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Центромеры необходимы для правильного
распределения родительских хромосом между до�
черними клетками при митозе и мейозе. Они
представляют собой сложные комплексы много�
кратно повторяющихся последовательностей
ДНК, связанных со специфическими белками.
Поэтому исследовние их структуры с помощью
молекулярных методов и идентификация их
функционально важных элементов представляет
собой чрезвычайно сложную задачу. Относитель�
но просто устроены центромеры низших эукари�
от, пекарских (Saccharomyces cerevisiae) и пивных
(Schizosaccharomyces pombe) дрожжей. Они были
клонированы и использованы для сборки искус�
ственных хромосом еще в 80�х годах прошлого ве�
ка [1]. В 90�х годах было показано, что центроме�
ры человека состоят из многократно повторен�
ных коротких повторов альфоидной сателлитной
ДНК, и первая искусственная хромосома челове�
ка была получена в культуре клеток в 1997 г. [2].
Однако относительно структурной организации
центромер растительных хромосом до 1996 г. не
было никаких молекулярных данных. 

Перспективным объектом для выделения цен�
тромерных последовательностей растений были
хромосом�дополненные линии овса (Avena sati�
va), содержащие одну из десяти хромосом кукуру�
зы (Zea mays) [3]. Эти уникальные хромосомные
гибриды позволяют выделять клоны ДНК, про�
исходящие из индивидуальных хромосом кукуру�
зы. Для этого были необходимы молекулярные
зонды, с помощью которых можно скринировать
геномые библиотеки, построенные из хромосом�
дополненых линий. На первом этапе работы в ка�
честве зондов были использованы мобильные
элементы кукурузы, которые обладают высокой
видовой специфичностью; они оказались эффек�
тивными маркерами генетического материала ку�
курузы в геномных библиотеках хромосом�до�

полненных линий овса [3]. При клонировании ге�
терохроматических узелков (“knobs”) кукурузы в
качестве зонда был использован выделенный ра�
нее 180�нуклеотидный повтор. При анализе по�
следовательностей, выделенных из гетерохрома�
тических районов, был обнаружен новый тип
тандемных повторов и показано, что гетерохро�
матические узелки являются горячими точками
интеграции мобильных элементов [4]. Более того,
варьирующая локализация гетерохроматических
узелков в разных линиях кукурузы, подобно мо�
бильным элементам дрозофилы (МДГ) [5], давала
основания предположить, что они обладают
свойствами “мегатранспозонов” [6].

Для того чтобы приступить к решению более
сложной задачи выделения центромерных после�
довательностей, необходимо было иметь молеку�
лярный зонд. Е.В. Ананьев провел целеноправ�
ленный поиск статей, содержавших какое�либо
упоминание о центромерных последовательно�
стях растений. В конце 1996 г. он обнаружил толь�
ко что опубликованную работу по клонированию
ДНК�последовательности из генома пшеницы,
которая гибридизовалась с центромерами злаков
[7]. Используя эту последовательность, Ананьев
разработал молекулярный зонд, с помощью кото�
рого удалось выделить шесть клонов из центро�
меры 9�й хромосомы кукурузы. Тщательный ана�
лиз нуклеотидных последовательностей этих кло�
нов показал, что исходная последовательность
ДНК пшеницы является частью концевого фраг�
мента (LTR) ретротранспозона, который был на�
зван CentA. В составе центромерного фрагмента
был также обнаружен новый сателлит�подобный
повтор размером 156 нуклеотидных пар, назван�
ный CentC. Оба этих элемента гибридизовались
in situ только с центромерами кукурузы. Результа�
том этой работы стала молекулярная карта цен�
тромерного сегмента ДНК 9�й хромосомы куку�
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рузы, согласно которой центромеры состоят из
протяженных тандемных блоков центромер�спе�
цифического сателлита CentC, перемежающихся с
центромер�специфическими ретротранспозона�
ми типа CentA, а также другими неспецифически�
ми для центромер мобильными элементами [8].
Эта работа была первой успешной реконструкци�
ей молекулярной организации индивидуальной
центромеры, что явилось прорывом в понимании
структуры центромер растений и заложило осно�
вы для исследования других растительных цен�
тромер.

