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Данный обзор о последних достижениях в области молекулярной цитогенети
ки адресован широкому кругу селекционеров и генетиков, кто желает понять 
принципы современных молекулярных технологий и использовать этот мощный 
инструмент в своей работе. Геномная in situ гибридизация (GISH) позволяет 
различать родительские геномы в межвидовых гибридах. Рассматриваются осно
вы этого метода и демонстрируется на конкретных примерах его использование в 
селекции. Обсуждаются вопросы несовпадения генетических и физических карт: 
близко стоящие маркеры на генетической рекомбинационной карте в местах 
супрессии рекомбинаций могут быть физически значительно удалены друг от 
друга. Описываются методы интегрирования рекомбинационных и физических 
карт. Наконец, рассматриваются возможности физического картирования генов с 
помощью флуоресцентной in situ гибридизации (FISH). Обсуждаются проблемы 
картирования генов на растительной хромосоме. Описывается разработанный ав
тором высокочувствительный Tyramide-FISH метод, позволяющий детектировать 
последовательности ДНК малых размеров (710 п.н.) и его применение для анали
за трансгенных растений и физического картирования EST (expressed sequence 
tag) клонов.

О том, какую роль сыграла цитоге
нетика в селекции растений, говорят 
работы нашего гениального соотече
ственника Георгия Дмитриевича Кар- 
печенко, выполненные им в 20-30-х гг. 
прошлого столетия [1 — 5]. Разработан
ные Г.Д. Карпеченко теория отдален
ной гибридизации и способ преодоле
ния нескрещиваемости видов путем 
удвоения числа хромосом вошли во все 
учебники мира по генетике и селек
ции культурных растений. Фундамен
тальные исследования по эволюции 
хромосом и анализу соматического чис
ла хромосом у многочисленных видов 
растений показали, что в видообразо
вании играет роль умножение хромо
сомного комплекса. Собственно на этом 
явлении основаны широко используе
мые в селекции приемы полиплоиди- 
зации и гаплоидизации. Перестройки в 
единичных хромосомах, такие как де-

леции и транслокации, могут привес
ти к появлению новых признаков. Эти 
знания, полученные цитогенетиками, 
также сослужили хорошую службу 
для селекционеров. Воздействуя фи
зическими или химическими мутаге
нами, получают формы растений с раз
личными хромосомными перестрой
ками, которые представляют собой 
важный материал для задач селекци
онеров. Анализ поведения хромосом в 
мейозе является критическим момен
том для прогнозирования плодовитос
ти и константности гибридов и поли
плоидов.

Открытие в 1953 г. структуры и 
функции ДНК стало революционной 
вехой в генетике. Бурное развитие мо
лекулярной генетики предоставило се
лекционерам мощный инструмент для 
создания новых сортов — молекуляр
ное маркирование. Молекулярное мар
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кирование, основанное на полиморфиз
ме ДНК-последовательностей, стало 
весомой частью «новой генетики». Тех
нологии молекулярного маркирования 
позволили во-первых, _ непосредствен
но по генотипу оценивать формы, вов
леченные в селекционный процесс и, 
во-вторых, вести отбор на устойчивость 
к фитопатогенам без проведения тру
доемких экспериментов на фоне фи
топатогенов. Поэтому молекулярное 
маркирование быстро и охотно было 
принято селекционерами, и даже по
явился такой термин «marker assisted 
selection» — селекция с помощью мар
керов. Использование методов класси
ческой цитогенетики в селекционном 
процессе было на какое-то время ото
двинуто на второй план. Однако с раз
работкой новых технологий, а имен
но, флуоресцентной in situ гибриди
зации (FISH) открылись огромные воз
можности для исследований в области 
фундаментальной цитогенетики и ее 
практическом применении в селекции 
растений [49]. FISH технологии основа
ны на гибридизации меченой флуорох- 
ромом ДНК-пробы с комплементарной 
к ней последовательностью ДНК-хро- 
мосомы, что позволяет физически кар
тировать на хромосомах различные пос
ледовательности ДНК, визуализиро
вать родительские геномы в межвидо
вом гибриде и таким образом следить 
за интрогрессией генетического мате
риала от одного родителя к другому.

