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Аннотация. Свободноживущий плоский червь Macrostomum mirumnovem – неополиплоидный вид, его геном 
претерпел недавнюю полногеномную дупликацию (Whole Genome Duplication, WGD). В результате слияния га-
плоидного хромосомного набора в его кариотипе произошло формирование двух новых крупных хромосом, 
MMI1 и MMI2. Создание микродиссекционных ДНК-библиотек, обогащенных повторенными последователь-
ностями ДНК, и их последующая гибридизация in situ с метафазными хромосомами M. mirumnovem выявили в 
этих хромосомах районы, обогащенные повторенными последовательностями ДНК. Разные ДНК-пробы уста-
навливали в хромосомах M. mirumnovem районы, обогащенные разными повторенными последовательностя-
ми. Локализация и размер этих районов варьировали в разных копиях крупных хромосом, это предполагало их 
дивергенцию и снижение уровня гомологии, что может после полной дупликации генома приводить к его ре-
диплоидизации. Помимо возникших de novo районов хромосом основного набора, обогащенных повторенными 
последовательностями, в кариотипе у большинства исследованных особей обнаружены В-хромосомы, которые 
варьировали по размеру и морфологии. Различия в составе ДНК у этих В-хромосом были показаны с помощью 
флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) с полученными микродиссекционными ДНК-пробами на хромосом-
ном материале, взятом от разных животных. Флуоресцентная гибридизация in situ этих ДНК-проб по-разному 
окрашивала В-хромосомы, содержащиеся в кариотипах у разных особей M. mirumnovem. Часть В-хромосом ин-
тенсивно окрашивалась при проведении FISH, тогда как на других В-хромосомах гибридизационных сигналов 
не было. Специфический FISH-сигнал отсутствовал даже в прицентромерных районах таких В-хромосом. В на-
стоящей статье обсуждаются возможные механизмы возникновения и последующей эволюции В-хромосом у 
M. mirumnovem. Полученные результаты указывают на важную роль повторенных последовательностей, которую 
они могут играть в процессе реорганизации генома, приводя к быстрой дифференциации дуплицированных 
копий хромосом. Высокий уровень внутривидового кариотипического разнообразия по численным и структур-
ным хромосомным перестройкам и по формированию новых хромосомных районов, обогащенных повторен-
ными последовательностями, а также небольшой размер тела (~2 мм) и простота поддержания лабораторных 
культур M. mirumnovem делают этот вид перспективной моделью в исследованиях геномной и кариотипической 
эволюции видов, недавно прошедших полногеномную дупликацию.
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Abstract. The free-living flatworm Macrostomum mirumnovem is a neopolyploid species whose genome underwent 
a recent Whole Genome Duplication (WGD). In the result of chromosome fusions of the ancient haploid chromosome 
set, large metacentric chromosomes were formed. In addition to three pairs of small metacentrics, the current karyo-
type of M. mirumnovem contains two pairs of large metacentric chromosomes, MMI1 and MMI2. The generation of 
microdissected DNA libraries enriched for DNA repeats followed by DNA probe preparation and fluorescent in situ 
hybridization (FISH) were performed. The DNA probes obtained marked chromosome regions enriched for different 
DNA repeats in the M. mirumnovem chromosomes. The size and localization of these regions varied in different copies 
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of large chromosomes. They varied even in homologous chromosomes, suggesting their divergence due to genome re-
diploidization after a WGD. Besides the newly formed chromosome regions enriched for DNA repeats, B chromosomes 
were found in the karyotypes of the studied specimens of M. mirumnovem. These B chromosomes varied in size and 
morphology. FISH with microdissected DNA probes revealed that some Bs had a distinct DNA content. FISH could paint 
differently B chromosomes in different worms and even in the same sample. B chromosomes could carry a bright spe-
cific fluorescent signal or could show no fluorescent signal at all. In latter cases, the specific FISH signal could be absent 
even in the pericentromeric region of the B chromosome. Possible mechanisms of B chromosome formation and their 
further evolution are discussed. The results obtained indicate an important role that repetitive DNAs play in genome 
re-diploidization initiating a rapid differentiation of large chromosome copies. Taking together, karyotype peculiarities 
(a high level of intraspecific karyotypic diversity associated with chromosome number variation, structural chromo-
somal rearrangements, and the formation of new regions enriched for DNA repeats) and some phenotypic features of 
M. mirumnovem (small body size, short life-cycle, easy maintenance in the laboratory) make this species a perspective 
model in the studies of genomic and karyotypic evolution in species passed through a recent WGD event.
Key words: metaphase chromosome microdissection; DNA probes; repetitive DNA; mobile element transposition; FISH; 
DNA amplification; B chromosomes.
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Введение
Сравнительная геномика открыла новые возможности 
для изучения механизмов возникновения полногеномной 
дупликации (Whole Genome Duplication, далее WGD) и 
последствий такого крупномасштабного изменения гено­
ма, затрагивающего практически все гены. Показано, что 
значительная часть современных видов растений и жи­
вотных представляет собой результат как минимум одно­
го, а чаще нескольких раундов WGD (Wendel, 2000; Pa­
nopoulou et al., 2003; Dehal, Boore, 2005). В большинстве 
филогенетических линий животных они имели место 
сотни миллионов лет назад, и современные виды пред­
ставляют собой палеополиплоиды, в геномах которых 
можно выявить лишь следы WGD (Dehal, Boore, 2005). 
В связи с этим сравнительный анализ их геномов может 
дать лишь ограниченные представления о механизмах 
возникновения WGD и последующих процессах реорга­
низации дуплицированного генома. Принято считать, что 
существует два основных механизма прохождения WGD: 
автополиплоидизация, результатом которой является ав­
тотетраплоидный геном, и аллополиплоидизация – удвое­
ние генома организма, возникшего в результате межвидо­
вой гибридизации. В последнем случае сформированный 
геном содержит геномы обоих родительских видов, т. е. 
может сохранять многие черты своего гибридного предка. 
Роль WGD в эволюции генома у животных недавно была 
подробно рассмотрена в работе (Задесенец, Рубцов, 2018).

