êàê è äðóãèå èññëåäîâà-
òåëè, îòìå÷àþò, ÷òî îäíîãî îïðåäåëåíèÿ íåäîñòàòî÷íî,
÷òîáû ñ ïîëíîé óâåðåííîñòüþ ñ÷èòàòü, ÷òî â îòëè÷èå îò
A. proteus ó A. borokensis ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ âîçðàñ-
òàåò â èíòåðôàçå íå áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (Kalinina et al.,
1986; Ìàõëèí, 1993). Íàïðîòèâ, ðåçóëüòàòû íàøèõ ïðåä-
âàðèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé ÿäåðíîãî öèêëà A. borokensis
ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà îïòè÷åñêîé òîìîãðàôèè ñâèäåòå-
ëüñòâóþò î òîì, ÷òî ó ýòîãî âèäà òàêæå íàáëþäàþòñÿ êàð-
òèíû ýêñòðóçèè õðîìàòèíà èç ÿäðà àìåáû. Íàêîíåö, êàê è
ó A. proteus, íà âñåõ èññëåäîâàííûõ íàìè â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ñïðýäàõ ïðîôàçíûõ ÿäåð A. borokensis ïðèñóòñòâî-
âàëî àíåóïëîèäíîå (ãèïåðãàïëîèäíîå) êîëè÷åñòâî õðî-
ìîñîì.
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Ðèñ. 2. Áàíê íåãàòèâíûõ èçîáðàæåíèé DAPI-áýíäèðîâàííûõ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì Amoeba borokensis, ñîñòàâëåííûé èç ðàç-
íûõ ñïðýäîâ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê.



Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè èìåþùèõñÿ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì,
÷òî â êëåòî÷íîì (æèçíåííîì) öèêëå «proteus-ïîäîá-
íûõ» àìåá, ÿâëÿþùèõñÿ îáëèãàòíî àãàìíûìè îðãàíèçìà-
ìè, ñêîðåå âñåãî, èìååò ìåñòî îäíà èç ðàçíîâèäíîñòåé
òàê íàçûâàåìîé öèêëè÷åñêîé ïîëèïëîèäèè — ôåíîìå-
íà, íåçàâèñèìî âñòðå÷àþùåãîñÿ ó ïðåäñòàâèòåëåé ñàìûõ
ðàçíûõ, ÷àñòî âåñüìà äàëåêî îòñòîÿùèõ äðóã îò äðóãà

ôèëîãåíåòè÷åñêè ìàêðîòàêñîíîâ íèçøèõ ýóêàðèîò (Ðàé-
êîâ, 1978; Raikov, 1982; Parfrey et al., 2008; Lahr
et al., 2011). Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ñòðàòåãèÿ öèêëè÷å-
ñêîé ïîëèïëîèäèè ÿâëÿåòñÿ âïîëíå óäîâëåòâîðè-
òåëüíîé àëüòåðíàòèâîé ïîëîâîìó ïðîöåññó â îòíîøå-
íèè ãåíåòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè ó àãàìíûõ ïðîòèñòîâ
(Kondrashov, 1994, 1997; Parfrey et al., 2008; Lahr et al.,
2011).
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Ðèñ. 3. Îðòîëîãè÷íûå õðîìîñîìû Amoeba proteus øòàìì Â (A. pr.) è A. borokensis (A. bor.): öèòîãåíåòè÷åñêîå ñîïîñòàâëåíèå ïî
ïàòòåðíó DAPI-áýíäèðîâàíèÿ.

Èíâåðòèðîâàííûå ðàéîíû õðîìîñîì ïîìå÷åíû ïåðåêðåùåííûìè ëèíèÿìè (íàïðèìåð, õðîìîñîìû 1), ãðàíèöû èíâåðñèé — òî÷êàìè ðàçíîãî ðàçìåðà
(íàïðèìåð, õðîìîñîìû 2), ñîåäèíåííûìè òîíêîé ëèíèåé. Äîïîëíèòåëüíûå è âñòàâî÷íûå áýíäû ìàðêèðîâàíû áîêñàìè, åñëè ýòî íåñêîëüêî áýíäîâ, è
òðåóãîëüíèêîì, åñëè ýòî îäèí áýíä. Ãîðèçîíòàëüíûå ëèíèè ñîåäèíÿþò òåðìèíàëüíûå áýíäû ñ ðåçêî îòëè÷íûì óðîâíåì ôëóîðåñöåíöèè. Äèàãîíàëü-

íàÿ ëèíèÿ ìàðêèðóåò ìåæêîíöåâîé âíóòðèõðîìîñîìíûé îáìåí.



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-03451).
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KARYOTYPE OF AMOEBA BOROKENSIS FROM THE «PROTEUS-LIKE»

AMOEBAE GROUP (AMOEBOZOA: EUAMOEBIDA)

S. Yu. Demin, Yu. I. Podlipaeva, M. A. Berdieva, A. V. Goodkov1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064; 1 e-mail: pelgood1@gmail.com

Karyotype of Amoeba borokensis is studied for the first time. At the metaphase of mitosis there is the hap-
loid set of chromosomes (n = 27) is present. That is exactly the half of the diploid Amoeba proteus (strain B)
karyotype. At first glance, this confirms existing presumption about the direct origin of one species from anot-
her by a divisible change in the ploidy of the amoeba nucleus. However, the comparative cytogenetic analysis
reveal only four orthologous chromosomes from haploid sets of these two species do not have noticeable diffe-
rences between themselves according to pattern of DAPI-staining of bands. It is concluded that the genetic dis-
tance between A. proteus and A. borokensis is greater than it was considered earlier, and thus these two species
have been rather diverged from each other. The analysis of data obtained while studying life cycles of A. prote-
us and A. borokensis allows us to conclude that in «proteus-like» amoebae one of the kind of so-called «cyclic
polyploidy» takes place. As is generally accepted, the last being the good alternative to sex process as a genetic
recombination in agamic protists. As is generally accepted, the cyclic polyploidy is a working alternative to the
sexual process with respect to genetic recombination in agamic protists from different macrotaxones.

K e y w o r d s: Amoeba borokensis, Amoeba proteus, mitosis, chromosomes, karyotype, cell cycle, cyclic
polyploidy.
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