В настоящем обзоре представлены 
достижения в области молекулярной 
цитогенетики в свете их применения в 
селекции растений. Материал в основ
ном иллюстрирован результатами соб
ственных исследований, проведенных 
в Центре молекулярной биотехнологии 
РГАУ — МСХА имени К.А. Тимиря
зева, Международном центре иссле
дования растений в Вагенингене и на 
кафедре генетики Вагенинского аграр
ного университета (Нидерланды). Ос
новной задачей, которую преследовал 
автор при написании этой статьи, было 
привлечь внимание селекционеров к

этой быстро развивающейся области 
науки и активно использовать новые 
разработки молекулярной цитогенети
ки для успешного и ускоренного со
здания новых сортов с.-х. культур.

Визуализация геномов родителей 
у гибридов и мониториг 

интрогрессии генетического 
материала с помощью GISH

Отдаленная гибридизация и пере
нос ценных генов от диких сородичей 
в культурные растения является важ
ной стратегией в селекции. Надежная 
идентификация хромосом родителя в 
геноме гибрида позволяет вести мони
торинг за интрогрессией генетическо
го материала, что очень важно для 
понимания характеристик отобранных 
селекционных форм. Дифференциаль
ная окраска хромосом растений, в ос
новном, С-бэндинг, является широко 
используемым методом идентификации 
индивидуальных хромосом. Метод на
шел широкое применение на зерновых 
культурах, у которых хорошо выяв
ляется четкая картина исчерченности 
хромосом. Однако этот метод не под
ходит для видов с маленьким разме
ром хромосом, как например, видов 
семейств Solanaceae и Brasicaceae. Но 
и на видах с крупными хромосомами, 
например, у луковых метод не позво
ляет различать хромосомы родителей 
из-за бедности картины дифференци
ального окрашивания. С-бэндинг у лу
ковых представляет собой в основном 
небольшие теломерные бэнды.

Геномная in situ гибридизация (GISH) 
позволяет четко различать родитель
ские хромосомы в межвидовом гибри
де. Метод основан на визуализации в 
хромосомах последовательностей ДНК, 
различающихся у родителей. В про
цессе дивергенции видов в их геномах 
происходили многочисленные измене
ния, которые чаще накапливались в 
повторяющихся последовательностях 
ДНК. Вследствие этого у близкород
ственных видов, характеризующихся 
высоким уровнем гомологии ДНК,

46



сформировались видоспецифичные се
мейства повторяющейся ДНК, которые 
разбросаны по всему геному. Исполь
зуя меченную геномную ДНК одного 
родителя и немеченую геномную ДНК 
другого родителя для блокирования 
гомологичных последовательностей 
ДНК у родителей, можно получить 
флуоресцирующий сигнал, позволяю
щий различать хромосомы родителей 
в межвидовом гибриде. Вкратце, ме
тод заключается в следующем: 1) вы
деление тотальной геномной ДНК из 
растений родителей; 2) мечение геном
ной ДНК одного из родителей флуо- 
рохромом и использование немеченой 
геномной ДНК другого родителя для 
блокирования гомологичных последо
вательностей ДНК на хромосомах обо
их родителей; 3) приготовление цито
логических препаратов хромосом меж
видового гибрида; 4) денатурация 
ДНК-пробы (меченная ДНК+ блок 
ДНК) и ДНК хромосом путем нагрева
ния для получения одноцепочечной 
ДНК; 5) Ренатурация ДНК и образо
вание двуцепочечной ДНК по принци
пу комплементарное™; 6) детекция 
меченной ДНК, которая гибридизова- 
лась с комплементарными последова
тельностями ДНК хромосом.

