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Абсолютно все обзорные работы по цитогенетике
животных, позвоночных и млекопитающих в част-
ности (Matthey, 1973; Ferguson-Smith, Trifonov, 2007;
Graphodatsky et al., 2011), учебники по генетике и
зоологии, статьи в энциклопедиях указывают на то,
что наименьшее число хромосом среди млекопита-
ющих (2n = 6 у самок и 2n = 7 у самцов) характерно
для одного из вида оленей – индийского мунтжака
(Muntiacus muntjak). С момента описания хромосом
мунтжака Дорис Вюрстер и Куртом Бениршке в 1970 г.
(Wurster, Benirschke, 1970) опубликовано несколько
десятков работ по различным аспектам цитогенетики
и геномики этого знакового вида. Описаны варианты
дифференциальных окрасок хромосом, особенности
локализации повторяющихся последовательностей
ДНК, феномен образования огромных аутосом за счет
тандемных слияний, получены данные по картирова-
нию хромосом индийского мунтжака с помощью
пэйнтинг-проб китайского мунтжака (Muntiacus reeve-
si, 2n = 46), коровы и человека, и набора BAC-кло-
нов, и, наконец, проведено полномасштабное се-
квенирование генома этого вида. Укажем лишь на
часть из этих работ (Comings, 1971; Patterson, Petric-
ciani, 1973; Kato et all., 1974; Pardue, Hsu, 1975; Green,
Bahr, 1975; Carrano et all., 1975; Verma et al., 1979; Ya-
maguchi, Huh, 1979; Brat et al., 1979; Shi, Pathak, 1981;
Johnston et al., 1982; Bogenberger et all., 1982, 1985,
1987; Babu, Verma, 1986; Elder, Hsu, 1988; Scherthan,
1990; Fontana, Rubini, 1990; Lin et al., 1991, 2008;
Saitoh, Laemmli, 1994; Lee et al., 1993, 1997; Levy et al.,
1993; Yang et al., 1995, 1997a,b; Fronicke, Scherthan,
1997; Fronicke et al., 1997; Li et al., 2000, 2002; Hart-

mann, Scherthan, 2004; Chi et al., 2005; Zhou et al,
2006; Murmann et al., 2008; Tsipouri et al., 2008;
Schmid et al., 2016; Mudd et al., 2019). Таким образом,
совершенно очевидно, что индийский мунтжак –
один из самых изученных в цитогенетическом плане
вид животных. Тем не менее, в настоящей работе мы
возвращаемся к описанию хромосом этого вида с ис-
пользованием самых традиционных методов цитоге-
нетики. В марте 2020 г. выходит из печати Атлас хро-
мосом млекопитающих (Graphodatsky et al., 2020) в
котором представлены данные по дифференциаль-
ным окраскам хромосом более 1200 видов всех так-
сонов и около 400 карт хромосом, полученных с по-
мощью хромосомной живописи. Собирая самые вы-
дающиеся иллюстрации для каждого вида, мы, к
своему изумлению, столкнулись с ситуацией, что
для индийского мунтжака таковых нет. Авторы
предыдущих работ чаще всего не озадачивались по-
лучением бэндинга сколько-нибудь высокого уров-
ня разрешения. Это понятно, так как идентифика-
ция хромосом здесь не требовалась, пары хромосом
мунтжака легко идентифицируются на любом уров-
не. Тем не менее, в свете дальнейших исследований
генома этого вида новыми методами в рамках проек-
тов VGP (Vertebrate Genome Project, https://vertebrat-
egenomesproject.org/) и EBG (Earth BioGenome Proj-
ect) (Lewin et al., 2019a, b), необходимости сборки ге-
номов до отдельных хромосом (от теломеры до
теломеры), и анализа эволюционно значимых участ-
ков хромосом, некое переописание хромосом одно-
го из самых выдающихся животных представляется
нам целесообразным.Принятые сокращения: ЯОР – ядрышкообразующие районы.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использована клеточная линия самца
индийского мунтжака MMV1 из Куньминского кле-
точного банка АН КНР (Yang et al., 1996).