Раунды WGD обнаружены в геномах у представителей 
различных филогенетических линий: грибов, растений, 
животных. Полученные разными исследовательскими 
группами данные свидетельствуют о том, что их число 
существенно отличается в разных таксонах, например у 
ротифер – 1, у большинства видов позвоночных – 2, у мно­
гих видов растений – 3, у лососевых рыб – 4 (Dehal, Boore, 
2005; Glasauer, Neuhauss, 2014; Kenny et al., 2018). У репы 
Brassica rapa в геномной эволюции имело место чередо­
вание нескольких событий полногеномных дупликаций 
и даже трипликации всего генома (Moghe et al., 2014). 
Ряд современных биологов полагает, что WGD могут 
создавать предпосылки для дальнейших крупных эволю­
ционных преобразований, но некоторые исследователи 
придерживаются иной точки зрения, считая большинство 

пост-WGD видов тупиковой ветвью эволюции (Mayrose et 
al., 2011; Soltis et al., 2014). К сожалению, из-за отсутствия 
необходимой методической базы основные исследования 
долгое время были посвящены полиплоидии и WGD у рас­
тений. Появление новых методов молекулярной генетики, 
совершенствование технологий массового параллельного 
секвенирования принципиально изменили положение дел 
в этой области биологии (Задесенец и др., 2017). Воз­
никло новое направление – сравнительная геномика, и 
все больше видов животных оказывается вовлеченными 
в эти исследования (Comparative Genomics, 2000). Одна 
из острых проблем в этой области – крайне небольшое 
число видов, в эволюции которых WGD произошла отно­
сительно недавно (Задесенец, Рубцов, 2018).

Нужно отметить, что большое число полиплоидных ва­
риантов, вероятно, – действительно тупиковые ветви эво­
люции (Mayrose et al., 2011; Barker et al., 2016), представ­
ляющие собой новые, менее конкурентоспособные, по 
сравнению со своими диплоидными предками, варианты. 
Тем не менее следы WGD, обнаруженные в геномах прак­
тически всех ныне живущих видов, указывают на суще­
ственный вклад WGD при формировании принципиально 
новых механизмов адаптации к условиям окружающей 
среды (Glasauer, Neuhauss, 2014; Fisher et al., 2018). Не­
смотря на то, что WGD может быть ключевым событием в 
формировании новых филогенетических линий, возмож­
ности изучения самого феномена WGD и запускаемых 
им процессов на ранних этапах реорганизации генома в 
значительной степени ограничены. Стремительный про­
гресс в развитии новых методов молекулярной генетики 
и геномики открыл большие возможности и перспективы 
в исследованиях эволюции на новом, геномном, уровне. 
Однако число перспективных объектов и моделей для 
изучения WGD остается очень небольшим. Вовлечение в 
исследования новых видов, геномы которых были сформи­
рованы в результате недавней WGD, становится одной из 
наиболее актуальных задач. Группа видов свободноживу­
щих плоских червей рода Macrostomum может оказаться 
одной из таких перспективных модельных систем.

