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Возрастные изменения длины теломер в соматических тканях не ограничиваются только укороче-
нием. Известно немало организмов, у которых динамика длины теломер имеет иной характер. Такая
видовая специфичность указывает на сложность механизмов, участвующих в регуляции длины те-
ломер. Байкальские планарии благодаря морфофизиологическим и экологическим особенностям,
отличающим их от видов, обитающих вне Байкала, представляют интерес для изучения динамики
длины теломерной ДНК и влияющих на нее факторов. В настоящей работе изучена активность те-
ломеразы и возрастные изменения длины теломерной ДНК у трех эндемичных видов планарий сем.
Dendrocoelidae – двух глубоководных гигантов (7–12 см, Sorocelis hepatizon и Rimacephalus arecepta) и
прибрежного мелкого вида (1 см, Baikalobia guttata). Кроме того, мы определили длину теломер у
планарий, относящихся к другому сибирскому мелкому виду (Phagocata sibirica, сем. Planariidae,
длина 2 см), который в Байкале не встречается. Длину теломерной ДНК и активность теломеразы
определяли с помощью ПЦР в реальном времени и метода TRAP. Обнаружены три типа возрастной
динамики длины теломерной ДНК при активной теломеразе: укорочение на ювенильной стадии
развития с последующим поддержанием постоянного размера (R. arecepta, Ph. sibirica); постепенное
укорочение в течение онтогенеза (S. hepatizon); циклическая динамика длины теломер (B. guttata).
Таким образом, изменение длины теломерной ДНК у исследованных видов планарий не имеет оче-
видной связи с размером тела, глубиной обитания, степенью филогенетического родства и, вероят-
но, обусловлено видовыми особенностями регуляции работы теломеразы.
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ВВЕДЕНИЕ
Теломеры – концевые структуры хромосом,

выполняют ряд важных функций, препятствуя
слиянию хромосом друг с другом и защищая их от
деградации [1]. Эти функции не зависят от типа
теломерной ДНК (тДНК), ее размера и способа
поддержания длины [2]. Известно несколько ме-
ханизмов, регулирующих длину теломер. У боль-
шинства животных поддержание и удлинение
тДНК осуществляет специальный фермент тело-
мераза [3]. У некоторых видов, например у дву-
крылых насекомых, длина тДНК регулируется
посредством ретротранспозиции [4]. В основе
еще одного способа поддержания длины тДНК,
так называемого альтернативного удлинения тело-

мер (alternative lengthening of telomeres, ALT), лежит
гомологичная рекомбинация [5]. Недавно был опи-
сан еще один механизм, названный триммингом.
Этот механизм, в отличие от первых трех, обеспечи-
вает регулируемое укорочение теломерных районов,
которые оказываются слишком длинными [6]. Не-
которые механизмы поддержания длины тДНК
могут существовать параллельно, например аль-
тернативное удлинение теломер в присутствии
активной теломеразы или тримминг при любом
другом механизме [6, 7], что затрудняет изучение
возрастной динамики длины тДНК и факторов,
приводящих к ее изменениям.

Когда в клетке отключены все способы под-
держания длины теломер, каждое клеточное де-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi: 10.31857/S0026898420040072 для авторизованных пользователей.
Сокращения: тДНК – теломерная ДНК; TRAP (Telomere Repeat Amplification Protocol) – метод определения активности
теломеразы; ОДТ – относительная длина теломерной ДНК; ПЦР-РВ – ПЦР в реальном времени.
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ление приводит к постепенному ее укорочению
из-за концевой недорепликации [8]. Однако на-
ряду с подобной динамикой встречаются и другие
варианты – длина теломер может изменяться сра-
зу после рождения, например, уменьшение тело-
мерных районов у птиц [9] или их удлинение у
змей [10]. Размер тДНК может меняться на любом
другом этапе онтогенеза – в конце жизни у Danio
rerio [11] или в листьях гинкго в осенний период
[12]. Характер динамики длины теломер может
быть связан с полом, продолжительностью жизни,
условиями обитания, образом жизни и другими
факторами [13]. На планариях Schmidtea mediterra-
nea и Dugesia ryukyuensis, обладающих высокой спо-
собностью к регенерации, размножающихся бес-
полым и половым путем, показано, что линии чер-
вей, размножающиеся делением тела на две части,
поддерживают длину тДНК при регенерации. Ли-
нии червей того же вида, но с половым процессом,
теряют тДНК при регенерации [14, 15]. При нор-
мальном онтогенезе (без стимулирования регене-
рации) у обеих линий наблюдается укорочение
теломерных районов, несмотря на присутствие
активной теломеразы [14]. Зависимость динами-
ки длины тДНК от способа размножения обу-
словлена механизмом, в котором участвуют аль-
тернативно сплайсированные формы теломера-
зы, обнаруженные у некоторых видов планарий
[16]. Наименьшее количество этих форм выявле-
но у видов с наименьшей регенеративной способ-
ностью, что указывает на связь сплайсинга с реге-
нерацией [16].