GISH анализ межвидовых гибридов 
Solanaceae

Картофель (Solarium tuberosum L., 
2n = 4х = 48) имеет более 200 диких 
близкородственных видов. Большин
ство из этих видов скрещиваются с 
культурным картофелем (Jackson & 
Hanneman, 1999). Solarium etuberosum 
(2n =2x = 24), не образующий клуб
ней дикий вид, обладает высокой ус
тойчивостью к Y вирусу картофеля 
(PVY), X вирусу картофеля (PVX), 
вирусу скручивания листьев картофе
ля (PRLV) и морозостойкостью 
(Hanneman & Bamberg, 1986). Однако 
этот вид плохо скрещивается с куль
турным картофелем (S. tuberosum) из- 
за различий в балансовом числе эн

досперма (Johnston & Hanneman, 1982). 
С целью введения ценных генов от 
Solarium etuberosum в культурный кар
тофель были созданы соматические 
гибриды между S. etuberosum и гапло
идным клоном S. tuberosum (2п =2х = 
= 24). Возможность идентификации
хромосом S. etuberosum явилась кри
тическим моментом для успешного мо
ниторинга интрогрессии хромосом или 
сегментов хромосом, несущих гены ус
тойчивости к вирусам в культурный 
картофель. Проблему идентификации 
генетического материала сначала ре
шали методами молекулярного марки
рования, а именно RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism). Од
нако, имея только 2-3 RFLP пробы на 
каждую из 12 хромосом S. etuberosum 
[54], нельзя было судить о наличии 
целой хромосомы или ее сегмента. Ог
ромное количество маркеров, которые 
предсталяют разные регионы хромо
сом, нужно было бы создать, чтобы 
проанализировать всю хромосому. Бо
лее того, наличие маркера не дает 
представление о копийности, т.е. при
сутствии в геноме одной или двух 
хромосом, несущих маркер. Также от
сутствие маркера может быть резуль
татом делеции, а не потери всей хро
мосомы. Наконец, информация о хро
мосомах дикаря, полученная при 
анализе маркеров S. etuberosum, не дает 
представления об изменениях в хро
мосомах культурного картофеля. Из
вестно, что при тетрасомном наследо
вании и высокой гетерогенности кар
тофеля интерпретация результатов, 
основанных только на контроле за хро
мосомами S. etuberosum, может быть 
сильно затруднена [51].

Успешное применение GISH для 
идентификации хромосом родителей у 
видов с мелкими хромосомами было 
убедительно доказано на описанных 
выше соматических гибридах между 
S. tuberosum и S. etuberosum в группе 
проф. Джианг Университета Вискон- 
син-Мадисон [14]. Авторы показали от
сутствие одной из двух гомологичных
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хромосом у соматических гибридов, что 
невозможно было установить с помо
щью RFLP. В беккроссах, полученных 
при опылении соматических гибри
дов пыльцой тетраполидной S. tube
rosum, GISH анализ выявил 12 хро
мосом S. etuberosum и 36 хромосом S. 
tuberosum, что свидетельствовало о пре
имущественном спаривании и незави
симом расщеплении S. etuberosum хро
мосом в соматическом гибриде. В бек
кроссах второго поколения авторы 
наблюдали отклонение числа хромосом 
S. etuberosum от ожидаемого, что ука
зывало на то, что хромосомы S. etu
berosum конъюгируют с хромосомами 
культурного картофеля. Хотя с помо
щью GISH не было детектировано ни 
одной рекомбинации или транслокации, 
что еще раз подтверждало ограничен
ность конъюгации хромосом между 
этими двумя видами. Но не исключа
лось также, что сегмент S. etuberosum, 
встроенный в хромосому картофеля в 
результате кроссинговера, оказался 
настолько маленьким, что не мог быть 
выявлен с помощью GISH. Подтверж
дением этому могут быть результаты 
RFLP анализа, где было показано от
сутствие маркера TG68 у соматичес
ких гибридов. В то время как GISH ана
лиз этого же гибрида не выявил поте
рю хромосом. Данная работа ярко 
демонстрирует важность сочетания 
молекулярного маркирования и моле
кулярно-цитогенетических исследова
ний, которые дополняют друг друга и 
дают полную картину событий в гено
ме селекционных форм. Помимо того, 
что GISH имеет ограничения в чувстви
тельности, этим методом нельзя иден
тифицировать индивидуальные хромо
сомы. Особенно этот недостаток ста
новится критическим для видов с 
мелкими хромосомами и почти одина
ковым с размером хромосом с невы
раженной морфологией. Наличие мо
лекулярных маркеров, связанных с ин
дивидуальными хромосомами, прекрас
но дополняет анализ гибридов.