Молекулярно-цитогенетический анализ кариотипа и 
генома Macrostomum lignano показал, что основные осо­
бенности его организации, отличающие его от кариоти­
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пов большинства других видов макростомид, связаны с 
недавней WGD, которую претерпел геном этого вида в 
ходе его эволюции (Zadesenets et al., 2017a, b). Карио­
типы у большинства представителей рода Macrostomum 
состоят из небольшого числа мелких метацентрических 
хромосом (Egger, Ishida, 2005; Zadesenets et al., 2016; 
Schärer et al., 2020). Полагают, что базальным предковым  
кариотипом служит кариотип 2n = 6, вследствие WGD 
число хромосом которого оказалось удвоенным, увеличив­
шись до 2n = 12, у ряда видов. В результате слияния всех 
хромосом гаплоидного набора предкового вида в одну 
хромосомное число M. lignano уменьшилось до восьми 
(Egger, Ishida, 2005; Zadesenets et al., 2016). Более того, 
в паралогичных районах хромосом M. lignano были об­
наружены дополнительные различия, которые возникли, 
скорее всего, уже после WGD (Zadesenets et al., 2017a, b). 
Установленная нестабильность кариотипа M. lignano, 
вероятно, – также следствие продолжающегося процесса 
редиплоидизации его генома. Кариотипирование новых 
видов рода Macrostomum привело к открытию нами еще 
одного вида, геном которого представляет собой результат 
недавнего независимого раунда WGD, сопровождающего­
ся интенсивной реорганизацией кариотипа, включающей 
слияния предковых хромосом, структурные хромосомные 
перестройки, обогащение районов крупных хромосом по­
вторами, а также формирование В-хромосом (Zadesenets 
et al., 2020). Результаты молекулярно-цитогенетического 
анализа хромосом M. mirumnovem свидетельствуют о 
том, что расселение и амплификация повторенных по­
следовательностей играют большую роль в реорганизации 
кариотипа этого вида. Настоящая работа, посвященная 
анализу распределения в хромосомах M. mirumnovem не­
которых из таких повторов, основана на создании микро­
диссекционных ДНК-проб, содержащих главным образом 
повторенные последовательности ДНК.

Материалы и методы
Лабораторная аутбредная культура свободноживущих 
червей вида M. mirumnovem. В работе использована 
лабораторная культура M. mirumnovem, любезно предо­
ставленная проф. Лукасом Шарером (Зоологический ин­
ститут Университета Базеля, Швейцария). Особи M. mi­
rumnovem культивировали в лаборатории морфологии и 
функции клеточных структур Иститута цитологии и ге­
нетики СО РАН более года. Первичное кариотипирование 
было проведено через три месяца после сбора образцов 
M. mirumnovem из природных популяций (Zadesenets et al., 
2020). Уже на этом этапе был выявлен высокий уровень ка­
риотипического разнообразия. Наиболее часто встречаю­
щийся кариотип состоял из девяти хромосом: непарный, 
самый крупный метацентрик (MMI1), пара метацентри­
ческих хромосом (MMI2), несколько уступающих ему по 
размеру, и три пары мелких метацентрических хромосом 
MMI3–MMI5 (Schärer et al., 2020; Zadesenets et al., 2020).