Настоящая работа посвящена исследованию
возрастной динамики длины теломер и активно-
сти теломеразы у трех видов эндемичных бай-
кальских планарий (сем. Dendrocoelidae) и одно-
го вида сем. Planariidae, который не встречается в
Байкале. У байкальских планарий до сих пор на-
блюдали только половое размножение, случаи
бесполого процесса у них не известны. Стоит от-
метить, что у планарий более распространены ли-
нии, размножающиеся половым путем, чем ли-
нии с разными способами размножения, однако
нет никаких сведений о том, как меняется длина
тДНК в ходе онтогенеза. Мы попытались воспол-
нить этот пробел в изучении теломер у плоских
червей. Кроме того, байкальские планарии обла-
дают рядом уникальных особенностей, которые
могут влиять на механизмы поддержания тело-
мерных районов. К ним относятся феномен ги-
гантизма и глубоководность, которую можно рас-
сматривать как узкую адаптацию к условиям
окружающей среды. Если типичные пресновод-
ные виды планарий имеют размер 1–2 см и, как
правило, обитают на небольших глубинах, то в
Байкале распространены не только небольшие
планарии, но и гигантские, размером 7–12 см,
обитающие на глубине в несколько сотен метров
[17, 18]. Понять, как влияют эти факторы на изме-

нения длины теломер байкальских эндемичных
планарий – главная задача нашей работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Характеристика видов и сбор материала. Мы
анализировали три вида байкальских планарий,
представителей эндемичного семейства Dendro-
coelidae – Rimacephalus arecepta Porfirieva 1969, So-
rocelis hepatizon Grube 1872 и Baikalobia guttata Ger-
stfeldt 1858, и один сибирский вид из семейства Pla-
nariidae – Phagocata sibirica Sabussow 1903. R. arecepta
и S. hepatizon – это эврибатные виды, представ-
ленные крупными особями, обитающими на глу-
бине от нескольких десятков до нескольких сотен
метров. Вид R. arecepta имеет два подвида: R. arecep-
ta arecepta (с пигментированной дорсальной сторо-
ной тела) и R. arecepta depigmentata (полностью де-
пигментированный). Мы использовали особей
первого подвида. Максимальная длина тела фик-
сированных особей R. arecepta и S. hepatizon состав-
ляла 12.5 и 6 см соответственно. Вид B. guttata пред-
ставлен животными небольшого размера, которые
встречаются на каменистых грунтах в прибрежной
зоне озера. Представители Ph. sibirica также имеют
небольшой размер и встречаются на небольших
глубинах в сибирских водоемах за пределами Бай-
кала. Максимальная длина фиксированных пред-
ставителей B. guttata и Ph. sibirica составляла 1.0 и
1.8 см соответственно. Место и дата сбора червей,
а также количество особей, проанализированных
разными методами, приведены в табл. 1.

В качестве меры возраста плоских червей ис-
пользовали размер тела (сумма длины и шири-
ны), исходя из данных [19], согласно которым
размер тела B. guttata увеличивается с возрастом.
Известно, что размер планарий может значитель-
но колебаться и даже уменьшаться при нехватке
пищи [20]. Однако мы полагали, что скорость ро-
ста байкальских планарий не испытывает значи-
тельных колебаний в силу относительной ста-
бильности температуры воды и обилия кормовых
ресурсов.

