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КЛАСТЕРЫ ПОВТОРЁННЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК
В ХРОМОСОМАХ ПОЛЕВОК ПОДРОДА Microtus (Microtus, Arvicolidae)
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Районы конститутивного гетерохроматина,
выявляемые в хромосомах млекопитающих, та-
кие как С-позитивные участки хромосом, пред-
ставляют собой высоковариабельную часть гено-
ма. Они демонстрируют высокую вариабельность
по локализации, размеру и даже составу ДНК как
у близкородственных видов, так и в пределах од-
ного вида [1–3]. Наряду с крупными С-позитив-
ными районами в хромосомах млекопитающих
описаны участки хромосом, обогащенные повто-
ряющимися последовательностями, но не выявля-
емые при С-дифференциальном окрашивании [4].
Такие районы отличаются по размеру, числу и ти-
пу повторённых последовательностей. Показано,
что они могут представлять собой участки хромо-
сом, наиболее часто участвующие в эволюционно
значимых хромосомных перестройках [4–6]. Од-
нако закономерности формирования таких райо-
нов и их дальнейшая эволюция остаются слабо
изученными. Одним из возможных подходов для
выяснения особенностей локализации в хромо-
сомах млекопитающих кластеров повторённых
последовательностей или районов, обогащенных
повторами, является получение микродиссекци-
онных ДНК-проб из С-позитивных районов хро-
мосом и определение распределения входящих в
их состав повторённых последовательностей в

хромосомах как исходного вида, так и в хромосо-
мах близкородственных видов [1, 7]. Особый ин-
терес в подобных исследованиях представляет
анализ распределения в хромосомах повторённых
последовательностей, входящих в состав недавно
возникших С-позитивных районов. К таким рай-
онам можно отнести С-позитивные районы хро-
мосом, присутствующие лишь у небольшого чис-
ла особей изучаемого вида.

Два таких хромосомных района были ранее об-
наружены в составе 5-й и 8-й хромосом у полевок
вида Microtus arvalis хромосомной формы “ob-
scurus” (далее M. arvalis “obscurus”) [4, 8]. Новый
вариант хромосомы 5 (далее хромосома 5R) пред-
ставлял собой почти акроцентрическую хромосо-
му с огромным блоком прицентромерного гете-
рохроматина (рис. 1), c небольшими короткими
плечами и активным ядрышкообразующим райо-
ном (ЯО-район), локализованным в дистальной
части этих коротких плеч. Возникновение блока
С-гетерохроматина в хромосоме 5 сопровожда-
лось изменением положения центромеры и появ-
лением активного ЯО-района. Выявленный де-
риват хромосомы 8 M. arvalis “obscurus” (далее
хромосома 8R) был значительно крупнее исход-
ной хромосомы 8 из-за дополнительного С-пози-
тивного района в дистальной части длинного пле-
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ча, в котором были также обнаружены активные
ЯО-районы (рис. 1). При этом не произошло ви-
димого изменения позиции центормерного райо-
на [4]. Следует отметить, что у M. arvalis “ob-
scurus” в хромосомах 5 и 8, не несущих крупных
дополнительных гетерохроматиновых блоков,
активные ЯО-районы не были выявлены ни в од-
ном случае.

Хромосомы полевок группы “arvalis” подрода
Microtus длительное время являлись объектом ин-
тенсивных исследований. Перестроенная акро-
центрическая хромосома 5R (как правило, один
гомолог в паре) была обнаружена у отдельных осо-
бей M. arvalis “obscurus” в различных природных
популяциях полевок Поволжья, Урала, Новоси-
бирской области, Алтая, Армении, Казахстана,
Азербайджана. В одной из популяций Армении ча-

стота встречаемости особей с этим С-гетерохрома-
тиновым блоком достигала 10% [8–10]. На данный
момент нам известен единственный случай нали-
чия в дистальной части длинного плеча одного из
гомологов хромосомы 8 M. arvalis “obscurus” до-
полнительного С-положительного района. Хро-
мосома 8R была обнаружена нами у особи, отлов-
ленной на территории Армении [4].

Возникновение хромосомы 5R у M. arvalis “ob-
scurus” некоторыми исследователями ранее трак-
товалось как следствие инверсии короткого плеча
хромосомы 5 с последующей амплификацией
ДНК прицентромерного района, что и привело к
изменению положения центромеры и формиро-
ванию С-гетерохроматинового блока. Однако
сравнительный анализ дифференциальной GTG-
исчерченности хромосом 5 и 5R не позволил

Рис. 1. Хромосомы 5 и 8 кариотипа M. arvalis “obscurus” и их реорганизованные гомологи (5R и 8R). Представлены
дифференциально окрашенные хромосомы (GTG-дифференциальная окраска; С-дифференциальная окраска,
Аg-NOR-окраска). Скобками показаны районы диссекции при получении ДНК-проб. Утолщенной линией показаны
участки с максимальным числом собранных копий, которые были использованы при получении ДНК-проб. Стрелки
указывают на центромерные районы хромосом.
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прийти к окончательному заключению по этому
вопросу [8, 10].