Молекулярно-цитогенетический анализ, включающий 
получение микродиссекционных полнохромосомных 
ДНК-проб для всех хромосом M. mirumnovem (Задесе­
нец, Рубцов, 2020), показал, что крупные хромосомы 
MMI1–MMI2 сформировались в результате слияния 
всех хромосом предкового гаплоидного набора. В сфор­

мированных таким образом хромосомах, вероятно, про­
изошли активное расселение мобильных элементов и 
амплификация последовательностей ДНК, приведшая к 
возникновению многочисленных районов, обогащенных 
повторенными последовательностями (Zadesenets et al., 
2020). Мониторинг кариотипа у особей M. mirumnovem, 
выполненный перед проведением микродиссекции мелких 
метацентриков, обнаружил увеличение кариотипического 
разнообразия у особей лабораторной культуры и увеличе­
ние в ней частоты встречаемости В-хромосом. В нашем 
исследовании для получения микродиссекционных ДНК-
проб брали только метафазные пластинки с кариотипом 
2n = 9. При проведении флуоресцентной гибридизации 
in situ (FISH) использовали препараты метафазных хро­
мосом, полученные из особей с различными вариантами 
кариотипа.

Приготовление препаратов метафазных хромосом. 
Регулярный мониторинг, включающий кариотипирование 
индивидуальных особей лабораторной культуры, про­
водили по описанному ранее стандартному протоколу 
(Zadesenets et al., 2016). Для каждой кариотипированной 
особи проанализировано не менее 10 метафазных пла­
стинок. Препараты для осуществления микродиссекции 
готовили, применяя суспензионный метод, позволяющий 
добиться лучшей сохранности ДНК диссектируемых 
хромосом. Для приготовления фиксированной суспензии 
митотических клеток брали 100 половозрелых особей. 
Процедуру выполняли согласно стандартной методике, 
описанной ранее (Zadesenets et al., 2016). Метафазные 
пластинки распластывали на чистых, влажных холодных 
покровных стеклах (60 × 24 × 0.17 мм), что позволяло вы­
полнять микродиссекцию при максимально возможном 
увеличении инвертированного микроскопа Axiovert 10 
(ZEISS, Германия).

Окрашивание метафазных хромосом. При рутин­
ном кариотипировании хромосомы окрашивали флуо­
ресцентным красителем DAPI (4′,6-diamidino-2-phenyl­
indole solution), растворенным в среде для заключения 
VECTASHIELD® (Vector Laboratories Inc., Burlingame, 
CA, США), содержащей антифейд, в соответствии со 
стандартным протоколом. Препараты метафазных хро­
мосом, подготовленные для проведения микродиссекции, 
окрашивали в 2 % растворе красителя Гимза (в однократ­
ном фосфатном буфере pH = 7.2, ПанЭко, Москва, РФ) 
(Задесенец, Рубцов, 2020).

Микроскопический анализ хромосомных препаратов 
выполнен в Центре коллективного пользования микро­
скопического анализа биологических объектов СО РАН 
в Институте цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск, 
РФ) с помощью люминесцентного микроскопа Axioplan 2 
(ZEISS, Германия), оснащенного CCD-камерой и комплек­
том фильтров #49, #10 и #15 (ZEISS). Для регистрации и 
последующей обработки микроскопических изображений 
хромосом применяли программное обеспечение ISIS4 
(METASystems GmbH, Германия).

Микродиссекция метафазных хромосом и получение 
микродиссекционных ДНК-проб. Техника микродиссек­
ции метафазных хромосом, примененная для получения 
ДНК-проб из хромосом разных видов рода Macrostomum, 
описана ранее (Zadesenets et al., 2016). Для амплификации 
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микроманипуляционно собранного материала метафазных 
хромосом использовали стандартный вариант сиквенс-
независимой амплификации ДНК, как показано ранее 
(Zadesenets et al., 2017a, b). Процедура микродиссекции 
от выбора метафазной пластинки до переноса диссектиро­
ванного материала в пробирку с реакционной смесью под­
робно представлена в работе (Задесенец, Рубцов, 2020). 

В настоящем исследовании собран материал единичных 
копий двух мелких хромосом. Отличие в приготовлении 
ДНК-проб от стандартного протокола заключалось в мо­
дификации состава коллекционного буфера, в который не­
посредственно собирали диссектированный хромосомный 
материал (~40 нл в оттянутом силиконизированном носике 
Пастеровской пипетки). Коллекционная капля содержала 
буфер для лизиса белков и фрагментации ДНК (коммерче­
ский буфер из кита Whole Genome Amplification 4 (WGA4) 
kit, Sigma-Aldrich, США) и 0.1 % неионный детергент 
Triton X-100 (VWR Life Science AMRESCO, США). Все 
последующие этапы подготовки ДНК к амплификации и 
непосредственно амплификация ДНК проведены соглас­
но ранее описанному протоколу (Zadesenets et al., 2016, 
2017a, b) при увеличенном числе циклов ПЦР (35 циклов) 
на последнем этапе приготовления микродиссекционной 
ДНК-библиотеки. 