Выделение ДНК и количественная ПЦР. ДНК
гигантских планарий (R. arecepta, S. hepatizon) вы-
деляли из тканей глотки или переднего конца те-
ла, ДНК планарий небольшого размера (B. gutta-
ta, Ph. sibirica) выделяли из переднего конца тела
или из всей особи. Экспериментально показано,
что длина тДНК одинакова в разных частях тела
червей (Приложение, рис. 1S). ДНК выделяли с ис-
пользованием метода стандартной фенол-хлоро-
формной экстракции с некоторыми модификаци-
ями, как описано в [21]. Концентрацию ДНК изме-
ряли на приборе Rotor-Gene Q 6000 (“QIAGEN”,
Нидерланды) с использованием набора Qubit®

dsDNA HS Assay Kit (“Invitrogen”, США).
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Таблица 1. Количество, место и дата сбора планарий

Вид Место сбора Глубина, м Дата сбора
Количество особей

ПЦР-РВ TRAP

R. arecepta Селенгинское мелководье 150–260 Июль 2010,
июль 2013 75 5

S. hepatizon

Бухта Фролиха,
Селенгинское мелководье,
Чивыркуйский залив,
пролив Малое море

20–400

Август 2008,
июль 2010,
июль 2012,
июль 2013,
июль 2016

46 7

B. guttata Залив Лиственничный 0.3–1 Июль 2011,
июль 2012 154 5

Ph. sibirica Ручей Жилище (Большие Коты) 0.1–0.3 Июль 2012 117 7

Праймеры к референсному гену β-актина пла-
нарий подбирали на сайте Integrated DNA Tech-
nologies (http://eu.idtdna.com) по известной по-
следовательности фрагментов этого гена, пред-
ставленной в [21]. Праймеры к гену β-актина
байкальских видов имеют структуру TGCTC-
CACCAACAATGAAAA (aSF) и TTGGAAGGTT-
GAAAGCGAAG (aSR) с длиной ампликона 100 п.н.;
к общесибирскому виду – TCCAGCCATGTAT-
GTCGCAAT (aBF) и GTCACACCATCTCCT-
GAATCCA (aBR) с длиной продукта 92 п.н. Спе-
цифичность этих праймеров показана в Приложе-
нии, рис. 2S. Структура праймеров на теломерные
районы Tel1 и Tel2 представлена в [22]. Количе-
ственную ПЦР проводили на приборе Rotor-Gene
Q 6000 с использованием стандартных кривых для
обоих участков, согласно [22] с некоторыми мо-
дификациями. Реакцию проводили в 1× Snp-бу-
фере в присутствии 0.25 мМ каждого dNTP,
0.2 ед. акт. Snp-полимеразы (“Евроген”, Россия),
0.1–0.4 нг суммарной ДНК, 0.5× SYBR Green
(“Lumiprobe”, США), 0.5 пмоль прямого и обрат-
ного праймеров к гену β-актина. В случае тело-
мерных участков в реакционную смесь добавляли
0.17 пмоль праймера Tel1 и 0.5 пмоль праймера
Tel2. Условия амплификации теломерных участ-
ков и референсного гена были разными. В случае
тДНК проводили 35–40 циклов, состоящих из
двух стадий (95°С, 15 с и 54°С, 2 мин). В случае ге-
на β-актина использовали ступенчатую ПЦР, в
которой температура отжига праймеров постепен-
но уменьшалась с 64 до 58°С за первые семь цик-
лов. Затем проводили 35–40 циклов (95°С, 10 с;
58°С, 15 с и 72°С, 15 с).

Стандартные кривые получали в каждом экс-
перименте, разбавляя один и тот же образец ДНК
от 1.5 до 0.01 нг. Качество и воспроизводимость
стандартных кривых оценивали по величине
стандартных отклонений от среднего Ct каждого
разбавления образца: для теломерной стандарт-
ной кривой эта величина составила 4%; для акти-

новой – 2.5%. Реакции на каждый район каждого
образца ДНК проводили в двух или трех повто-
рах. В случае образцов, которые использовали для
построения стандартных кривых, реакции всегда
повторяли 3 или 5 раз. Значения относительной
длины теломерных районов (ОДТ) получали, ис-
пользуя данные о концентрации тДНК и ДНК ре-
ференсного гена целевого образца, рассчитанные
относительно соответствующих стандартных кри-
вых: значение концентрации тДНК (T) делили на
значение концентрации ДНК референсного гена
β-актина (S). Такой подход равнозначен вычисле-
нию ОДТ с использованием разницы между значе-
ниями пороговых циклов для тДНК и референсно-
го гена (ΔCt).

Для 40–50% выборки каждого вида экспери-
мент повторяли дважды (Приложение, рис. 3S).