В настоящей работе проведено детальное срав-
нение организации короткого плеча хромосомы 5
и района хромосомы 5R, содержащих гомологич-
ные последовательности ДНК. Проведен также
анализ распределения кластеров повторов, гомо-
логичных повторяющимся последовательностям
ДНК необычных С-позитивных районов хромо-
сом 5R и 8R, в хромосомах близкородственных ви-
дов группы “arvalis” рода Microtus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты метафазных хромосом: получение,
окраска, описание. Препараты метафазных хромо-
сом полевок готовили из ранее полученных пер-
вичных культур фибробластов легких полевок
M. arvalis (хромосомные формы “arvalis” и “ob-
scurus”), Microtus rossiaemeridionalis, Microtus kir-
gisorum, Microtus transcaspicus [4], как описано ра-
нее [11]. Окраску хромосом красителями Гимза
(GTG-окрашивание), DAPI и азотно-кислым се-
ребром (Ag-NOR окрашивание) осуществляли по
стандартным протоколам. Для их описания была
использована общепринятая номенклатура хро-
мосом [9].

Получение микродиссекционных ДНК-проб для
многоцветного бэндинга. Микродиссекция хромо-
сомного района проводилась таким образом, что-
бы число копий участков собранного материала
варьировало, уменьшаясь в направлении грани-
цы района диссекции. Районы диссекции опреде-
лялись с перекрытием. Создание ДНК-проб из
диссектированного материала проводили соглас-
но стандартному протоколу [12, 13].

Районоспецифичные ДНК-пробы. При флуорес-
центной гибридизации in situ (FISH) использова-
ли ранее полученные районоспецифичные мик-
родиссекционные ДНК-пробы из обычных хро-
мосом 5 и 8, а также из С-позитивных районов
перестроенных хромосом 5R и 8R M. arvalis “ob-
scurus” [4]. Эти ДНК-пробы были получены стан-
дартным способом, включающим микродиссек-
цию районов соответствующих хромосом и после-
дующую амплификацию их ДНК в полимеразной
цепной реакции с частично вырожденным прай-
мером (DOP-PCR) [12]. Схемы диссекции хромо-
сом представлены на рис. 1.

Флуоресцентная гибридизации in situ. FISH рай-
оноспецифичных ДНК-проб с метафазными хро-
мосомами и детекцию сигнала (авидин-FITC/
биотинилированный антиавидин/авидин-FITC и
антидигоксигенин-Cy3) проводили по стандарт-
ным методикам [12]. Для окрашивания хромосом
после гибридизации in situ использовали краси-
тель DAPI.

Микроскопический анализ и последующая обра-
ботка микроскопических изображений. Результаты
дифференциального окрашивания и FISH анали-
зировали с помощью микроскопа AXIOSKOP 2
Plus (ZEISS, ФРГ), для регистрации и обработки
микроизображений использовали ССD-камеру,
соответствующие комплекты фильтров фирмы
“Chroma”, программное обеспечение AxioVision
(ZEISS, ФРГ) и ISIS3 (METASystems GmbH, ФРГ).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Новый С-позитивный район и транспозиция 

центромеры в хромосоме 5R у M. arvalis
Хромосома 5R содержала крупный С-положи-

тельный район. Локализация центромеры в цен-
тре С-позитивного блока определила наличие в
хромосоме небольшого С-позитивного плеча.
Методом Ag-NOR окрашивания в его дистальном
участке был выявлен активный ЯО-район (рис. 1).
Для анализа особенностей распределения повто-
рённых последовательностей, входящих в состав
возникшего de novo гетерохроматинового района, в
хромосомах полевок группы “arvalis” были ис-
пользованы микродиссекционные ДНК-пробы,
полученные его микродиссекцией из районов,
локализованных в длинном и коротком плечах
хромосомы [4]: ДНК-проба 5RС1 была получена
из материала короткого плеча хромосомы 5R, а
ДНК-проба 5RС2 – из материала С-позитивного
района, локализованного в длинном плече хро-
мосомы 5R (рис. 1). FISH ДНК-пробы 5RС1 дава-
ла интенсивный сигнал, покрывающий весь С-по-
зитивный район хромосомы 5R, но на хромосоме
5 она не давала видимого сигнала (рис. 2). Су-
прессионная гибридизация in situ (CISS-гибриди-
зация) ДНК-пробы 5RС2 интенсивно окрашивала
часть С-позитивного района, локализованного в
длинном плече хромосомы 5R, менее интенсивно
– часть С-блока, локализованного в ее коротком
плече. Кроме того, она окрашивала участок С-не-
гативного района хромосомы 5R, прилежащего к
блоку гетерохроматина, а на хромосоме 5 она
окрашивала дистальную часть короткого плеча
(рис. 2). Сигнал CISS-гибридизации микродис-
секционных ДНК-проб в С-позитивном районе
обусловлен высокой концентрацией повторённых
последовательностей и неполной супрессией ги-
бридизации повторённых последовательностей,
присутствующих в ДНК-пробах. Сигнал CISS-
гибридизации ДНК-пробы 5RС2 в С-негативном
районе хромосомы 5R, прилежащем к блоку гете-
рохроматина, и в коротком плече хромосомы 5
обусловлен присутствием в ДНК-пробе материа-
ла эухроматинового района хромосомы, попав-
шего в нее в ходе микродиссекции в процессе ге-
нерации ДНК-пробы 5RС2. Сигналы в дисталь-
ном районе короткого плеча хромосомы 5 и
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эухроматиновом районе, прилежащем к блоку С-
гетерохроматина хромосомы 5R, полученные в ре-
зультате CISS-гибридизации ДНК-пробы 5RС2,
указывают на наличие в их составе гомологичных
уникальных последовательностей ДНК, т.е. на
сохранение позиции дистального района хромо-
сомы 5 при формировании хромосомы 5R. Эти
данные не согласуются с гипотезой об изменении
положения центромерного района в результате
инверсии короткого плеча хромосомы 5.