Создание микродиссекционных ДНК-библиотек вклю­
чает два этапа: первый – создание из ДНК диссектиро­
ванного хромосомного материала фрагментов ДНК, флан­
кированных соответствующими последовательностями 
(WGA4 kit, Sigma-Aldrich, США); второй – амплификация 
таких фрагментов в полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
В зависимости от эффективности получения фрагментов, 
фланкированных соответствующими последовательностя­
ми на первом этапе, либо в амплификацию вовлекаются 
последовательности, многократно повторенные в геноме, 
и значительная часть уникальных и низкоповторенных 
последовательностей, либо из-за уменьшенной доли по­
следовательностей ДНК, вовлеченных в амплификацию, 
преимущественно происходит амплификация многократ­
но повторенных последовательностей. Таким образом, 
при уменьшении эффективности создания фрагментов 
ДНК, способных к амплификации на первом этапе соз­
дания ДНК-библиотек, представленность уникальных 
последовательностей ДНК в полученных микродиссекци­
онных ДНК-библиотеках значительно уменьшается, а по­
лученные ДНК-библиотеки оказываются обогащенными 
повторенными последовательностями. Увеличение числа 
циклов ПЦР на втором этапе создания микродиссекцион­
ной ДНК-библиотеки позволяет получить необходимое 
количество продукта. Модификация коллекционного бу­
фера, использованного на первом этапе создания ДНК-
библиотек, обусловила создание ДНК-библиотек, кратно 
обогащенных высокоповторенными последовательностя­
ми, что подтвердило практически полное отсутствие сиг­
нала в большинстве эухроматиновых районов хромосом, 
после FISH с ДНК-пробами на их основе.

Полученный продукт полимеразной цепной реакции 
метили в 20 дополнительных циклах ПЦР в присутствии 
модифицированных нуклеотидтрифосфатов,  конъюги­
рованных с флуорохромами: Flu-12-dUTP [fluorescein-
5(6)-carboxamidocaproyl-[5(3-aminoallyl)2′-deoxyuri­

dine-5′-Triphosphate] (Биосан, Новосибирск, РФ) или 
TAMRA-5-dUTP (5-tetramethylrhodamine-dUTP) (Биосан) 
(Zadesenets et al., 2017a, b). Для мечения использовали кит 
GenomePlex® Whole Genome Amplification Reamplifica­
tion kit (WGA3) (Sigma-Aldrich, США).

Флуоресцентную гибридизацию in situ с метафазны­
ми хромосомами M. mirumnovem осуществляли согласно 
протоколу (Zadesenets et al., 2017a, b), но без супрессии 
гибридизации повторенных последовательностей. При 
проведении FISH анализировали хромосомные препа­
раты, приготовленные из индивидуальных особей M. mi­
rumnovem, FISH выполняли как с индивидуальными мик­
родиссеционными ДНК-пробами, так и в варианте двух­
цветной FISH ДНК-проб S3 и S4. Анализировали не менее 
чем по 10 особей.

Результаты и обсуждение
Создание ДНК-проб из хромосом M. mirumnovem и FISH 
ДНК-проб с метафазными хромосомами. ДНК-пробы 
S3 и S4 были получены из диссектированного материала 
единичных копий двух мелких метацентриков. Флуорес­
центная гибридизация in situ ДНК-проб с метафазными 
хромосомами M. mirumnovem выявила в хромосомах райо­
ны, обогащенные повторенными последовательностями, 
гомологичными фрагментам ДНК, присутствующим в 
ДНК-пробах S3 и S4 (рис. 1, 2). Далее районы, демон­
стрирующие специфический сигнал FISH ДНК-пробы 
S3, будут обозначены как S3D-районы (regions detected 
by FISH with the S3 DNA probe), а районы FISH ДНК-
пробы S4, – как S4D-районы. Точная локализация таких 
районов в метафазных хромосомах M. mirumnovem в 
нашем исследовании представляла некоторую пробле­
му, обусловленную сложностью описания морфологии и 
дифференциального окрашивания хромосом этого вида.