GISH анализ гибридов Allium, полу
ченных путем скрещивания 3 видов

Лук репчатый (Allium сера L., 2п = 
= 2х = 16) является одним из самых 
древних культивируемых видов. Чело
век начал выращивать и использовать 
лук в пищу более 5000 лет тому назад 
[36]. В течение длительной истории 
культивирования и селекции предко- 
вый вид А. сера был утерян и вместе с 
ним также утеряны многочисленные 
ценные признаки. Дикие близкород
ственные виды могут быть использо
ваны как доноры хозяйственно-ценных 
признаков в селекции лука. Лук батун 
{A. fistulosum L., 2п = 2х =16) явля
ется богатым источником генов устой
чивости к болезням и вредителям, на
пример, устойчивость к увяданию ли
стьев (Botrytis squamosa) [12], розовой 
гнили (Pyrenochaeta terrestis) [53], к 
антракнозу (Colletotrichum gloeospo- 
rioides) [21] и луковой мухе (Delia 
antique) [13]. Первая попытка перенес
ти гены от A. fistulosum в геном А. 
сера была сделана Эмсвеллером и 
Джонсом еще в 1935 г. [16]. Однако ав
торы столкнулись с непреодолимым 
препятствием — стерильностью в 
беккроссируемых поколениях. Все 
дальнейшие попытки преодолеть барьер 
стерильности не увенчались успехом. 
В 1990 г. Ван дер Меер и Де Фриз [63] 
и ранее в 1982 г. МкКоллум [50] сооб
щили, что близкородственный вид А. 
roylei (2п = 2х = 16) хорошо скрещи
вается с А. сера и A. fistulosum. Это 
наблюдение навело на мысль исполь
зовать A. roylei как промежуточный вид 
между донором генов устойчивости А. 

fistulosum и реципиентом А. сера. Бо
лее того было показано, что A. roylei 
содержит ген устойчивости к мучнис
той росе (Peronospora destructor) [44]. 
Хрусталева и Кик [39] разработали уни
кальный метод многоцветной GISH, 
позволяющий идентицифицировать все 
3 генома в межвидовом гибриде [А. се
ра х (A. fistulosum х A. roylei)]. С помо



щью многоцветной GISH было показа
но, что межвидовой гибрид содержит 
геномы 3 видов (рис. 1А). GISH также 
позволил визуализировать места реком
бинаций на хромосомах опылителя, 
межвидового гибрида (A. fistulosum х 
х A. roylei), что является важным при 
отборе форм для дальнейшей селекции. 
Только спустя 65 лет после первой по
пытки перенести гены от A. fistulosum 
к А. сера в 2000 г. выходит работа, в 
которой мы сообщаем о стабильной ин- 
трогрессии генетического материала А. 
fistulosum в геном лука репчатого [40]. 
Мы получили фертильные растения

во 2-м беккроссе от скрещивания А. се
ра с межвидовым гибридом: А. сера х 
х [А. сера х [A. fistulosum х A. roylei)]. 
GISH анализ четко показал наличие 
A. fistulosum ДНК в хромосомах лука 
репчатого (рис. 1В).

