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ВВЕДЕНИЕ

Термин «геном» впервые был введен не-
мецким ботаником Гансом Винклером в 1920 г. 
для обозначения генетического материала, 
составляющего гаплоидный набор хромосом у 
растений. Гаплоидный набор хромосом обозна-
чают как 1n, а диплоидный – 2n. 

Хромосомный анализ растений – это комп-
лекс методов, направленных на выявление осо-
бенностей хромосомной организации генома 
вида, идентификацию его хромосом, анализ их 
функциональной активности. История хромо-
сомного анализа насчитывает свыше 130 лет и 
в настоящее время он широко используется в 
генетических исследованиях растений. 

Митотические хромосомы первым наблю-
дал В. Флемминг в 1879 г., изучая деление 
клеток аксолотля. Немного позже (в 1882 г.) 
Э. Страсбургер обнаружил сходные структуры в 
клетках растений, а в 1881 г. Э. Бальбиани опи-
сал гигантские хромосомы из клеток слюнных 
желез личинок Chironomus plumosus. В 1883 г. 
Дж.Л.М. Ван Бенеден показал, что число хромо-
сом в гаметах вдвое меньше, чем в соматических 
клетках, а Т. Бовери предположил (1890), что 
редукция числа хромосом происходит во время 
оогенеза. Однако для обозначения структур, 
появляющихся в ядре во время деления клетки, 
эти авторы использовали различные названия 
(«нити», «петли», «сегменты», «элементы» и 
др.). Термин хромосома (chromo – окрашенное, 
soma – тело) первым применил немецкий ученый 

В. Вальдейер (W. Waldeyer) в 1888 г., поскольку 
описанные структуры интенсивно окрашивались 
основными красителями. 

ОСОБЕННОСТИ ОРГАНИЗАЦИИ 
ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Содержание ДНК на гаплоидный геном 
(величина С) является важной биологической 
характеристикой организма. Общее содержа-
ние ДНК в геноме принято измерять в парах 
нуклеотидов (п.н.), пикограммах и в дальтонах. 
Соотношение между этими величинами таково: 
1 пкг = 0,965 × 109 п.н. = 6,1 × 1011 дальтон.

Изучение этого параметра выявило суще-
ственные колебания количества ДНК у значи-
тельного числа видов эукариот. Несоответствие 
между размерами генома и сложностью орга-
низмов, а также избыток ДНК по сравнению 
с ее количеством, необходимым для коди-
рования белков, было названо парадоксом 
величины С. 

В отличие от большинства высших эука-
риот, растения характеризуются значительной 
изменчивостью размера геномов (рис. 1). Ми-
нимальный размер генома – 5,4 × 107 – был 
зарегистрирован у растения Сardamine amara 
семейства капустные (Brassicaceae), тогда как 
наиболее крупный геном 1,25 × 1011 обнаружен 
у лилейного Fritillaria assyriaca. 

Значительная изменчивость размеров ге-
нома может быть обусловлена несколькими 
причинами:
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1) полиплоидией; 
2) дупликацией/редукцией хромосом или 

их участков;
3) накоплением/удалением некодирующей, 

«избыточной», «ненужной», «эгоистичной» 
ДНК (junk) ДНК (термины, использованные в 
разные годы при описание парадокса С). 

Определенный вклад в изменчивость генома 
вносят также процессы дупликации генов с их 
последующей инактивацией и перенос ДНК из 
других видов. 

Полиплоидия – это кратное увеличение 
числа наборов хромосом. Автополиплоиды 
образуются путем кратного увеличения одно-
го и того же генома в результате спонтанного 
удвоения числа хромосом или формирования 
нередуцированных гамет. Аллополиплоиды 
(амфиплоиды) образуются на основе объедине-
ния двух или нескольких целых геномов, при-
надлежащих разным видам и родам (гибридная 
полиплоидия). По разным оценкам от 30 до 70 % 
современных цветковых растений и большая 
часть мхов и папоротников являются полипло-
идами (Meyers, Levin, 2006). К ним относятся и 
такие важные сельскохозяйственные культуры, 
как мягкая и твердая пшеница, овес, сахарный 
тростник и многие другие. (Источники данных 
по размеру геномов: М. Сингер, П. Берг. Гены 
и геномы, М.: Мир, 1998; Kew DNA C-values 
database (http://data.kew.org/cvalues).