Для получения хромосомных препаратов и их
дифференциальных окрасок использованы стан-
дартные протоколы с модификациями, подробно
описанные Графодатским и Раджабли (1988). GTG-
окраска хромосом выполнена по методу Сибрайт
(Seabright, 1971). С-окраска хромосомных препара-
тов проведена согласно протоколу Самнера (Sumner,
1972). Метод CDAG, позволяющий выявить блоки
структурного гетерохроматина после GTG-окраски,
детально описан Лемской с соавторами (Lemskaya et al.,
2018). Для выявления функционально активных яд-
рышкообразующих районов был использован метод
Ховелла и Блейка (Howell, Black, 1980). Флуорес-
центная гибридизация in situ пробы, содержащей
полный ген рибосомной РНК, проведена в соответ-
ствии с протоколом Янга и Графодатского (Yang,
Graphodatsky, 2017). Препараты анализировали с по-
мощью флуоресцентного микроскопа Olympus BX53
с использованием цифровых систем визуализации
ВидеоТест-Карио и ВидеоТест-FISH (ВидеоТест,
Санкт-Петербург, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

GTG-окраска хромосом. Кариотип индийского
мунтжака состоит из 2-х пар аутосом и сложных по-
ловых хромосом, образовавшихся в результате
транслокации Х-хромосомы на аутосому. Хромо-
сомный набор самки состоит из 6-ти хромосом,
включая половые хромосомы ХХ, а самца из 7-ми
хромосом с половыми хромосомами XY1Y2, где Y1 –
гомолог аутосомы, транслоцированной на Х-хромо-
сому, а Y2 – истинный Y (рис. 1a). Хромосома 1
представлена крупным метацентриком с почти рав-
ными по размеру плечами. Хромосома 2 представле-
на субметацентриком, чье длинное плечо сопоста-
вимо с плечами первой хромосомы, а короткое пле-
чо столь мало, что Вюрстер и Бениршке (Wurster,
Benirschke, 1970) пренебрегли им, посчитав эту хро-
мосому акроцентриком. Позже Ши с соавторами
(Shi et al., 1980) описывали ее как субтелоцентрика, а
проведенные Брат с соавторами (Brat et al, 1979) из-
мерения содержания ДНК и размеров хромосомных
плеч показали, что короткое плечо хромосомы 2 со-
поставимо по размеру с Y-хромосомой. Длинное пле-
чо Х-хромосомы, как и гомологичная ей акроцентри-
ческая аутосома, близки по размеру к длинным пле-
чам остальных аутосом, тогда как ее короткое плечо,
представленное истинной Х-хромосомой, вполовину
меньше. Y-хромосома самый крошечный элемент на-
бора. На рисунке 1а представлен кариотип индий-
ского мунтжака на трех разных уровнях конденса-
ции хромосом.

С- и CDAG-окраски гетерохроматина. C помощью
стандартного метода C-окраски показано наличие
крупного блока структурного гетерохроматина в Х-хро-
мосоме, мелких прицентромерных С-блоков в ауто-
сомах и целиком гетерохроматической Y-хромосо-
мы (рис. 1б). Наши данные согласуются с представ-
ленными ранее результатами (Kato et al., 1974;
Sharma, Dhaliwal, 1974), полученными с помощью
этого же метода C-окраски, предложенного Самне-
ром (Sumner, 1972) и названного им BSG-окраской
(barium hydroxid/saline/Giemsa). Разработанный в
нашей лаборатории Лемской с соавторами (Lemska-
ya et al., 2018) новый метод окраски гетерохромати-
на, именуемый CDAG (Chromomycin A3-DAPI-after
G-banding), позволяет не только визуализировать
блоки структурного гетерохроматина, выявляемые
классическим методом, но одновременно оценить
их состав. Метод CDAG, основанный на тепловой
денатурации хромосом в присутствии формамида и
последующей окраски AT- или GC-специфичными
флуорохромами, позволяет идентифицировать хро-
мосомы с помощью GTG-окраски, которая предва-
ряет окрашивание гетерохроматиновых блоков. С
помощью CDAG мы отчетливо видим GC-обога-
щенность гетерохроматиновых блоков и наличие
интерстициальных GC-обогащенных районов хромо-
сом индийского мунтжака (рис. 1в). Достаточно от-
четливо визуализируются сигналы в районе вторич-
ной перетяжки на хромосомах Х и Y1 и на дистальном
конце длинного плеча хромосомы 1. Оба варианта
окраски четко выявляют полиморфизм по содержа-
нию гетерохроматина на хромосоме 2 (рис. 1б, в).