Определение активности теломеразы. Экстракт,
содержащий белки и РНК (далее просто экс-
тракт), получали из глотки и боковой части тела
гигантских планарий и всего тела небольших пла-
нарий согласно протоколу для набора TRAPeze RT
(“Chemicon”, США). Концентрацию белка измеря-
ли по методу Брэдфорда [23] с использованием се-
рии разбавлений альбумина (от 5 до 25 мкг/мл) и
красителя кумасси G-250 (“Синтол”, Россия).

Активность теломеразы определяли методом
TRAP с праймерами TS и ACX, структура которых
предложена в [24, 25]. В качестве положительного
контроля использовали экстракт из раковых кле-
ток человека (имеющийся в наборе TRAPeze RT).
В качестве отрицательного контроля – экстракт,
инактивированный при 95°С в течение 30 мин, а
также реакционную смесь без добавления какого-
либо экстракта. Реакционная смесь содержала
1× буфер, 300 нг нативного или инактивирован-
ного белка, 0.2 мМ каждого dNTP, 1 пмоль TS-
праймера, 0.5 пмоль ACX-праймера и 1× Encyclo-
полимеразу (“Евроген”, Россия). Реакционную
смесь для планарий выдерживали в течение 30 мин
на льду (чтобы приблизить условия функциониро-
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вания теломеразы этих червей к естественным, так
как они обитают в воде при температуре 4–15°С),
для раковых клеток использовали комнатную тем-
пературу, при которой работала теломераза, далее
прогревали при 94°С в течение 3 мин, после чего
проводили 30 циклов – 94°С 30 с; 58°С 30 с и 72°С
1 мин. Реакцию проводили на T100 Thermal Cycler
(“Bio-Rad”, США).

Продукты, полученные в ПЦР, разделяли в
12.5%-ном полиакриламидном геле (толщина
1.5 мм, 17 × 12.5 см) в течение 2.5 ч при напряже-
нии 130–150 В и силе тока 36 мА в 0.5× ТВЕ-буфе-
ре. Гели окрашивали согласно [26].

Статистический анализ. Для проверки гипоте-
зы о нормальности распределения полученных
значений использовали критерий Шапиро–Уил-
ка. Наличие выбросов анализировали с помощью
теста Граббса (Grubbs test). Связь между ОДТ,
размерами тела и возрастом определяли с помо-
щью регрессионного анализа, рассчитывали ко-
эффициент корреляции Спирмена. Для опреде-
ления статистически значимых различий между
размерными группами, на которые были разде-
лены образцы каждого вида, использовали непа-
раметрический U-критерий Манна–Уитни. Вос-
производимость результатов оценивали с помощью
T-теста для зависимых выборок и корреляционно-
го анализа. Различия считали статистически зна-
чимыми, если нулевая гипотеза отвергалась при
уровне значимости (p) менее 0.05. Величины ОДТ
представлены как среднее значение ± стандартное
отклонение (SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Вариации количества тДНК у отдельных юве-

нильных особей B. guttata мы оценили с помощью

ПЦР в реальном времени и выявили значительные
различия в значениях ОДТ (рис. 1). Всего проана-
лизировано восемь коконов, из которых вылупи-
лись 49 планарий (3–9 в каждом коконе). Коэффи-
циент вариации ОДТ между особями, вышедшими
из одного кокона, составил 8.2–21.7%, а во всей
выборке вылупившихся червей – 13.2%. Мини-
мальная величина ОДТ 0.7–0.96, средняя – 0.93–
1.07, максимальная – 1.06–1.32 в зависимости от
кокона. Стандартное отклонение во всей выборке
составило 13.4%, у отдельных коконов – 10–20%.

На рис. 2a приведены диаграммы рассеяния
ОДТ в зависимости от размера тела исследован-
ных видов планарий. Среднее значение ОДТ соста-
вило 0.6 ± 0.16 у R. arecepta, 1.1 ± 0.3 – у S. hepatizon,
0.96 ± 0.16 у B. guttata и 0.98 ± 0.22 у Ph. sibirica.
Значения ОДТ варьировали в выборках всех ви-
дов (коэффициент вариации Cv равен 16–28%,
табл. 2): например, разброс значений ОДТ у осо-
бей R. arecepta размером 8 см составил 0.43–0.8
(N = 7), 11 см – 0.25–0.86 (N = 15). У B. guttata раз-
брос значений ОДТ между особями размером
6 мм составил 0.84–1.36 (N = 14), между особями
размером 10 мм – 0.8–1.18 (N = 15). Значения
ОДТ в пределах одной размерной группы могли
отличаться в два или три раза. Остальные мини-
мальные и максимальные значения ОДТ, а также
средние значения для разных размерных групп
планарий представлены в Приложении, табл. 1S.