В последние годы с помощью сравнения in 
silico геномов растений, первичная структура 
которых в той или иной степени определена, 
(http://genomevolution.org/CoGe/) удалось вы-
явить многочисленные случаи «скрытой поли-
плоидии», или палеополиплоидии, у растений. 
Так, например, было установлено полиплоидное 
происхождение кукурузы, хотя геном современ-
ного вида не является истинно полиплоидным. 
Детальное построение генетических карт хро-
мосом с использованием расширенного пула 
молекулярных маркеров показало, например, 
что значительная часть генома у видов Brassica 
nigra, B. oleraceae и B. rapa была дуплицирова-
на в процессе эволюции. Крупные дупликации 
генома были выявлены у Arabidopsis thaliana. 
Доказаны случаи дупликации небольших участ-
ков генома у риса. Все эти события привели к 
возрастанию содержания ДНК за счет увеличе-
ния числа хромосом. 

Следует отметить, что наряду с увеличением 
числа хромосом в процессе эволюции растений 
также отмечены случаи их редукции за счет 
теломерных слияний и инактивации одной 
из центромер. На цитологическом уровне это 
можно наблюдать с помощью гибридизации in 
situ: сигналы теломерной последовательности 
появляются в интерстициальных участках 
хромосом – внутренние теломерные районы 
или ITR (interstitial telomeric repeats) (рис. 2). 

Рис. 1. Размер генома у разных групп организмов (Mbp = млн п.н.).
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Рис. 2. Локализация теломероподобной последо-
вательности pSbTC1 на хромосомах картофеля 
Solanum bulbocastanum методом флюоресцентной 
гибридизации in situ (Tek, Jiang, 2004. Р. 77–83).

По результатам секвенирования генома у 
A. thaliana было обнаружено восемь ITR длиной 
от 300 п.н. до 1,2 т.п.н. Три ITR располагались 
в центромерных, а пять – в интерстициальных 

и субтеломерных участках хромосом. Их раз-
мер, однако, настолько мал, что методом in situ 
гибридизации они не выявляются.

Предполагают, что интерстициальные сайты 
теломерных последовательностей являются 
«следами» концевых слияний хромосом. Воз-
можно, в некоторых случаях они сопровож-
дались амплификацией теломерного повтора, 
приводящей к появлению ITR протяженностью 
до нескольких миллионов п.н. Внутрихромо-
сомные локусы теломерной ДНК подвержены 
хромосомным разрывам и рекомбинациям, 
т. е. являются «горячими точками» хромосом-
ных аберраций.

Многочисленные случаи полиплоидии, вклю-
чая палеоплоидию, с одной стороны, и редукция 
числа хромосом за счет теломерных слияний, с 
другой, привели к широчайшей изменчивости 
числа хромосом у растений. Минимальное коли-
чество хромосом 2n = 4 найдено лишь у четырех 
видов, относящихся как к классу двудольных, 
Brachycome dichromosomatica (рис. 3, б) и Hap-
lopappus gracilis, так и однодольных – Zingeria 
biebersteiniana и Colpodium versicola. 

Рис. 3. Митотические хромосомы (а) субтропической пальмы Voanioala gerardii (2n = 596), б – Brachycome 
dichromosomatica (2n = 4) и в – муравья Myrmecia pilosa (2n = 2). 

Первичная перетяжка (центромера) отмечена черной стрелкой. Вторичные перетяжки, соответствующие ядрышкооб-
разующим районам, обозначены треугольниками (Bennett, 1998. Р. 2011–2016). 
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Рис. 4. Основные типы последовательностей ядерного генома растений (Schmidt, Heslop-Harrison, 1998. 
Р. 195–199).

Высокие числа хромосом (> 500) характери-
зуют мхи и папоротники. Максимальное число 
хромосом (2n = 1440) зарегистрировано у папо-
ротника Ophioglossum reticulatum, у цветковых 
растений – у пальмы Voanioala gerardii (2n = 596) 
из субтропических лесов Мадагаскара (рис. 
3, а). У большинства высших растений числа 
хромосом варьируют в пределах от 10 до 50 
(n = 5–25). Предполагают, что виды с числом 
хромосом n > 10 являются полиплоидами. 