На крупных метацентриках, хромосомах MMI1 и MMI2, 
FISH ДНК-пробы S4 давала интенсивный сигнал точно 
в районе их первичной перетяжки, а также дополнитель­
ные сигналы в плечах этих хромосом (см. рис. 1, а, б и 
рис. 2). Помимо сигналов в районах крупных хромосом, 
FISH ДНК-пробы S4 дала интенсивный сигнал в при­
центромерном районе хромосомы MMI4, а у некоторых 
исследованных особей также в дистальном районе q-плеча 
этой хромосомы (см. рис. 1, а, б и 2, в). Слабые сигналы 
(на грани возможности их выявления) были также от­
мечены в прицентромерных районах хромосом MMI3 и 
MMI5. Из-за небольшого размера блока прицентромер­
ного структурного гетерохроматина в хромосомах M. mi- 
rumnovem нельзя сделать окончательного заключения о 
локализации S4D-районов непосредственно в прицен­
тромерном гетерохроматине или прилежащих к нему 
эухроматиновых районах даже в хромосомах MMI1 и 
MMI2. Локализация гибридизационного сигнала в кон­
денсированных метафазных хромосомах MMI3–MMI5 
часто оказывалась еще более осложненной (см. рис. 1, 
а–г). Следует отметить, что на менее конденсированных 
копиях хромосом MMI3–MMI5 с выраженной первичной 
перетяжкой гибридизационный сигнал ДНК-пробы S4 
всегда был локализован в ее районе (см. рис. 2, в).

Таким образом, учитывая небольшой размер прицен­
тромерного блока гетерохроматина, приходится признать, 
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что вопрос, локализованы ли S4D-районы в прицентро­
мерном гетерохроматине хромосом или в проксимальном 
эухроматиновом районе одного из хромосомных плеч, 
остается открытым. Для простоты дальнейшего описания 
полученных результатов мы будем называть эти районы 
прицентромерными, осознавая некоторую некорректность 
использования этого термина. Учитывая особенности 
использования терминологии в описании результатов 
FISH с ДНК-пробой S4, можно сказать, что она давала 
сигналы в прицентромерных районах всех А-хромосом, 
хотя их интенсивность в разных районах хромосом значи­
тельно варьировала, меняясь от интенсивного сигнала в 
районе первичной перетяжки некоторых копий хромосом 
MMI1, MMI2 и MMI4 до слабых раздельных сигналов 
на разных  хроматидах небольших метацентрических 
хромосом MMI3 и MMI5 (см. рис. 1, а, б ). Варьирование 
интенсивности сигнала ДНК-пробы S4 в районах хро­
мосом, включая разные копии гомологичных хромосом, 
вероятно,  обусловлено отличиями в количестве копий 
соответствующих повторов в этих районах. Нельзя ис­
ключить также, что в некоторых случаях такие вариации 
в интенсивности сигнала FISH могут быть обусловлены 
неполной гомологией повторенных последовательностей 
в этих районах и фрагментов ДНК в составе ДНК-про­
бы S4. Необходимо отметить, что кроме специфических 
сигналов в районах А-хромосом, FISH ДНК-пробы S4 
слабо окрашивала некоторые В-хромосомы (см. рис. 1, б  
и 2, а, б ).

Интенсивные специфические FISH-сигналы ДНК-про­
бы S3 были отмечены только в районах хромосомы MMI4 
и в районах крупных метацентрических хромосом (MMI1 
и MMI2). Причем двухцветная FISH ДНК-проб S3 и S4 
показала, что они обогащены различными высокоповто­
ренными последовательностями, так как не выявлено ни 
одного района совместной локализации S3D- и S4D-райо­
нов (см. рис. 2, а–в). Районы S3D и S4D в проксимальном 
районе хромосомы MMI4 локализованы близко друг к 
другу, однако и в этом случае колокализации сигналов 
FISH ДНК-проб S3 и S4 не наблюдали. Более того, у одной 
из особей, молекулярно-цитогенетический анализ которых 
был выполнен в настоящем исследовании, обнаружено 
смещение S3D-района в дистальный район р-плеча хро­
мосомы MMI4, что хорошо видно на слабоконденсиро­
ванных хромосомах (см. рис. 2, в). Вероятно, изменение 
локализации S3D-района обусловлено инверсией с одной 
из точек разрыва, локализованной между S3D- и S4D-
районами, что, помимо перемещения S3D-района, приве­
ло к значительному увеличению расстояния между ними. 
Таким образом, полученные результаты двухцветной FISH 
указывают на то, что при создании ДНК-библиотек S3 и 
S4 в амплификацию были вовлечены разные повторенные 
последовательности хромосомы MMI4.

