
Известия ТСХА, выпуск 1, 2011 год

УДК 577.218:582.951.4

АНАЛИЗ ХРОМОСОМНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ TYi-СОРМ-ПОДОБНЫХ 
РЕТРОТРАНСПОЗОНОВ В ГЕНОМЕ ХМЕЛЯ ЯПОНСКОГО
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С помощью флуоресцентной гибридизации in situ была установлена локали­
зация Ty1-сорiа-подобных ретротранспозонов на хромосомах хмеля японского. 
Было выявлено разреженное распределение сигналов Ty1-copia-подобных ре­
тротранспозонов на половых хромосомах Y, и Y2.
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Хмель японский (Humulus 
japonicus Siebold & Zucc.), семейство 
Cannabaceae — двудомное однолет­
нее лазающее растение с гетероморф- 
ными половыми хромосомами — об­
ладает мультихромосомной половой 
системой [19]. Женские растения это­
го вида имеют 2п = 16 (14 + XX), а 
мужские— 2n = 17 (14 + XY1Y2), что 
свидетельствует о схожести половой 
системы хмеля японского с половой 
системой щавеля (Rumex acetosa) [8,
17, 18]. Цитогенетические данные об 
организации генома и особенно струк­
туры половых хромосом для хмеля 
японского практически отсутствуют 
в отличие от щавеля, хмеля обыкно­
венного и конопли посевной, хорошо 
изученных благодаря их хозяйствен­
ному значению.

Большое значение в исследовании 
межгенных компонентов эукариоти­
ческих геномов имеет картирование 
участков Tyl-copia-подобных ретро­
транспозонов. Ту1 -сорга-подобные
элементы обнаружены во всех изу­
ченных геномах растений [21]. Изу­

чение распределения ретротран­
спозонов по геному растений име­
ет важное значение для понимания 
структурно-функциональной орга­
низации хромосом, так как форми­
рование структуры хромосом — это 
процесс, частью которого является 
транспозиция весьма распространён­
ного семейства Ту1-сорга-подобных 
ретроэлементов. Одним из наиболее 
эффективных инструментов физиче­
ского картирования последователь­
ностей ДНК является флуоресцент­
ная in situ гибридизация [2]. In situ 
гибридизация фрагментов семейства 
Tyl-copia на метафазных хромосомах 
различных видов растений показа­
ла, что обычно они распределены по 
всей длине хромосомы, за исключе­
нием таких функционально важных 
частей, как теломеры, центромеры 
и сайты локализации рибосомальных 
генов [1, 15]. Установлено также, что 
Ту1-сорга-подобные элементы или 
их части локализуются в регионах, 
фланкирующих гены у многих расте­
ний [23]. Однако существуют и такие
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виды, у которых выявлена неодно­
родность распределения ретротран- 
спозонов вдоль хромосомы. Так, для 
арабидопсиса, томата, свеклы и нута 
показана локализация ретротранспо- 
зонов в основном в областях прицен- 
тромерного        гетерохроматина       [1, 5]
или их отсутствие в блоках конститу­
тивного интеркалярного гетерохро­
матина у тюльпана [11].

В данной работе впервые пред­
ставлены результаты изучения хро­
мосомной организации Tyl-copia- 
подобных ретротранспозонов у хме­
ля японского.

Материалы и методы

В качестве растительного мате­
риала в работе использовали мужские 
и женские растения хмеля японского 
сорта Самурай (фирма «Гавриш»),

ДНК выделяли из молодых ли­
стьев растений согласно методике 
Bernatsky and Tanksley (1986) [4] с 
некоторыми модификациями.

Для амплификации пула фраг­
ментов гена обратной транскрипта- 
зы Tyl-сорга-подобных ретротран­
спозонов размером около 260 п.н. 
применяли полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) с использованием 
вырожденных праймеров: PR1 5'-
ACNGCNTTYYTNCAYGG-3’ и PR2 
5'-CARATGGARGTNAARAC-3' [5]. 
Праймеры синтезированы ЗАО “Син- 
тол”, Москва.

Флуоресцентная гибридизация in 
situ (FISH). FISH осуществляли по 
стандартной методике [12] с некото­
рыми модификациями. Пробу созда­
вали из очищенного с помощью гель- 
электрофореза пула ПЦР-фрагментов 
гена обратной транскриптазы Tyl- 
сорга-подобных ретротранспозонов 
размером около 260 п.н. с последую­
щим мечением биотинилированным 
(для женских растений) или DIG- 
dUTP (мужские растения) ПЦР в 
течение 30 циклов. Хромосомы кон- 
трокрашивали пропидий-йодидом

или DAPI — 1 мг/мл. Визуализацию 
сигнала осуществляли с использова­
нием флуоресцентного микроскопа 
AxioZeiss Imager Ml с помощью со­
ответствующего набора фильтров. 
Результат документировали на фото­
камеру AxioCam Mrm Zeiss с после­
дующим контрастированием изобра­
жения в программе AxioVision.

Результаты и их обсуждение

После проведения ПЦР на ДНК 
хмеля японского с вырожденными 
праймерами на фрагмент гена об­
ратной транскриптазы Tyl-сорга- 
подобных ретротранспозонов были 
получены продукты размером около 
260 п.н. Флуоресцентную гибриди­
зацию in situ Tyl-copia-подобных 
ретротранспозонов проводили с ис­
пользованием меченого ПЦР-продук- 
та на цитологических препаратах ми­
тотических метафазных хромосом как 
мужских, так и женских растений 
хмеля японского. Анализ метафазных 
пластинок женских растений пока­
зал, что зонды Tyl-copia-подобных 
ретротранспозонов гибридизуются со 
всеми шестнадцатью хромосомами 
хмеля японского (рисунок, а). Данное 
распределение у хмеля японского не 
является уникальным, поскольку в 
большинстве исследований показано, 
что ретротранспозоны обычно равно­
мерно распределены по всему гено­
му [10].