Варьирование размера генома у растений 
c одинаковым числом хромосом в основном 
связано с количественными изменениями повто-
ряющихся последовательностей ДНК. Повто-
ряющиеся последовательности (ПП) – это 
последовательности ДНК, многократно повто-
ренные в геноме. Ранее на основании анализа 
кинетики ренатурации ДНК их подразделяли 
на следующие группы:

– Низкочастотные повторы – последова-
тельности, повторяющиеся десятки раз.

– Промежуточные, или среднечастотные, 
повторы – последовательности, повторяющиеся  
сотни и тысячи раз. К ним также относятся гены 
рРНК (у человека 200 на гаплоидный набор, у 
мыши – 100, у кошки – 1000, у рыб и цветковых 
растений – тысячи), тРНК, гены рибосомных 
белков и белков-гистонов. 

– Высокочастотные повторы, число кото-
рых достигает несколько миллионов на геном. 
Это короткие некодирующие последовательно-
сти, которые входят в состав гетерохроматина 
(10–15 п.н.; 120–180 п.н.).

Позже ПП стали классифицировать не по 
уровню копийности, а по способу организации 

в геноме. В соответствии с этим показателем 
выделяют два основных типа ПП: 1) тандемно 
организованные последовательности, представ-
ленные многократным повторением одной и 
той же последовательности ДНК (мономера) и 
2) более сложно организованные группы по-
следовательностей – диспергированные повто-
ры (рис. 4). 

Тандемные повторяющиеся последова-
тельности (ПП) впервые были обнаружены во 
фракции сателлитной ДНК, которая отличается 
от остальной ДНК по плавучей плотности и 
может быть изолирована в виде отдельного 
пика при центрифугировании в градиенте 
плотности хлористого цезия. В зависимости 
от длины повторяющейся единицы (мономера), 
тандемные ПП относятся к микросателлитной, 
минисателлитной и сателлитной ДНК (Salina, 
2007). Из кодирующих тандемно организован-
ных последовательностей наиболее детально 
охарактеризованы гены рибосомальной РНК.
Микросателлиты – семейства коротких 

(1–6 п.н.) тандемно организованных повторов. 
Отдельные классы микросателлитов значительно 
отличаются по частоте встречаемости и распре-
делению в геноме. У растений в целом преобла-
дает микросателлит (AT)n, а геномы двудольных 
растений содержат меньше GC-содержащих по-
второв, чем геномы однодольных. Кодирующие 
и некодирующие участки ДНК также отличаются 
по составу фракций микросателлитов. 
Минисателлиты имеют длину мотива от 9 

до 100 п.н., часто 15 п.н. Они образуют клас-
теры размером 5–30 т.п.н., расположенные 
преимущественно в эухроматических участках 
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геномов. К классу минисателлитов относятся 
теломерные повторы. 
Сателлитная ДНК состоит из тандемно 

организованных последовательностей ДНК 
с длиной повторяющейся единицы от ста до 
нескольких т.п.н. Сателлитные повторы  ха-
рактеризуются высоким уровнем копийности 
(105–106), образуя кластеры, содержащие до 
нескольких миллионов п.н. Использование 
сатДНК в качестве зондов при гибридизации 
in situ показало, что они располагаются в ге-
терохроматических районах хромосом вблизи 
теломерных и центромерных участков. Рас-
пространение сателлитных ДНК, как правило, 
ограничено одним или группой близкородствен-
ных видов. Они могут составлять до 10–20 % 
от общего размера генома, и нередко именно 
с ними связаны значительные различия в со-
держании ДНК у близкородственных видов. 
Показано также, что тандемно организован-
ные последовательности ДНК участвуют в 
формировании таких функционально важных 
участков хромосом, как теломеры, центромеры 
и ядрышкообразующие районы.