GISH технология нашла широкое 
применение в межвидовой селекции. О 
том, насколько популярен этот метод, 
можно судить по десяткам и даже сот
ням публикаций, выходящим ежегод
но. В табл. 1 собраны выборочные пуб
ликации по использованию GISH в се
лекции полевых, овощных и декора
тивных культур.
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Интегрирование рекомбинационной 
и физической карт

Интегрирование генетических ре
комбинационных карт с физической 
структурой хромосом является важным 
и интригующим объектом фундамен
тальной и прикладной науки с момен
та, когда было установлено, что гены 
находятся на хромосоме и, причем, в 
определенном фиксированном поряд
ке [10, 61]. Генетические рекомбина
ционные карты снабжают селекционе
ра информацией о принадлежности 
признаков/генов к одной группе сцеп
ления и их порядке расположения 
внутри группы сцепления. При состав
лении генетических рекомбинационных 
карт генетическая дистанция между 
маркерами/признакими определяется 
процентом рекомбинаций между ними и 
выражается в сантиморганах (сМ). Од
нако эти карты не отражают реальную 
дистанцию между маркерами. Извест
но, что рекомбинации неравномерно рас
пределены вдоль физической хромосо
мы. События кроссинговера супрессиро- 
ваны в гетерохроматине и в районе 
центромеры [6, 8]. Близко расположен
ные маркеры на рекомбинационной карте' 
в местах супрессии рекомбинаций мо
гут быть физически значительно уда
лены друг от друга. Почему важно знать 
реальную дистанцию между маркера
ми? Что это дает для селекционера? 
Во-первых, это обеспечит эффективный 
поиск маркеров, тесно связанных с при
знаком/геном. Если маркер находится 
на значительном расстоянии от селек
тируемого гена, то в процессе скрещи
ваний есть вероятность рекомбинации 
между геном и маркером. При таком сце
нарии использование маркера становит
ся бессмысленным и даже вредным, так 
как могут быть отобраны формы для 
дальнейшей селекции, у которых уте
рян селектируемый ген. Во-вторых, это 
позволит клонирование важных генов и 
изолирование генов, чей продукт неиз
вестен, но фенотипический признак 
имеет важное экономическое значение.
В свою очередь клонированный ген мож

но будет использовать во-первых, для 
создания молекулярных маркеров и во- 
вторых, для трансформации с целью 
получения cis-генных растений [59].

Для создания интегрированных карт 
используются многочисленные подхо
ды. Наиболее используемый метод — 
это локализация маркера относитель
но хромосомных нарушений, таких как 
делеции, инверсии и транслокациии. 
Этот подход был успешно применен на 
пшенице. Интегрированная карта всех 
21 хромосом была создана с использо
ванием 436 линий с делециями [22, 23, 
57, 58]. Однако метод не может быть 
использован у диплоидных видов, так 
как диплоидные организмы с крупными 
делециями нежизнеспособны. Кюнзел и 
соавторы [46] преодолели эту проблему 
и создали интегрированую карту ячме
ня, используя линии с транслокация
ми. Другой подход в создании интегри
рованных карт основан на прямом кар
тировании в хромосомах ВАС-клонов 
(Bacterial ortificial chromosome), несу
щих большие вставки геномной ДНК 
(120—150 тыс. пар нуклеотидов) и свя
зывании их положения на хромосоме и 
рекомбинационной карте. Интегрирован
ная карта Medic ад о truncatula была по
лучена с помощью флюоресцентной in 
situ гибридизации (FISH) ВАС-клонов 
на пахитенных хромосомах [45]. Такой 
же метод FISH ВАС-клонов на пахите- 
не был использован при конструирова
нии интегрированной карты риса [11]. 
Этот подход в основном применяют у 
видов с небольшим геномом, но он ме
нее подходит для видов с крупными ге
номами, содержащими огромное коли
чество повторяющейся ДНК. Кинг и со
авторы [43] предложили использовать 
GISH для интегрирования рекомбинаци
онных и физических карт. Авторы со
здали 16 моносомно замещенных линий 
Lolium perenne / Festuca pratensis. С по
мощью GISH они визуализировали точ
ки рекомбинаций и связали их с AFLP 
рекомбинационной картой. Хрусталева и 
соавторы [42] также применили GISH и 
AFLP для конструирования интегриро
ванной карты, но предложили совер
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шенно новую стратегию для создания 
картируемой популяции. Авторы ис
пользовали межвидовой гибрид А. се 
ра х (A. fistulosum х A. roylei), кото
рый представляет собой идеальный 
материал для картирования, так как в 
каждой паре хромосом одна гомеологич- 
ная хромосома принадлежит межвидо
вому гибриду между A. roylei и A. fistu
losum, и места рекомбинаций могут 
быть визуализированы с помощью GISH 
(рис. 1C). Благодаря такому подходу 
были построены интегрированные кар
ты сразу для 2 видов A. roylei и A. fis
tulosum [42]. Метод имеет ряд преиму