Анализ метафазных пластинок 
мужских растений показал, что зон­
ды Tyl-copia-подобных ретротран­
спозонов гибридизуются со всеми 
хромосомами хмеля японского. Одна­
ко характер распределения по хро­
мосомам различен. У 15 хромосом из 
17 флуоресцентный сигнал был рас­
пределен равномерно по всей протя­
женности хромосомы. А у двух хромо­
сом из 17 наблюдалась разреженная 
локализация сигнала с наибольшей 
интенсивностью в дистальных об­
ластях (рисунок, б). Эти хромосомы
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Метафазные пластинки женского (а) и мужского (6) растений хмеля японского 
с сигналами зондов Ту1-сор1а-подобных ретротранспозонов (X — половая хромосома 

X; стрелками обозначены хромосомы Y)

были самыми большими в наборе. Ра­
нее было показано, что три самые 
длинные хромосомы генома хмеля 
японского — это половые хромосомы: 
X, Y1 и Y2 [20]. На метафазных пла­
стинках женских растений наблюда­
лось равномерное распределение сиг­
нала по всем хромосомам, включая 
две Х-хромосомы. Поэтому две хро­
мосомы с разреженным сигналом на 
мужских растениях были нами иден­
тифицированы как половые: Y 1  и Y2. 
Неравномерная интенсивность сиг­
нала на этих хромосомах, возможно, 
связана с низким количеством копий 
изучаемого класса ретротранспозо­
нов. При этом нельзя исключать и 
возможность того, что ДНК Y1 и Y2- 
хромосом доступна для гибридизации 
ДНК-зондов не на всей протяженно­
сти этих хромосом [13], так как они 
находятся в компактизованном со­
стоянии в течение всего клеточного 
цикла [9].

Таким образом, нами были выяв­
лены различия в локализации Т у 1 -  
сорга-подобных ретротранспозонов 
между половыми хромосомами у хме­
ля японского. Данный факт открывает 
широкое поле для новых дискуссий об 
эволюции половых хромосом у дву­
домных растений.

В настоящее время основной тео­
рией возникновения гетероморфизма 
половых хромосом является вырож­
дение Y-хромосомы. Однако вопрос 
о том, как происходит данный про­
цесс, является в настоящее время 
крайне спорным и малоизученным. 
Так, некоторые авторы предполага­
ют, что основным фактором дегене­
рации Y-хромосомы может являться 
накопление повторяющихся последо­
вательностей, включая транспозоны 
[7]. По мнению многих авторов, по­
добный факт может иметь место на 
межгенных участках и интронах. И 
это может быть ранним шагом эволю­
ции Y-хромосомы (до того, как гены 
начнут дегенерировать), приводящим 
к снижению давления отбора против 
инсерций в нерекомбинирующих ча­
стях мужских половых хромосом [3, 
6, 14]. Другие исследователи выдви­
гали гипотезы, что основным факто­
ром является эпигенетически регу­
лируемая конденсация Y-хромосом 
в интерфазных ядрах, в частности у 
щавеля и хмеля японского, что при­
водило в дальнейшем к накоплению 
АТ-богатых последовательностей в 
Y-хромосомах (специфично для по­
лиморфной системы половых хромо­
сом (XX/XY1Y2)) посредством пере-
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хода цитозина в тимин путем метили­
рования, и уже затем — к деградации 
Y-хромосомы именно благодаря этим 
процессам [16, 17].

Полученные нами данные о разре­
женном сигнале Tyl-copia-подобных 
ретротранспозонов на Y-хромосомах 
могут свидетельствовать о том, что 
либо в процессе формирования дан­
ных хромосом большую роль играли 
хромосомные перестройки, нежели 
транспозиции, либо транспозиции 
осуществлялась другими семейства­
ми ретротранспозонов. В то же время 
при изучении локализации всех се­

мейств ретротранспозонов и возмож­
ных транслокаций, за счет которых 
также могут формироваться половые 
хромосомы [22], полученные нами 
данные могут свидетельствовать и в 
пользу эпигенетической модели де­
градации Y-хромосом у хмеля япон­
ского. Однако эти вопросы остаются 
дискуссионными и требуют дальней­
ших исследований.
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SUMMARY
Japanese Hop (Humulus japonicus Sieboid & Zucc.), Cannabaceae family - 

a dioecious plant with heteromorphous reproductive chromosomes and having multi- 
chromosomal system with a number 2n = 16 (14 + XX) for pistillate plants, and 
2n = 17 (14 + XY1Y2) for male plants. By means of fluorescent hybridization in 
situ Tyl-copia-like retrotransposons localization on Japanese Hop chromosomes 
is determined. Rarefield distribution of Tyi-copia-like retrotransposons signals on 
reproductive chromosomes Y1 and Y2 has been detected.

Key words: Japanese Hop, FISH, reproductive chromosomes, Y-chromosomes, 
Tyl-copia-like retrotransposons.

Александров Олег Сергеевич — асп. Центра молекулярной биотехнологии 
РГАУ - МСХА имени К.А. Тимирязева. Тел. (499) 977-70-06.

Яковин Николай Анатольевич — асп. Центра молекулярной биотехнологии 
РГАУ - МСХА имени К.А. Тимирязева.

Дивашук Михаил Георгиевич — к. б. н.
Карлов Геннадий Ильич — к. б. н. Эл. почта: karlov@timacad.ru

133

mailto:karlov@timacad.ru