Локализация ядрышкообразующих районов (ЯОР)
хромосом и сайтов рибосомной ДНК. Для выявления
функционально активных рибосомных генов была
проведена окраска хромосом индийского мунтжака
азотнокислым серебром. Показано наличие двух яд-
рышкообразующих районов в проксимальной части
хромосом Х и Y1 (рис. 1г). Следует отметить, что в
этих же зонах вторичных перетяжек расположены
CMA3 позитивные блоки. Почти не визуализирует-
ся ЯОР на дистальной части хромосомы 1, что может
быть связано с размером и активностью сайта, хотя
ранее показано присутствие ЯОР на одном или обоих
гомологах хромосомы 1 (Goodpasture, Bloom, 1975).
Следует отметить, что оба сайта локализации ЯОР
на половых хромосомах Х и Y, и дистальном конце
длинного плеча хромосомы 1 визуализируются с по-
мощью CDAG, где расположены CMA3 позитивные
блоки (рис. 1в).

Как и ожидалось, оба сайта локализации рибосом-
ных генов индийского мунтжака на дистальном конце
длинного плеча хромосомы 1 и на хромосомах Х и Y1
выявляются с помощью ДНК пробы, содержащей
18S, 5.8S и 28S рРНК гены (рис. 1д). Наиболее ин-
тенсивное свечение сигнала наблюдается на хромо-
соме Y1, гомологе аутосомы, транслоцированной на
Х-хромосому. Наши данные согласуются с данными
полученными ранее с помощью меченого трития
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Рис. 1. Хромосомы индийского мунтжака (Muntiacus muntjak vaginalis), 2n = 7. а – GTG-окрашенный кариотип на разных
уровнях конденсации хромосом, б – C-окрашенная метафазная пластинка, стрелками отмечены гомологи хромосомы 2, по-
лиморфные по содержанию гетерохроматина, в – метафазная пластинка, последовательно окрашенная с помощью методов
GTG (слева) и CDAG (справа), помимо прицентромерных гетерохроматиновых блоков на половых хромосомах Х, Y1 и 1 ви-
зуализируются ЯОР-районы (указаны стрелками), г – Ag-окрашенная метафазная пластинка, стрелками показаны ЯОР-рай-
оны, д – флуоресцентная in situ гибридизация с ДНК пробой, содержащей 18S, 5.8S и 28S рРНК гены (справа) на GTG-окра-
шенных хромосомах (слева), стрелками отмечены сайты локализации рибосомных генов на хромосомах Х, Y1 и 1.
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(Pardue, Hsu, 1975), и позже подтвержденные Мур-
манном с соавторами (Murmann et al., 2008), кото-
рые картировали 38 генов, включая рибосомные ге-
ны, на хромосомы индийского мунтжака.

Полученное нами детальное описание хромосом
индийского мунтжака мы планируем использовать в
рамках продолжающегося международного исследо-
вания по описанию эволюционно значимых районов
хромосом китопарнокопытных (Proskuryakova et al.,
2017, 2018, 2019, Farré et al., 2019 a, b), перестройки в
которых приводят к изменению функциональной
активности сопряженных генов и изменению мно-
гих круциально важных анатомических и физиоло-
гических признаков. В этом плане планируемое изу-
чение хромосом и генома индийского мунтжака,
ключевого вида, в плане перестроенности кариоти-
па, представляется чрезвычайно интересным.
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CHROMOSOMES OF THE INDIAN MUNTJAC (MUNTIACUS MUNTJAK). 
COMEBACK

L. S. Biltuevaa, *, P. L. Perelmana, A. A. Proskuryakovaa, N. A. Lemskayaa,
N. A. Serdyukova, and A. S. Graphodatskya, **

aInstitute of molecular and cellular biology, SB RAS, Novosibirsk, Russia
*e-mail: bilar@mcb.nsc.ru
**e-mail: graf@mcb.nsc.ru

Chromosomes, obtained from the fibroblast cell line of the Indian muntjak (Muntiacus muntjak, 2n = 7, in males,
2n = 6, in females) were described with the use of G-, C-, CDAG- and AgNOR-staining and in situ localization of
18S, 5.8S and 28S ribosomal genes.
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