ществ: 1) относительно быстрый и про
стой способ создания картируемой 
популяции; 2) четкая и надежная ви
зуализация мест рекомбинаций;3)низ- 
кая стоимость, так как не требует ин
формации о ДНК сиквенсах и построе
ния ВАС библиотеки.

Интегрирование рекомбинационных 
и физических карт показало, что со
отношения генетической дистанции, 
выраженной в сантиморганах, и фи
зической дистанции, выраженной в 
парах нуклеотидов, значительно варь
ирует в различных районах генома 
внутри вида (табл. 2).

Т а б л и ц а  2

FISH картирование генов 
и повторяющихся последователь

ностей ДНК: значение для 
селекционных работ

FISH (флуоресцентная in situ гиб
ридизация) метод стал одним из са
мых широко используемых методов 
физического картирования растений. 
FISH метод быстрый и относительно 
недорогой по сравнению с другими ме
тодами физического картирования. FISH 
технологии, основанные на использо
вании митотических и мейотических 
хромосом, интерфазных ядер, синап 
тонемного комплекса и растянуто)1' 
ДНК, были разработаны и успешна 
применены на растениях [7, 18, 31, 
33, 34, 41, 49, 55, 67, 70]. FISH метод 
отличается от описанного выше GISH 
метода тем, что для FISH в качестве 
пробы используют не тотальную геном
ную ДНК, а отдельные ее составляю
щие -уникальные или повторяющиеся 
последовательности ДНК. Видоспеци

фичные тандемно повторяющиеся пос
ледовательности ДНК, гибридизован- 
ные на соматических метафазных хро
мосомах, являются превосходными 
физическими маркерами для иденти
фикации индивидуальных хромосом. 
Камстра и сотрудники [37] использо
вали этот прием для мониторинга инт- 
рогрессии на межвидовых гибридах 
Alstroemeria. Авторам удалось выде
лить видоспецифичные повторы— 
A001-I и D32-13 у Alstroemeria aurea — 
чилийского вида, содержащего огром
ное количество гетерохроматина. У бра
зильского вида Alstroemeria inodora 
практически отсутствует гетерохрома
тин. Гибридизация A001-I и D32-13 с 
хромосомами гибрида между Alstroe
meria aurea и Alstroemeria inodora по
зволила четко различать индивидуаль
ные хромосомы Alstroemeria aurea по 
характерному рисунку на хромосомах 
при гибридизации ДНК-проб.