Сравнительный анализ организации
короткого плеча хромосомы 5 

и проксимального эухроматинового района 
длинного плеча хромосомы 5R

Для определения порядка гомологичных участ-
ков в составе короткого плеча хромосомы 5 и
проксимального эухроматинового района длинно-
го плеча хромосомы 5R была получена пара пере-
крывающихся микродиссекционных ДНК-проб
(ДНК-пробы 5-1, 5-2) из короткого плеча хромо-
сомы 5 и проксимального района ее длинного
плеча (схема диссекции хромосом приведена на
рис. 1). Фрагменты хромосом вырезали так, чтобы
разным участкам района диссекции соответство-
вало разное число собранных копий: выбранному
участку хромосомы внутри района диссекции (на
рис. 1 обозначен утолщенной линией) соответ-
ствовало максимальное число собранных копий.
Число собранных копий уменьшалось в направ-
лении границ диссектиремого района. Получен-

ные таким способом ДНК-пробы при проведе-
нии CISS-гибридизации давали максимальную
интенсивность сигнала в участке с максималь-
ным числом собранных копий с постепенным
уменьшением интенсивности сигнала к границам
района диссекции. Это обеспечивало при много-
цветной FISH уникальное соотношение интенсив-
ностей сигналов используемых ДНК-проб в раз-
ных сегментах исследуемого района хромосомы 5.

В результате проведения двухцветной FISH на
метафазных хромосомах M. arvalis “obscurus” с
использованием ДНК-проб 5-1 и 5-2 было полу-
чено окрашивание районов pter → p13 и p15 → q13
хромосомы 5 и гомологичных этим районам
участков хромосомы 5R (рис. 3). Соотношение от-
носительных интенсивностей сигналов этих
ДНК-проб характеризовало индивидуальные сег-
менты внутри окрашиваемых районов. Для визуали-
зации сегментов, содержащих гомологичные уни-
кальные последовательности, было использовано
программное обеспечение (МСВ, пакет программ
ISIS3 фирмы METASYSTEMS GmbH). Генера-
ция псевдоцветов сегментов хромосомы была ос-
нована на соотношениях относительных интен-
сивностей сигналов ДНК-проб, т.е. на составе
уникальных последовательностей ДНК анализи-
руемых районов [14].

Классификатор псевдоцветов был подобран
таким образам, чтобы обеспечивать надежную
идентификацию хромосомных сегментов. Размер
таких сегментов оказался значительно меньше
района, детектируемого ДНК-пробой, получен-

Рис. 2. FISH ДНК-проб 5RС1 и 5RС2 с хромосомами 5 (справа) и 5R (слева) M. arvalis “obscurus”. Представлен инвер-
тированный DAPI-бэндинг. Обозначены сигналы ДНК-проб, совмещенные с окраской DAPI (5RС1 – красный сиг-
нал, 5RС2 – зеленый сигнал). Центромерные районы обозначены звездочками.
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ной микродиссекцией хромосомного района, что
позволило провести сравнение порядка выявлен-
ных гомологичных сегментов в хромосомах 5 и 5R.
Результаты проведенного сравнения показали,
что при реорганизации хромосомы 5 имела место
транспозиция центромеры без инверсии районов
в составе ее короткого плеча (рис. 3).