Сигналы FISH ДНК-пробы S3 в районах мелких мета­
центриков MMI3 и MMI5 были очень низкой интенсив­
ности, лишь немного превышающей неспецифической 
флуоресценции. Мы полагаем, что эти районы либо со­
держали относительно небольшое число повторов, гомо­
логичных ДНК микродиссекционной ДНК-пробы S3, 
либо присутствующие в них повторы имели более низкий 
уровень гомологии с ДНК этой пробы.
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Рис. 1. Флуоресцентная гибридизация in situ микродиссекционных 
ДНК-проб S3 (красный сигнал) и S4 (зеленый сигнал) с метафазными 
хромосомами разных особей M. mirumnovem, хромосомы которых 
отличаются размером районов, обогащенных повторенными после-
довательностями (а–г). Представлены также инвертированные изо-
бражения DAPI-окрашивания и раздельная регистрация флуорохро-
мов Flu/TAMRA. 
Обозначены хромосомы MMI3–MMI5 (3–5 соответственно) и В-хромосома. 
Звездочками отмечены предполагаемые В-хромосомы (мелкие хромо-
сомы, по размеру или морфологии отличные от хромосом MMI3–MMI5). 
Цифрами обозначены номера хромосом. Масштабная линейка 10 мкм.

Рис. 2. Флуоресцентная гибридизация in situ микродиссекционных 
ДНК-проб S3 (красный сигнал) и S4 (зеленый сигнал) с метафазными 
хромосомами высокого (а, б ) и низкого (в) уровней конденсации. 
Представлены метафазные пластинки разных особей M. mirumnovem, 
хромосомы которых отличаются размером районов, обогащенных 
повторенными последовательностями (а–в). Продемонстрированы 
инвертированные изображения DAPI-окрашивания и раздельная ре-
гистрация флуорохромов Flu и TAMRA. 
Обозначения см. на рис. 1.
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В плечах некоторых крупных метацентрических хро­
мосом присутствовали районы, в которых после FISH с 
ДНК-пробой S3 был зарегистрирован флуоресцентный 
сигнал, по интенсивности и размеру превосходящий сиг­
нал в проксимальном районе хромосомы MMI4 (см. рис. 1, 
а–г и 2, а–в). Необходимо отметить, высокую вариабель­
ность интенсивности флуоресцентного сигнала в крупных 
хромосомах. В метафазных пластинках у исследованных 
образцов присутствовали как крупные хромосомы, в 
районах которых были очень интенсивные сигналы, так 
и их гомологи, в районах которых уровень интенсивности 
специфичного сигнала сопоставим с таковым в районах 
хромосом MMI3 и MMI5 (см. рис. 1 и 2).

Возможные механизмы возникновения районов, 
обогащенных повторенными последовательностями, 
и их последующей эволюции. Вопрос о молекулярных 
механизмах формирования вариабельности размеров, ло­
кализации и обогащенности районов повторами, выявляе­
мыми с помощью ДНК-проб S3 и S4, остается открытым. 
Однако, рассматривая его, необходимо вспомнить, что в 
составе хромосом MMI1 и MMI2 есть протяженные райо­
ны гомологии с участками хромосомы MMI4 (Zadesenets 
et al., 2020). Варьирование S3D- и S4D-районов по лока­
лизации и размеру в хромосомах MMI1 и MMI2, а также 
их отсутствие в плечах хромосом MMI3 и MMI5 позволя- 
ют предположить, что они представляют собой результат 
амплификации последовательностей ДНК, присутство­
вавших еще в предковой хромосоме, слияние которой 
с другими хромосомами предкового кариотипа и стало 
причиной возникновения крупных метацентрических 
хромосом MMI1 и MMI2. Распространение таких районов 
внутри хромосомы может происходить в результате инвер­
сий. В пользу последнего предположения свидетельствует 
изменение локализации S3D-района в хромосоме MMI4 у 
одного из анализируемых образцов (см. рис. 2, в).