С помощью корреляционного анализа зависи-
мость количества тДНК от размера (возраста) вы-
явлена у двух видов планарий: байкальского ги-
ганта S. hepatizon и Ph. sibirica – общесибирского
вида небольшого размера (рис. 2а, табл. 2). По-
следующее сравнение размерных групп этих ви-
дов показало, что количество тДНК у S. hepatizon

Рис. 1. Относительная длина теломер (ОДТ) у планарий B. guttata, вышедших из коконов. a – Коконы in vivo (фото Зай-
цевой Е.П.); б – значения ОДТ у особей каждого кокона.

1.4

1.3

1.2

1.1

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6
1 k 2 k 3 k 4 k 5 k

Коконы
6 k 7 k 8 k

а б

О
Д

Т,
 T

/S



620

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 4  2020

КОРОЛЕВА и др.

Рис. 2. Динамика относительной длины теломер (ОДТ) в процессе роста тела планарий (возрастная динамика ОДТ).
а – Диаграммы рассеяния значений ОДТ в зависимости от размера тела (длина + ширина). б – Сравнение размерных
групп. В скобках указан размер выборки. Значимые различия между группами (p < 0.05) отмечены символом *. Вели-
чины ОДТ сравнивали с помощью U-теста Манна–Уитни. SE – стандартная ошибка среднего; SD – стандартное от-
клонение от среднего. В выборке B. guttata значения ОДТ в образцах размером 6–15 мм отмечены черными кругами.
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снижается постепенно в течение онтогенеза, а
статистически значимые отличия в ОДТ обнару-
жены только между группами 2–4.5 и 7.5–10 см,
т.е. между молодыми и старыми особями (рис. 2б,
табл. 2). При этом ОДТ снижалась на 26%. У
Ph. sibirica количество тДНК уменьшалось на 20%
только в ювенильный период онтогенеза: выявле-
ны отличия в ОДТ между самой молодой размер-
ной группой (2–5 мм) и всеми остальными груп-
пами (5–7.5, 7.5–10 и 10–17 мм). Не выявлено ста-
тистически значимых отличий между последними
размерными группами Ph. sibirica, т.е. количество
теломерных повторов в течение дальнейшего роста
не изменялось (рис. 2б, табл. 2). У другого глубоко-
водного гиганта R. arecepta особи размером 5–7.5 см
имели примерно на 14% больше тДНК, чем особи,
входящие в группы 7.5–11 и 11–13 см (рис. 2б,
табл. 2). У вышедших из коконов особей разме-
ром 1.5–2.5 мм литорального вида B. guttata коли-
чество тДНК было на 10% больше, чем у особей
размером 2.5–3.5 мм. В размерных группах 3.5–
5.5 и 5.5–8 мм наблюдается увеличение ОДТ и ее
восстановление до уровня у особей, вышедших из
коконов. При последующем росте количество
тДНК снова начинает уменьшаться, и уже группы
5.5–8 и 10–15 мм имеют разницу в ОДТ 10% (рис. 2,

табл. 2). Корреляционный анализ всей выборки
B. guttata не выявил зависимости ОДТ от размера
червей. Однако при разделении всей выборки на
две группы (1.5–5.5 и 6–15 мм) появляются тен-
денции, указывающие на существование отрица-
тельной корреляции между ОДТ и размером тела
(рис. 2, табл. 2), что согласуется с результатами
сравнения разных размерных групп B. guttata
(рис. 2б).

Как молодые (мелкие), так и взрослые (боль-
шие) особи всех четырех видов планарий содер-
жат активную теломеразу, что установлено мето-
дом TRAP (рис. 3). Кроме того, у B. guttata актив-
ная теломераза обнаружена в коконах (рис. 3в).
На присутствие теломеразной активности указы-
вают лестницы продуктов с шагом 6 н., получен-
ные в результате положительной теломеразной
реакции, когда анализировали экстракты, содер-
жащие белки и РНК гигантских видов планарий
(рис. 3а, б) и видов небольшого размера (рис. 3в, г).