Стоит также отметить, что возникновение
“дополнительного” С-блока в хромосоме 5R, ве-
роятно, имело место без амплификации повторов
прицентромерного района хромосомы 5, так как
микродиссекционная ДНК-проба 5-2, в состав
которой входила ДНК этого района, не дала сиг-
нала в “дополнительном” С-позитивном районе.
Отсутствие сигнала ДНК-пробы 5RС1 в дисталь-
ном районе короткого плеча хромосомы 5 позволя-
ет предположить, что исходно в нем отсутствовал
заметный по размеру кластер повторов, амплифи-
кация которых могла бы привести к формированию
части крупного дополнительного блока гетерохро-
матина, локализованного в коротком плече хромо-
сомы 5R. С этим предположением согласуется от-
сутствие сигнала при гибридизации ДНК-проб,
включающих прицентромерный (ДНК-проба 5-2)
и прителомерный (ДНК-проба 5-1) районы хро-
мосомы 5, в “дополнительном” С-гетерохрома-
тиновом районе хромосомы 5R (рис. 3).

Кластеры повторённых последовательностей, 
гомологичных повторам “дополнительного” блока 

С-гетерохроматина хромосомы 5R M. arvalis 
“obscurus”, в хромосомах полевок подрода Microtus

Результаты FISH ДНК-проб 5RС1 и 5RС2 (рис. 2)
предполагают наличие в них следующих повторов:

теломера-ассоциированные повторы (ДНК-проба
5RС1); рибосомные гены; повторённые последова-
тельности, характерные для прицентромерных по-
второв; прочие повторы, включая диспергирован-
ные повторы, характерные для эухроматиновых
районов хромосом (ДНК-проба 5RС2).

Следует отметить различия в локализации сиг-
налов FISH ДНК-проб 5RС1 и 5RС2 в дополни-
тельном С-позитивном районе хромосомы 5R.
Если ДНК-проба 5RС1 окрашивала весь С-пози-
тивный район хромосомы 5R, включая ЯО-район,
то ДНК-проба 5RС2 давала интенсивный сигнал в
части С-гетерохроматинового блока, локализо-
ванного в длинном плече 5R, только слегка окра-
шивая материал ее короткого плеча. FISH ДНК-
проб 5RС1 и 5RС2 была проведена с метафазными
хромосомами обеих хромосомных форм M. arva-
lis, а также с хромосомами M. rossiaemeridionalis,
M. kirgisorum, M. transcaspicus (рис. 4).

ДНК-проба 5RС1 не дала каких-либо специ-
фических сигналов ни на хромосоме 5 M. arvalis,
ни на ее гомеологах у других исследованных ви-
дов полевок (рис. 4). Идентификация хромосом,
гомеологичных хромосоме 5 M. arvalis, проводи-
лась по результатам FISH ДНК-пробы 5RС2, ко-
торая метила гомеологичные эухроматиновые
районы хромосом у всех исследованных видов.

Район диссекции при получении ДНК-пробы
5RС1 содержал активный ЯО-район, что предпо-
лагает присутствие в ДНК-пробе фрагментов
ДНК, гомологичных рибосомным генам. Однако
FISH ДНК-пробы 5RС1 давала сигналы не во всех
районах локализации, ранее выявленных в хро-
мосомах M. arvalis активных ЯО-районах [9], а в

Рис. 3. CISS-гибридизация ДНК-проб 5-1 (красный сигнал) и 5-2 (зеленый сигнал) и многоцветный бэндинг районов
хромосом 5 (а) и 5R (б) M. arvalis “obscurus”. Справа от хромосом показаны профили относительной интенсивности
гибридизационных сигналов (красная и зеленая линии) и окраски DAPI (синяя линия). “Дополнительный” блок С-ге-
терохроматина хромосомы 5R отмечен скобкой, центромерные районы – звездочками.

*

*

а б
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некоторых из них были выявлены лишь слабые
специфические сигналы (рис. 4,а, б). Вероятно,
это обусловлено тем, что рибосомная ДНК со-
ставляла лишь малую часть диссектированного
С-позитивного района. Таким образом, FISH
ДНК-пробы 5RС1 позволяет проследить распре-
деление в хромосомах полевок кластеров повто-
ров, гомологичных гетерохроматину возникшего
de novo гетерохроматинового района, но не дает
возможности надежного выявления всех класте-
ров рибосомных генов. Для обозначения класте-
ров повторов, выявляемых FISH с ДНК-пробой
5RС1, в дальнейшем использовали сокращение
“кластеры повторов С1”, а выявляемых FISH с
ДНК-пробой 5RС2 – “кластеры повторов С2”.