На основании полученных в нашем исследовании ре­
зультатов не представляется возможным оценить, сколько 
и какие повторенные последовательности входят в состав 
полученных ДНК-проб. В последующих работах ответ 
на этот вопрос может быть получен при клонировании 
фрагментов ДНК из созданных микродиссекционных 
ДНК-библиотек и последующей FISH ДНК-проб, при­
готовленных из этих фрагментов ДНК. Ранее такой под­
ход был успешно применен для анализа состава ДНК 
В-хромосомы одного из видов саранчовых, Podisma kanoi 
(Bugrov et al., 2007). Альтернативный вариант изучения 
состава ДНК полученных ДНК-библиотек – их массовое 
параллельное секвенирование – ранее был использован 
для выяснения состава ДНК В-хромосом восточноази­
атской лесной мыши, Apodemus peninsulae, В-хромосом 
желтогорлой мыши, Apodemus f lavicolis, и малой сверх­
численной маркерной хромосомы человека (Makunin et al., 
2018). Однако при таком дизайне эксперимента результаты 
массового параллельного секвенирования должны быть 
верифицированы с помощью ДНК-проб, созданных на 
основе полученных сиквенсов, так как в микродиссек­
ционных ДНК-пробах всегда присутствует некоторое ко- 
личество контаминирующей их ДНК. Кроме того, для 
успешной и эффективной интерпретации результатов 
секвенирования и описания обнаруженных повторенных 

последовательностей желательно наличие референсной 
сборки генома изучаемого вида (Задесенец и др., 2017), 
получение которых, в случае M. mirumnovem, весьма проб­
лематично ввиду высокой нестабильности кариотипа и 
генома этого вида.

В-хромосомы M. mirumnovem. Как было отмечено 
выше, помимо районов А-хромосом, FISH ДНК-пробы S4 
также специфично окрашивала некоторые В-хромосомы 
(см. рис. 1, б и 2, а–в). Эти результаты позволяют предло­
жить один из сценариев формирования таких В-хромосом: 
они сформировались из прицентромерного района одной 
из А-хромосом в результате хромосомных разрывов, при­
водящих к возникновению маленькой сверхчисленной 
хромосомы, состоящей из прицентромерного района ис­
ходной хромосомы, и последующей амплификации по­
вторенных последовательностей ДНК как гомологичных 
ДНК микродиссекционной ДНК-пробы, так и других 
повторенных последовательностей. На наличие таких 
ДНК-повторов в составе В-хромосомы указывает ее не­
равномерное и не очень интенсивное окрашивание при 
проведении FISH ДНК-пробы S4. Эти повторы могут 
происходить как из прицентромерного района хромосо­
мы-предшественника соответствующих В-хромосом, так 
и иметь иное происхождение. Часть В-хромосом не дава- 
ла никакого специфического сигнала после FISH с ДНК-
пробой S4. Специфический сигнал флуоресцентной ги­
бридизации in situ отсутствовал даже в прицентромерных 
районах этих хромосом (см. рис. 1, а), что свидетельствует 
об амплификации разных типов повторенных последова­
тельностей ДНК при формировании В-хромосом, а, воз­
можно, и о разном происхождении.

Заключение
С помощью микродиссекционных ДНК-проб, полученных 
по модифицированному протоколу и содержащих преиму­
щественно повторенные последовательности ДНК, нам 
удалось выявить в хромосомах M. mirumnovem районы, 
обогащенные повторенными последовательностями ДНК. 
Оказалось, что обогащение таких хромосомных районов 
повторенными последовательностями может значительно 
варьировать. Возникновение и последующие изменения в 
таких районах в крупных метацентрических хромосомах 
MMI1 и MMI2 могут приводить к дивергенции копий го­
мологичных хромосом. Кроме того, полученные резуль­
таты указывают на то, что состав ДНК в разных копиях 
В-хромосом у особей вида M. mirumnovem может разли­
чаться. В формировании, по крайней мере, некоторых 
В-хромосом принимали участие повторенные последо­
вательности, гомологичные повторам из проксимальных 
районов А-хромосом.
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