Таким образом, определение длины тДНК и ее
количества в геноме планарий показало, во-пер-
вых, значительную вариабельность ОДТ (SD =
= 13–28%), причем эта вариабельность наблюдает-
ся сразу после выхода червей из кокона. Во-вторых,
обнаружено три типа возрастной динамики ОДТ у

Таблица 2. Статистический анализ ОДТ у четырех видов планарий

Примечание. Жирным выделены статистически значимые различия между размерными группами. R – коэффициент корре-
ляции Спирмена для всей выборки, R(м) и R(б) – коэффициенты корреляции Спирмена для маленьких (1.5–5.5 мм) и боль-
ших (6–15 мм) особей той же популяции, Cv – коэффициент вариации во всей выборке.

Rimacephalus arecepta, Cv = 26.1%

R = –0.05,
p = 0.7016

Группы, см 7.5–11 11–13 13–16
5–7.5 0.0402 0.0489 0.3214

7.5–11 0.9011 0.5038
11–13 0.8148

Sorocelis hepatizon, Cv = 27.7%

R = –0.3,
p = 0.0456

Группы, см 4.5–7.5 7.5–10
2–4.5 0.2036 0.0207

4.5–7.5 0.1907
Baikalobia guttata, Cv = 16.5%

R = –0.03,
p = 0.745

R(м) = –0.18,
p = 0.151

R(б) = –0.25,
p = 0.021

Группы, мм 2.5–3.5 3.5–5.5 5.5–8 8–10 10–15
1.5–2.5 0.0269 0.2024 0.7788 0.593 0.0406
2.5–3.5 0.56 0.007 0.0318 0.7303
3.5–5.5 0.0635 0.2049 0.8774
5.5–8 0.409 0.0125

8–10 0.0575
Phagocata sibirica, Cv = 22.5%

R = –0.22,
p = 0.017

Группы, мм 4.5–7.5 7.5–9.5 9.5–17
2–4.5 0.0004 0.0094 0.0015

4.5–7.5 0.1574 0.4109
7.5–9.5 0.5298
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Рис. 3. Теломеразная активность планарий R. arecepta
(а), S. hepatizon (б), B. guttata (в) и Ph. sibirica (г). M –
маркер молекулярных масс (100 п.н.), плюс (+) – по-
ложительный контроль (раковые клетки); кок – кокон,
МР – особи маленького размера; БР – особи большо-
го размера; минус (–) – те же образцы, инактивиро-
ванные при 95°С в течение 30 мин.
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четырех видов в присутствии активной теломеразы:
1. укорочение тДНК на ювенильной стадии разви-
тия и последующее поддержание постоянного раз-
мера (R. arecepta, Ph. sibirica); 2. постепенное укоро-
чение тДНК в течение онтогенеза (S. hepatizon); и
3. укорочение тДНК на ювенильной стадии, ее
последующее восстановление и снова укороче-
ние (циклический) (B. guttata).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Размер теломер, под которым обычно подразу-

мевают длину тДНК, привлек пристальное внима-
ние ученых после обнаружения укорочения тДНК в
процессе старения человека [27]. Многочислен-
ные исследования не выявили универсальных за-
кономерностей в характере изменений длины те-
ломер у различных видов и в разнообразных усло-
виях обитания [28]. Гетерогенность длины тДНК и

количества теломерных повторов у особей одного
вида существенно затрудняет изучение возрастной
динамики тДНК. Гетерогенность количества тело-
мерных повторов выявляется у планарий сразу по-
сле вылупления из коконов (рис. 1). По-видимому,
определенный размер тДНК в хромосомах плана-
рий формируется в течение ранних этапов онтоге-
неза, как и у зародышей человека [29]. Установле-
но, что специфический теломерный профиль хро-
мосом образуется уже на стадии зиготы [30]. На
размер теломер в это время может влиять меха-
низм альтернативного удлинения теломер, кото-
рый функционирует в ядре в течение первых
клеточных делений [31]. В результате размер те-
ломер приобретает свою индивидуальную харак-
теристику.