Картирование генов важно для иден
тификации не только индивидуальных
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хромосом, но и отдельных сегментов. 
К сожалению, чувствительность FISH 
метода ограничена и для растительных 
хромосом составляет 10 тыс. п.н., в то 
время как размеры генов могут коле
баться от 1 тыс. до 5 тыс. п.н., т.е. ниже 
порога чувствительности метода. Од
ним из путей улучшения детекции ко
ротких последовательностей ДНК на 
хромосоме обычным FISH методом ста
ло увеличение размера детектируемой 
области с помощью крупных вставок 
геномной ДНК в бактериальные или 
дрожжевые искусственные хромосомы 
(BACs и YACs, соответственно). В BACs 
и YACs можно клонировать последова
тельности ДНК размером до 150 тыс. п.н. 
Физическое картирование уникальных 
последовательностей ДНК с помощью 
FISH- BACs и -YACs было успешно 
проведено на рисе [33], хлопке [27], 
ячмене [48], сорго [24], томате и кар
тофеле [19] и т.д. Для иллюстрации важ
ности и преимущества FISH-ВАС ос
тановимся на работе Цонг и соавторов 
[71], выполненной на томате. Mi-1 ген 
устойчивости к корневой нематоде то
мата был локализован на генетической 
карте на длинном плече хромосомы 6, 
так как близко сцеплен с маркерами 
Aps-1 (Acid phosphatase 1) и yv (yellow 
virescent). Используя Mi-ВАС и Aps- 
YAC клоны в качестве проб в FISH эк
сперименте, авторы показали, что Mi 
ген расположен в коротком плече хро
мосомы 6, a Aps-1 маркер находится в 
перицентромерном гетерохроматине 
длинного плеча хромосомы 6. На гене
тической карте дистанция между Mi 
геном и Aps-1 маркером составила 1 сМ, 
а на самом деле ген и маркер были 
удалены друг от друга по меньшей 
мере на 40 млн п.н.

Как было сказано выше, использо
вание FISH-ВАС затруднено у видов с 
крупными геномами, содержащими 
огромное количество повторяющихся 
последовательностей ДНК. Использо
вание Cot-1, -100 фракций для блоки
рования повторов не всегда успешно. 
Вероятность того, что в ВАС-клоне 
при создании ВАС библиотеки окажет

ся повторяющаяся последовательность 
ДНК очень высока и избавиться от 
фона при детекции сигнала на хромо
соме не всегда удается даже при ис
пользовании Cot-1, -100 фракций. EST- 
клоны (expressed sequence tag) не со
держат повторов и представляют собой 
исключительно последовательности 
ДНК-генов, так как их получают на 
основе мРНК. Однако размер EST-кло
нов приблизительно варьирует от 1 тыс. 
до 2,5 тыс. п.н., другими словами ле
жит за пределом чувствительности FISH 
метода. В 2001 г. Хрусталева и Кик [41] 
разработали на растениях высокочув
ствительный FISH метод, основанный 
на усилении сигнала с помощью фе
нольного соединения — тирамида. Чув
ствительность предложенного метода, 
названного Tyramide-FISH, более чем 
в 100 раз превышает чувствительность 
обычного FISH. С помощью Tyramide- 
FISH авторы детектировали 710 п.н. (ин- 
трон uidA гена в Т-ДНК-вставке) на 
митотических хромосомах трансгенного 
лука-шалота (рис. 1D). Метод был ус
пешно применен авторами для карти
рования EST-клонов на хромосомах 
лука (рис. 1Е).

Значительное усиление чувстви
тельности и разрешающей способнос
ти FISH метода было достигнуто при 
использовании растянутой ДНК расте
ний [18]. ДНК фибриллы освобождают
ся после разрушения ядерного матрик
са и становятся доступными для гиб
ридизации и детекции с помощью 
обычного FISH. Степень растяжения 
составляет приблизительно 3,27 тыс. п.н. 
на 1 мкм, что только на 28% выше, 
чем 2,97 тыс. п.н. на 1 мкм, значения 
нативного дуплекса В-формы ДНК, 
находящегося в эукариотической клет
ке. Так как растянутая ДНК напря
мую отражает линейное расположение 
ДНК-последовательностей, метод ис
пользуют для составления контигов, 
т.е. выстраивания в порядок клонов, 
анализа их перекрывания и определе
ния расстояния между ними. Метод 
применяют, в основном, в фундамен
тальных исследованиях, связанных с
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Рис. 1. Использование GISH/FISH в селекции лука. 1А. Многоцветный GISH ми
тотических хромосом первого поколения тригибрида А сера х (A fistulosum х A. roylei), 