На основании полученных результатов и лите�
ратурных данных Е.В. Ананьев предложил модель
структурно�функциональной организации цен�
тромеры высших эукариот. Согласно этой моде�
ли, элементарной единицей центромеры являет�
ся короткий сателлит�подобный повтор ДНК. В
случае кукурузы это – CentC. У риса (Oryza sativa)
аналогичный повтор был назван CentO. Тандем�
ные блоки повторов составляют ядро функцио�
нальной центромеры, которое необходимо для
создания кинетохора в процессе расхождения
хромосом при клеточном делении. В области пер�
вичной перетяжки блоки находятся в инвертиро�
ванной ориентации и отделены друг от друга мо�
бильными элементами, определяя таким образом

демаркационную линию между плечами хромо�
сом (рис. 1).

Подтверждением предложенной теории и за�
вершающим этапом исследования организации
растительных центромер стало создание искус�
ственной хромосомы кукурузы из отдельных кло�
нированных элементов. Хромосома содержит три
обязательных компонента: теломеры, участки на�
чала репликации и центромеры. Эти компоненты
и стали “строительными блоками” для конструи�
рования искусственной хромосомы. Теломеры и
участки начала репликации были известны и до�
ступны в виде клонированных фрагментов. Клю�
чевой проблемой было получение функциональ�
ной центромеры.

Согласно описанной выше модели, функцио�
нальная кукурузная центромера должна содер�
жать CentC и центромер�специфические ретро�
транспозоны типа CentА. Из геномной библиоте�
ки кукурузы в бактериальном векторе (BAC) было
отобрано около 85 клонов, соответствующих кри�
терию “фукциональной центромеры”. Из этих
клонов были созданы in vitro линейные молекулы
ДНК с теломерами, участками начала реплика�
ции и дополнительными селективными маркера�
ми. Такие собранные in vitro линейные молекулы
ДНК были введены в эмбрионы кукурузы одно�
временно с двумя генами, стимулирующими де�
ление клеток и увеличивающими эффективность
трансформации. Трансформированные эмбрио�
ны поддерживались на питательных средах и
сформировали каллусные линии, которые можно
было цитологически проверить на наличие до�
полнительных мини�хромосом. Среди 450 транс�
формированных линий было найдено семь ли�
ний, несущих такие мини�хромосомы, которые
специфически гибридизовались с селективными
маркерами (рис. 2). Мини�хромосомы сохраня�
лись и в растениях, регенерированных из каллу�
сных линий. Собранные из элементарных “стро�
ительных блоков” искусственные хромосомы
имели размер 15–50 Mb и стабильно наследова�
лись при митотическом делении клеток [9].
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Рис. 1. Модель структурной организации центромеры. Сателлит�подобные повторы обозначены M, K, L – дрожжи,
CentО – рис, CentC – кукуруза. RIRE�7, CRM1 – ретротранспозоны.

Рис. 2. Хромосомы кукурузы в стадии метафазы, со�
держащие дополнительную пару мини�хромосом
(указаны стрелками).



ГЕНЕТИКА  том 46  № 9  2010

ВКЛАД Е.В. АНАНЬЕВА В ИССЛЕДОВАНИЕ ЦЕНТРОМЕРЫ 3

С момента создания первой искусственной
хромосомы дрожжей [10] до создания искусствен�
ной хромосомы растений прошло более четверти
века, что свидетельствует о том, насколько слож�
ной была эта задача. Особенно важно, что со�
бранные из отдельных элементов искусственные
хромосомы сохраняются в целых регенерирован�
ных растениях, чего не удавалось достичь в случае
искусственных хромосом животных [11]. Искус�
ственные хромосомы являются векторами боль�
шой генетической емкости и открывают новые
возможности для биотехнологии сельскохозяй�
ственных растений.

Дополнительные сведения о научной карьере
Е.В. Ананьева см. [12, 13].

О. Данилевская приносит глубокую благодар�
ность А.М. Колчинскому за редактирование ру�
кописи.
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