Укорочение теломерных районов хромосом в
процессе старения, несмотря на значительную
вариабельность размера тДНК, выявлено у мно-
гих организмов, в том числе у беспозвоночных
[14, 32]. Однако имеются данные, указывающие
на отсутствие у некоторых организмов возрастной
потери тДНК или на существование особого харак-
тера изменений размера теломер в процессе онто-
генеза [33–35]. У изученных нами видов планарий
обнаружены разные варианты динамики ОДТ
(укорочение с поддержанием, постепенное укоро-
чение и циклическая динамика) (рис. 2). Различия
в характере изменений количества тДНК трудно
объяснить какими-либо физиологическими, мор-
фологическими характеристиками или различия-
ми в условиях обитания планарий (табл. 3). Так, у
байкальского гиганта S. hepatizon наблюдается по-
степенная потеря теломерных повторов (рис. 2),
тогда как у родственной ему гигантской планарии
R. arecepta потеря тДНК выявлена только на юве-
нильной стадии развития (на 14%), после чего
ОДТ не изменялась (рис. 2б). У B. guttata, байкаль-
ского мелкого эндемика, длина тДНК после вы-
лупления из коконов сначала уменьшается на
10%, потом увеличивается, а затем снова проис-
ходит потеря тДНК (рис. 2б). Такой циклический
характер динамики ДТ может быть связан с осо-
бенностями жизненного цикла B. guttata. Обитая
в литоральной зоне озера, этот вид подвергается
сезонным колебаниям температуры и уровня во-
ды, что побуждает к периодическим миграциям
червей от берега вглубь озера и наоборот. Влия-
ние сезонных изменений на ДТ наблюдали у раз-
ных организмов (приматов [37], грызунов [38],
растений [12]). Миграции также отражаются на
ДТ – приводят к ее увеличению у птиц [39]. Веро-
ятно, у B. guttata существуют похожие механизмы
регуляции ДТ.

У Ph. sibirica, сибирского небольшого вида, об-
наружен такой же характер изменений в количестве
тДНК, как у R. arecepta, но с более значительной по-
терей теломерных повторов (20%) (рис. 2б). Воз-
можно, такие потери связаны с более интенсив-
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ным потреблением Ph. sibirica кислорода на еди-
ницу массы, чем у байкальских планарий (табл. 3)
[40]. Представители рода Phagocata способны раз-
множаться бесполым путем, делясь на несколько
частей, и образовывать цисты при неблагоприят-
ных условиях [41, 42]. В цистах происходит реге-
нерация, и в благоприятный период из них выхо-
дят полностью сформированные маленькие чер-
ви, которые потом вырастают до нормального
размера. Половое размножение у Phagocata про-
исходит редко и, как правило, в зимний период.
Ph. sibirica обитает в горных реках, где на протяже-
нии года температурный режим практически не ме-
няется [43]. Относительная стабильность условий
может способствовать поддержанию длины тело-
мер у взрослых особей, но нельзя исключать вклада
других факторов в регуляцию длины тДНК (напри-
мер, способа размножения, что показано для других
планарий с двумя типами репродукции [14, 15]). К
сожалению, в популяции Ph. sibirica соотношение
особей, появившихся в результате полового или
бесполого размножения, неизвестно, и вопрос о его
вкладе в регуляцию ДТ остается открытым.

Укорочение тДНК в начале постнатального
периода, наблюдаемое у всех исследованных пла-
нарий (рис. 2б), может быть связано с интенсив-
ным ростом и высоким обменом веществ [44, 45].
Подобный характер динамики тДНК выявлен у
человека (на 24% в первые четыре года жизни
[46]), баклана (на 25% в первые 2 года жизни [47])
и ряда других организмов. Параллельно с быст-
рым клеточным делением активность теломеразы
может также уменьшаться, как, например, у му-
равьев [48]. Альянс концевой недорепликации
тДНК с недостаточной теломеразной активно-
стью может быть причиной быстрого укорочения
тДНК не только на начальных этапах развития,
но и в любой другой период онтогенеза. Вероят-

но, активность теломеразы, обнаруженная нами у
молодых и взрослых особей всех исследуемых ви-
дов планарий (рис. 3), также может колебаться в
процессе развития червей и вызывать колебания
в динамике тДНК. Потеря тДНК на фоне актив-
ной теломеразы характерна не только для изучен-
ных нами видов планарий in vivo, но и для планарии
Schmidtea mediterranea в лабораторных условиях
[14]. Возможно, у плоских червей этот фермент вы-
полняет дополнительные функции, не связанные с
поддержанием теломер, и регуляция его активно-
сти зависит от стадии онтогенеза.