Результаты FISH с ДНК-пробами 5RС1 и 5RС2
показали различие в числе, размере и локализации
кластеров повторов С1 и С2 у разных хромосом-
ных форм M. arvalis. Удивительно, но большим
числом и размером этих кластеров характеризова-
лась хромосомная форма M. arvalis “arvalis”, в то
время как крупный дополнительный блок гетеро-
хроматина, содержащий эти повторы, был выяв-
лен в перестроенной хромосоме 5R у M. arvalis
“obscurus”. Крупные кластеры повторов С1 были
выявлены в прицентромерных районах неболь-
ших и средних акроцентрических хромосом этого

вида (рис. 4,а, б). У M. arvalis “arvalis” крупные
кластеры повторов С2 присутствовали в тех же
хромосомах. Они были локализованы дистальнее
относительно кластеров повторов С1 (рис. 4,а).
Кроме того, у M. arvalis “arvalis” кластеры повто-
ров С2 были выявлены в прицентромерных райо-
нах нескольких небольших двуплечих хромосом
(рис. 4,а). В хромосомах M. arvalis “obscurus” они
были выявлены только в акроцентрических хро-
мосомах рядом с кластерами повторов С1, и их
размер был существенно меньше (рис. 4,а). В хро-
мосомах других исследованных видов полевок
FISH с ДНК-пробой 5RС2 не выявила кластеров
повторённых последовательностей. Единствен-
ным исключением являлась хромосома 1 M. rossi-
aemeridionalis. Эта хромосома является гомеоло-
гом хромосомы 5 M. arvalis, отличающейся от нее
инверсией короткого плеча, приведшей к пере-
носу центромеры в теломерный район [9]. В неко-
торых копиях хромосомы 1 M. rossiaemeridionalis
FISH с ДНК-пробой 5RС2 давала небольшой, но
специфический сигнал в прицентромерном райо-
не, указывающий на присутствие в этом районе
небольшого кластера повторов С2 (рис. 4).

Кластеры повторов, гомологичных повторам
С1, были выявлены в прицентромерных районах
значительного числа акроцентрических хромо-

Рис. 4. Двухцветная FISH ДНК-проб 5RС1 (красный сигнал) и 5RС2 (зеленый сигнал) с метафазными хромосомами
M. arvalis “arvalis” (а), M. arvalis “obscurus” (б), M. rossiaemeridionalis (в), M. transcaspicus (г) и M. kirgisorum (д).
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сом M. rossiaemeridionalis, M. kirgisorum, M. tran-
scaspicus. Наибольшее число хромосом с такими
кластерами было обнаружено у M. kirgisorum.
Кроме того, их локализация у M. kirgisorum отли-
чалась от таковой в хромосомах M. rossiaemeridio-
nalis и M. transcaspicus. Если кластеры повторов, го-
мологичных С1, у M. kirgisorum локализованы в ко-
ротких плечах части акроцентрических хромосом
(рис. 4,д), то у M. rossiaemeridionalis и M. transcaspi-
cus они тоже представлены в акроцентрических
хромосомах, но локализованы в длинных плечах, в
дистальной части прицентромерных С-положи-
тельных районов (рис. 4,в, г).

Кластеры повторённых последовательностей, 
гомологичных повторам “дополнительного” блока 

С-гетерохроматина хромосомы 8R M. arvalis 
“obscurus”, в хромосомах полевок подрода Microtus

В “дополнительном” С-позитивном районе
хромосомы 8R FISH с ДНК-пробой 5RС1 давала
слабый рассеянный сигнал, в то время как сигнал
ДНК-пробы 5RС2 не превышал фоновый уровень
(рис. 5). В результате микродиссекции двух райо-
нов хромосомы 8R и амплификации ДНК изоли-
рованных районов в DOP-PCR были получены
две ДНК-пробы: 8р (микродиссекция короткого
плеча) и 8RС (микродиссекция С-положительно-
го района) (рис. 1). CISS-гибридизация с ДНК-
пробой 8р интенсивно окрашивала короткие пле-
чи хромосом 8 и 8R; FISH с ДНК-пробой 8RС
окрашивала весь “дополнительный” С-позитив-
ный район (рис. 5). ДНК-проба 8р в дальнейшем
была использована для маркирования хромосом 8
и 8R у M. arvalis и гомеологичных хромосом у дру-
гих видов полевок (рис. 6).

FISH с ДНК-пробой 8RС интенсивно окраши-
вала дистальный район q-плеча хромосомы 8
M. arvalis “obscurus” и гомеологичные ему райо-
ны хромосом других исследованных видов поле-