A. fistulosum (Биотин-СуЗ) - красная флуоресценция, A. roylei (FITC) - зеленая флуорес
ценция, А. сера (блок-ДНК, DAPI)- голубая флюоресценция[39]; 1В. Многоцветный GISH 
митотических хромосом второго поколения тригибрида А. сера х [А.сера х (A. fistulosum 
х A. roylei)], A. fistulosum (Биотин-СуЗ) - красная флуоресценция, A. roylei (FITC) - зеле
ная флуоресценция, А. сера (блок-ДНК, DAPI) - голубая флуоресценция, стрелкой указа
на хромосома, несущая в каждом плече генетический материал от трех видов [40]; 1C. 
GISH визуализация мест рекомбинаций на 8 хромосоме в популяции тригибрида А. сера 
х (A. fistulosum х A. roylei), A. fistulosum (Биотин-СуЗ) - красная флуоресценция, A. roylei 
(FITC) - зеленая флуоресценция, представлены метафазы двух индивидуальных расте
ний, стрелки указывают на рекомбинантную хромосому 8, которая выделена из каждой 
метафазы в увеличенном виде: слева - рекомбинация в интерстициальном районе длин
ного плеча, справа - рекомбинация в дистальном районе короткого плеча [42]; 1D. Tyramide- 
FISH визуализация 710 п.н. интрона uidA гена на прометафазе трансгенного лука-шало
та, стрелка указывает на двойной красный флуоресцирующий сигнал)[41 ]; 1Е. Tyramide- 
FISH картирование1,2 тыс. п.н. EST-кпона на митотических хромосомах А. сера , стрел
ки указывают на двойной красный флуоресцирующий сигнал на обоих гомологах хро
мосомы 6.
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изучением молекулярной организации 
хромосом, и также в анализе транс
генных растений. Волтере и соавторы 
[66] использовали FISH на растянутой 
ДНК для анализа копийности и орга
низации Т-ДНК-вставки у трансгенно
го картофеля. Используя в качестве 
пробы различные участки Т-ДНК- 
вставки, с большей точностью можно 
определить состав и организацию 
сложного локуса, чем при использо
вании Саузерн блоттинга (Southern 
blotting). Однако этим методом нельзя 
идентифицировать хромосомы, так как 
их морфология теряется при разруше
нии ядерного матрикса, гистоновых и 
негистоновых белков, упаковывающих 
ДНК в хромосому.

В заключение хотелось бы надеять
ся, что изложенный в данном обзоре 
материал поможет селекционерам ори
ентироваться в современных возмож
ностях молекулярной цитогенетики и 
успешно применять, в зависимости от 
задач селекции, внушительный арсе
нал молекулярно-цитогенетических 
методов при создании новых конкурен
тоспособных сортов культурных рас
тений, удовлетворяющих запросы рын
ка и приспособленных к быстрым из
менениям климата на нашей планете.
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SUMMARY

This is a review of molecular cytogenetic technology aimed at breeders and geneticists who 
wishes to use, or at least grasp the concepts behind, this powerful analytical tool. Genomic in situ 
hybridization (GISH) allows distinguishing parental genomes in interspecific hybrids. The principle 
of GISH is considered and the use of method in breeding process is illustrated. Intriguing discrepancy 
between genetic and physical maps is discussed. Different approaches and methods of integration 
of recombination and physical maps are described. Finally, physical mapping of genes using 
fluorescence in situ hybridization (FISH) and problems of gene mapping on plant chromosomes 
are discussed. A high sensitive Tyramide-FISH method is introduced, which allows to detect 
target DNA sequences on plant chromosome as small as 710 bp. Exploitation of Tyramide-FISH in 
the transgenic plant analysis and the EST (expressed sequence tag) clones mapping are described.
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