Таким образом, возрастная динамика тДНК у
исследованных видов планарий, с одной сторо-
ны, имеет некоторые общие тенденции (укороче-
ние в ювенильный период) (табл. 3). С другой
стороны, у одних видов мы наблюдаем поддержа-
ние длины теломер, у других – потерю тДНК и
способность восстанавливать ее длину. Филоге-
нетическое родство, размеры тела, условия оби-
тания не имеют очевидного влияния на характер
динамики тДНК, так как виды, принадлежащие к
разным семействам с отличной морфологией и
физиологией, обитающие в разных условиях, мо-
гут иметь схожую динамику тДНК (R. arecepta,
Ph. sibirica), а у филогенетически близких видов
из одного биотопа динамика тДНК может разли-
чаться (R. arecepta, S. hepatizon). Разнообразие ди-
намики тДНК в пределах одной группы организ-
мов указывает на многокомпонентную регуля-
цию размера теломер и его важную роль в
жизнедеятельности клетки и организма в целом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
грантов Российского фонда фундаментальных
исследований (№ 12-04-32052 и № 13-04-01270),
интеграционных проектов СО РАН № 45, 37 и 51,
а также бюджетных тем 0345-2019-0002 (АААА-

Таблица 3. Длина теломер, ее динамика и активность теломеразы у планарий в сравнении с некоторыми особен-
ностями экологии и биологии

Примечание. ДТ – длина теломерной ДНК, ТА — теломеразная активность, ПО2 – потребление кислорода, МКО2 – мини-
мальная концентрация кислорода в воде. Значения абсолютной длины теломер (т.п.н.) приведены согласно [21], размер тела,
особенности экологии и потребление кислорода взяты из монографии Н.А. Порфирьевой [17], из работ Е.П. Зайцевой и со-
авт. [19, 40] и Д.И. Стома и соавт. [36].

Характеристика
Эндемики Байкала Реофил

R. arecepta S. hepatizon B. guttata Ph. sibirica

Динамика ДТ

ТА + + + +
ДТ, Q-ПЦР, T/S 0.6 ± 0.16 1.1 ± 0.3 0.96 ± 0.16 0.98 ± 0.22
ДТ, TRF, т.п.н. 6.4 ± 0.42 8.1 ± 0.85 8.6 ± 1.6 8.2 ± 0.97
Длина тела, см 12 7 1 2
Глубина обитания, м 50–877 20–525 0.1–20 0.1– 0.3
ПО2, мг О2/сут ? ? 0.04 0.09
МКО2, мг/л ? ? 0.78 0.56
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КОРОЛЕВА и др.

А16-116122110066-1) “Молекулярная экология и
эволюция живых систем Центральной Азии в
условиях глобальных экологических измене-
ний” и 0345-2019-0009 (АААА-А16-116122110067-8)
“Крупномасштабные изменения в экологии и био-
разнообразии сообществ прибрежной зоны озера
Байкал: междисциплинарное исследование, вы-
явление причин, прогноз развития”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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AGE DYNAMICS OF TELOMERE LENGTH
IN ENDEMIC BAIKAL PLANARIANS

A. G. Koroleva1, *, E. V. Evtushenko2, A. V. Vershinin2, E. P. Zaytseva1,
O. A. Timoshkin1, and S. V. Kirilchik1

1Limnological Institute, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch, Irkutsk, 664033 Russia
2Institute of Molecular and Cellular Biology, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: ankor-2015@yandex.ru

Age-related changes in telomere length (TL) in somatic tissues are not limited only to the shortening. It is known
that many organisms show different TL dynamics. Such species specificity indicates the complexity of the mecha-
nisms involved in the regulation of TL. Owing to morphological, physiological, and ecological features, Baikal pla-
narians are an interesting model for studying the TL dynamics and the factors influencing it in comparison with spe-
cies living outside Baikal. In this work, we investigated telomerase activity and age-related changes in TL in three en-
demic species of planarians from family Dendrocoelidae. Two species are deep-water giant species (7–12 cm long,
Sorocelis hepatizon and Rimacephalus arecepta), and one is a coastal shallow species (1 cm long, Baikalobia guttata).
In addition, we investigated the telomere biology in another Siberian small species from the family Planariidae (2 cm
in length, Phagocata sibirica), which is not found in Baikal. TL and telomerase activity were determined using real-
time PCR and the TRAP method. Three types of age-related TL dynamics were detected with active telomerase:
1 – the TL shortening at the juvenile stage of development and subsequent maintenance (R. arecepta, Ph. sibirica),
2 – the gradual TL shortening during ontogeny (S. hepatizon) and 3 – the cyclic dynamics of TL (B. guttata). Thus,
the changes of TL in the studied planarians does not have an obvious connection with body size, habitat depth, phy-
logenetic relationship and, probably, is a consequence of species features in the regulation of telomerase activity.

Keywords: telomeric DNA, telomerase, telomere length, planarians, Baikal
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