вок (рис. 6). В “дополнительном” С-гетерохрома-
тиновом блоке хромосомы 5R M. arvalis “obscurus”
FISH ДНК-проба 8RС окрашивала только район
локализации ядрышкового организатора (рис. 7).
Вероятно, “дополнительный” C-положительный
район хромосомы 8R содержал большое количе-
ство последовательностей, гомологичных ДНК
ЯО-районов, что обусловило их присутствие в
ДНК-пробе 8RС. В результате FISH с ДНК-про-
бой 8RС давала сигнал в значительном числе
ЯО-районов на хромосомах всех исследованных
видов полевок (рис. 6). Однако следует отметить,
что самые мелкие ЯО-районы избегали детекции
при проведении FISH с ДНК-пробой 8RС. Вероят-
но, в значительной степени сигнал гибридизации
ДНК-пробы 8RС был обусловлен ДНК рибосомных
генов и повторяющимися последовательностями,
ассоциированными с ЯО-районами полевок. FISH
с ДНК-пробой 8RС выявляла на хромосомах по-
левок прителомерные кластеры повторов, кото-
рые могли быть локализованы как на длинном,
так и на коротком плечах хромосом. В дополне-
ние к крупному кластеру в дистальном районе
длинного плеча хромосомы 8 M. arvalis “ob-
scurus” и гомеологичных ему районов у других
видов полевок ДНК-проба 8RС окрасила прите-
ломерные районы 11 пар аутосом и Х-хромосо-
мы у M. arvalis “obscurus”, трех пар аутосом и Х-
хромосомы у M. arvalis “arvalis”, 12 пар акроцен-
трических хромосом у M. rossiaemeridionalis и 16
пар аутосом у M. transcaspicus. Сигналов в прите-
ломерных районах хромосом M. kirgisorum, за ис-
ключением ЯО-районов, после FISH с ДНК-про-
бой 8RС выявлено не было (рис. 6). В то же время
она не давала сигнала в прицентромерных гетеро-
хроматиновых районах хромосом ни у одного из
исследованных видов полевок.

В интерстициальных сегментах хромосом при
проведении CISS-гибридизации ДНК-пробы 8RС
с метафазными хромосомами полевок группы

Рис. 5. FISH ДНК-проб 5RС1, 5RС2 и 8RС с хромосомой 8R M. arvalis “obscurus”. Слева направо: инвертированный
DAPI-бэндинг, ДНК-пробы 5RС1 (красный сигнал), 5RС2 (зеленый сигнал), совмещенные сигналы ДНК-проб и
FISH ДНК-пробы 8RС. Центромерные районы обозначены звездочками.

* * * **
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“arvalis” были выявлены минорные сигналы. С-ге-
терохроматиновые районы половых хромосом
FISH с ДНК-пробой 8RС не окрашивала (рис. 6).

При создании ДНК-пробы 8р в ее состав во-
шел материал прицентромерного гетерохромати-
нового района этой хромосомы. FISH этой ДНК-
пробы с хромосомами M. arvalis “arvalis” помимо
окрашивания короткого плеча хромосомы 8 и
прицентромерного гетерохроматина в длинном
плече дала интенсивные сигналы в районах при-
центромерного гетерохроматина еще нескольких
пар акроцентрических и двуплечих хромосом.
Удивительно, но подобного сигнала не было вы-
явлено ни в одной хромосоме M. arvalis “ob-
scurus”. В хромосомах остальных исследованных
видов полевок CISS-гибридизация этой ДНК-
пробы тоже окрашивала только эухроматиновые
гомеологичные районы хромосом.

ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ локализации кластеров повторённых
последовательностей в хромосомах обыкновен-
ных полевок позволяет предположить, что в ходе
эволюции в этой группе видов имели место ин-

Рис. 6. Двухцветная FISH ДНК-проб 8p (красный сигнал) и ДНК-пробы 8RС (зеленый сигнал) с метафазными хромо-
сомами M. arvalis “arvalis” (а), M. arvalis “obscurus” (б), M. rossiaemeridionalis (в), M. transcaspicus (г) и M. kirgisorum (д).

M. arv “arvalis” M. arv “obscurus” M. ros

M. tra M. kir
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Рис. 7. FISH ДНК-пробы 8RС (зеленый сигнал) с ме-
тафазной хромосомой 5R M. arvalis “obscurus”. Цен-
тромерный район обозначен звездочкой.

*
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серции, транспозиции и амплификация различ-
ных повторённых последовательностей ДНК.
Выяснение времени интеграции небольшого чис-
ла копий чужеродных последовательностей в ге-
номы исследуемых видов оказывается за предела-
ми возможностей настоящего исследования. Не-
обходимо учитывать, что визуализация таких
последовательностей методом FISH становится
возможной лишь после формирования ими кла-
стеров или существенного обогащения ими хро-
мосомных районов. Несомненно, что оба “допол-
нительных” С-гетерохроматиновых блока хромо-
сом 5R и 8R M. arvalis “obscurus” содержали не
один, а несколько типов повторённых и дуплици-
рованных последовательностей. На это указывает
FISH с ДНК-пробами 5RC1 и 5RC2, которая выяв-
ляет различные районы хромосом, обогащенные
повторами. Очевидно, что дополнительный С-по-
зитивный район хромосомы 8RC также содержит
различные повторённые последовательности.

Формирование кластеров повторённых после-
довательностей, содержащих ДНК, гомологич-
ную ДНК “дополнительных” С-гетерохромати-
новых блоков M. arvalis “obscurus”, в хромосомах
полевок группы “arvalis” началось, вероятно, от-
носительно недавно, уже после отделения от
предков видов группы “agrestis” подрода Microtus.
На это указывает полное отсутствие сигналов при
проведении FISH с ДНК-пробами 5RС1, 5RС2 с
метафазными хромосомами M. agrestis (вид из
группы “agrestis” подрода Microtus) [4].

Неожиданным результатом оказалось выявле-
ние протяженного и интенсивного сигнала в ди-
стальном районе хромосомы 8 у обеих хромосом-
ных форм M. arvalis и в гомеологичных районах
хромосом у других исследованных видов полевок
при проведении FISH c ДНК-пробой 8RС при от-
сутствии в этих районах детектируемых блоков
С-гетерохроматина. Возможно, выявление тако-
го сигнала обусловлено присутствием в этом райо-
не кластера соответствующих повторённых после-
довательностей уже у предкового вида с последую-
щим расселением этих повторов в прителомерные
районы других хромосом. Мы полагаем, что нель-
зя исключить присутствия в этих районах класте-
ра достаточно протяженных дупликонов, вклю-
чающих “уникальные” последовательности гено-
ма полевок. Эта гипотеза может быть проверена
проведением FISH с ДНК-пробой 8RС c хромосо-
мами более далеких видов полевок, в геномах ко-
торых не имела место амплификация и расселе-
ние повторов, составляющих основную часть
“дополнительного” С-позитивного района, из
которого и была получена ДНК-проба 8RС.

Полученные к настоящему времени результаты
дают возможность провести лишь качественную
оценку размера соответствующих С-позитивных
блоков и кластеров повторённых последовательно-

стей, а также их разнообразия в прицентромерных и
прителомерных районах хромосом. Детальный
анализ их распределения и определения числа ко-
пий требует проведения клонирования фрагмен-
тов ДНК, входящих в состав микродиссекционных
ДНК-библиотек, создания на их основе ДНК-
проб и проведения FISH. Секвенирование клони-
рованных фрагментов ДНК и FISH с полученны-
ми ДНК-пробами с метафазными хромосомами
различных видов полевок позволят перейти к ана-
лизу конкретных участков генома полевок на уров-
не сиквенса повторённых последовательностей.

Результаты, полученные в настоящей работе,
показали различия в формировании кластеров
повторённых последовательностей у близкород-
ственных видов и даже разных хромосомных
форм одного вида. FISH с соответствующими
микродиссекционными ДНК-пробами позволи-
ла провести анализ локализации таких кластеров
повторов и показать, что они отличаются как по
времени расселения, так и по районам предпо-
чтительной локализации. Расселение одного из
них имело место только у M. arvalis, тогда как другие
оказались представлены в многочисленных райо-
нах хромосом всех исследованных видов полевок
(рис. 4, 6). Кластеры повторов, гомологичных по-
вторам “дополнительного” С-положительного рай-
она в длинном плече хромосомы 5R, присутствова-
ли в прицентромерных районах некоторых хромо-
сом этого вида, но не были обнаружены у
остальных исследованных видов полевок. Повто-
ры, характерные для участка “дополнительного”
С-гетерохроматинового района хромосомы 5R,
локализованного в ее коротком плече, у M. arvalis
были обнаружены преимущественно в коротких
плечах акроцентрических хромосом. Однако сле-
дует отметить, что локализация кластеров гомо-
логичных повторов у разных видов оказалась раз-
личной. Если у M. arvalis и M. kirgisorum они были
локализованы только в коротких плечах акроцен-
трических хромосом, то у M. rossiaemeridionalis –
предпочтительно в дистальной части С-положи-
тельных прицентромерных районах длинных
плеч, а у M. transcaspicus их локализация пример-
но в равной степени была выявлена в коротких и
длинных плечах хромосом. К сожалению, невоз-
можно определить, как происходило расселение
этих повторов в хромосомах предков исследован-
ных видов. Возможно, у разных предков отлича-
лись места предпочтительного формирования та-
ких кластеров, но нельзя исключить, что локали-
зация кластеров повторов была изменена позже в
результате последующих хромосомных перестро-
ек. Однако результаты анализа распределения в
хромосомах кластеров повторов, гомологичных
ДНК короткого плеча хромосомы 5R, позволяют
вернуться к вопросу о локализации ЯО-районов в
хромосомах полевок группы “arvalis”. Ранее было
показано, что в акроцентрических хромосомах
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M. arvalis и M. kirgisorum ЯО-районы локализова-
ны в коротких плечах, тогда как в гомеологичных
акроцентрических хромосомах у M. transcaspicus и
M. rossiaemeridionalis они локализованы в прицен-
тромерных районах длинных плеч. Это практиче-
ски полностью совпадает с локализаций класте-
ров повторённых последовательностей, вовле-
ченных в настоящее исследование. Рассматривая
особенности локализации кластеров, выявляе-
мых ДНК-пробами 5RС1 и 8RС и ЯО-районов, и
учитывая, что для представителей одного вида ха-
рактерен один вариант локализации ЯО-районов,
следует предположить, что у одной пары видов со-
хранился предковый вариант их локализации, то-
гда как у другой произошло их перемещение.
Причем такое перемещение произошло во всех
хромосомах, несущих ЯО-районы. Нам сложно
представить, что оно могло произойти в результа-
те согласованных инверсий в прицентромерных
районах этих хромосом. Более вероятным нам
представляется, что расселение и последующая
амплификация повторов, включающих рибосом-
ные гены, происходили у предков пары видов в но-
вые районы, отличающиеся своей позицией отно-
сительно центромеры. Причем их амплификация
приводила к избыточному числу рибосомных ге-
нов, что провоцировало последующую утрату ча-
сти рибосомных генов как в “новых”, так и “ста-
рых” ЯО-районах. Поскольку амплификация по-
второв происходила только в новых районах, такая
динамика числа рибосомных генов закончилась
полной утратой “старых” ЯО-районов. На участие
повторов, представленных в коротком плече хро-
мосомы 5R, в формировании новых ЯО-районов
указывает как наличие ЯО-района в самом гетеро-
хроматиновом блоке, так и общее увеличение чис-
ла ЯО-районов у полевок M. arvalis “obscurus” в
сравнении с полевками M. arvalis “arvalis”.

Сравнительный анализ паттернов GTG-
окраски аутосом полевок группы “arvalis” [9] по-
казал, что в ходе эволюции имели место роберт-
соновские слияния хромосом и небольшое число
инверсий хромосомных районов. За исключени-
ем одной инверсии в хромосоме 15, у M. kirgisorum
имели место инверсии целых хромосомных плеч,
т.е. в возникновении инверсий были задействова-
ны районы хромосом, включающие кластеры ана-
лизируемых в работе повторённых последователь-
ностей. Возможно, обогащение хромосомных рай-
онов этими повторами приводило к увеличению
вероятности прохождения в них хромосомных пе-
рестроек. Это предположение хорошо согласуется
с обогащением этими повторами выявленных в
Х-хромосомах полевок группы “arvalis” горячих
точек хромосомных перестроек [4].

Подводя итоги анализа распределения класте-
ров повторённых последовательностей у исследо-
ванных видов полевок, следует отметить, что по-

вторы в прицентромерных и прителомерных райо-
нах хромосом этих видов представляют собой один
из наиболее быстро эволюционирующих элемен-
тов генома, что было показано при анализе и дру-
гих групп видов млекопитающих [1, 2, 7]. Много-
численные исследования механизмов формирова-
ния общей архитектоники интерфазного ядра,
необходимой для нормального функционирова-
ния клетки [15–17], и прохождения мейоза [18, 19]
показали важную роль прицентромерных и при-
теломерных районов в их реализации. Таким об-
разом, быстрая дивергенция ДНК этих районов
даже при относительно кратковременной геогра-
фической изоляции популяций может приводить
к принципиальной дивергенции в организации
геномов и сохранению репродуктивной изоляции
при воссоединении ареалов временно изолиро-
ванных популяций. Процесс видообразования
крайне сложен и, вероятно, существуют различ-
ные пути возникновения репродуктивной изоля-
ции. Предложенный механизм является только
одним из множества возможных, которые могут
приводить к видообразованию. Однако он инте-
ресен тем, что позволяет объяснить существова-
ние огромных различий, которые наблюдаются в
разных таксонах, и указывает на необходимость
анализа повторённых последовательностей при
изучении механизмов и направлений хромосом-
ной эволюции в разных таксонах млекопитаю-
щих и, особенно, в таксонах невысокого ранга.
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Repetitive DNA Clusters in Chromosomes of Voles 
from the Microtus Subgenus (Microtus, Arvicolidae)
N. V. Rubtsovaa, T. V. Karamyshevaa, and N. B. Rubtsova, b, *
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Novosibirsk, 630090 Russia
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*e-mail: rubt@bionet.nsc.ru

The work is dedicated to the study of the mechanisms of formation anddistribution of repeat clusters in mam-
malian chromosomes onthe example of a group of closely related species of voles of the subgenus Microtus
(Microtus, Arvicolini). The article includes the results of adetailed analysis of repeat distribution that were
present in the de novo arose heterochromatin regions in chromosomes of Microtus arvalis. The study was per-
formed on chromosomes of two chromosome forms of this species and three closelyrelated species of com-
mon voles: M. rossiaemeridionalis, M. kirgisorum, M. transcaspicus belonged to the subgenus Microtus (Micro-
tus, Arvicolini). Possible association between the introduction ofrepeated sequences, their transpositions and
amplification, and theformation of reproductive isolation, which can lead to speciation, isdiscussed.

Keywords: karyotypic evolution, repeat clusters, GTG-banding, metaphase chromosome microdissection,
fluorescence in situ hybridization (FISH).



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