Мобильные элементы (МЭ) являются неот-
ъемлемой частью генома растений. В послед-
ние годы в связи с масштабными работами по 
анализу первичной структуры ДНК наиболее 
часто описывают мобильные элементы двух 
типов: элементы класса 1 (ретротранспозоны) 
и элементы класса 2 (ДНК-транспозоны). МЭ 
класса I перемещаются по геному с помощью 
механизма обратной транскрипции РНК-интер-

медиатов. Это обеспечивает размножение МЭ 
класса I путем «копирования–встраивания» 
и объясняет их широкую представленность в 
геномах растений. МЭ класса I образуют не-
сколько порядков элементов, различающихся 
по структурной организации: LTR-ретротранс-
позоны, DIRS-элементы, Penelope, LINE (long 
interspersed element) и SINE (short interspersed 
element). LTR-ретротранспозоны, в отличие 
от остальных МЭ класса 1, имеют длинные 
терминальные повторы на концах (LTRs – long 
terminal repeats) и подразделяются на gypsy- и 
copia-подобные по аналогии с ретроэлемента-
ми, описанными у дрозофилы. Gypsy- и copia-
подобные элементы различаются между собой 
порядком генов, расположенных между LTR. 
Gypsy-элементы, так же как и ретровирусы, 
характеризуются следующим чередованием 
генов, необходимых для их размножения и пе-
ремещения по геному: LTR – протеиназа (pro) – 
обратная транскриптаза (rt) – рибонуклеаза H 
(rh) – интеграза (int) – LTR. Copia-элементы со-
держат LTR – pro – int – rt – rh – LTR. Согласно 
последним данным, LTR-ретротранспозоны 
являются наиболее представленным субклассом 
МЭ в геноме растений (рис. 5).

В отличие от ретроэлементов, распростра-
нение которых включает стадию транскрипции 
и происходит с помощью РНК-интермедиатов, 
ДНК-транспозоны перемещаются с помощью 
механизма «вырезания–встраивания» фраг-
ментов ДНК (подкласс 1) или посредством 
репликации ДНК (подкласс 2). Характерной 

Рис. 5. Организация ретротранспозонов (а) и ДНК-транспозонов (б) (Choulet et al., 2010. Р. 1686–1701).
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особенностью ДНК-транспозонов подкласса 1 
является наличие концевых инвертированных 
повторов (Terminal Inverted Repeats – TIR). 
Транспозиция элементов первого подкласса 
происходит с помощью фермента транспозазы. 
Так, например, Ac-элементы кукурузы ограни-
чены инвертированными повторами и кодируют 
транспозазу, которая обеспечивает их вырезание 
и реинтеграцию. В качестве примера подкласса 2 
можно привести ДНК-транспозоны Helitron, 
которые описаны для генома кукурузы. 

Следует отметить, что значительная часть 
МЭ представлена в геноме неавтономными 
элементами, у которых либо полностью, либо 
частично отсутствуют кодирующие последо-
вательности. Неавтономные элементы способ-
ны к транспозиции только за счет активации 
автономными элементами соответствующего 
семейства генома.

Наличие среди ретротранспозонов видо-, 
родо-, трибо- и других специфичных для раз-
личных таксонов элементов свидетельствует 
о том, что инвазии ретротранспозонов проис-
ходили неоднократно в различные временные 
периоды (рис. 6). Обычно они перемещаются 
в близлежащие районы хромосом, нередко – в 
LTR-участки других элементов, поэтому рас-
полагаются преимущественно в бедных генами 
участках геномов (особенно в перицентромер-
ных районах хромосом) (Сергеева, Салина, 

2011). Помимо этого, существуют механизмы, 
предотвращающие встраивание или способ-
ствующие элиминации ретротранспозонов из 
участков генома, прилежащих к важным для 
организма генам.

Особенность растений в сравнении с жи-
вотным состоит в значительно более высоком 
уровне межхромосомной гомогенизации как 
тандемных, так и диспергированных повторов, 
включая ретроэлементы. Именно этим фактом 
объясняют невозможность применения метода 
хромосомного пэйнтинга (гибридизации in situ 
с использованием хромосомоспецифичной ДНК 
как зонда) в исследованиях растений. 

Дифференциальная амплификация мобиль-
ных элементов в геномах разных видов расте-
ний лежит в основе увеличения размеров их 
хромосом. Так, например, размер хромосомы 
арабидопсиса примерно в 100 раз меньше, чем у 
сосны, и в 10 раз меньше, чем у свеклы. Эти раз-
личия хорошо видны и на цитологических пре-
паратах митотических, т. е. конденсированных, 
хромосом (рис. 7). В целом у представителей 
различных таксономических групп растений 
длина митотической хромосомы варьирует от 
долей микрона (грибы и водоросли) до 20 и 
более μm (лилейные и голосемянные). 

Информация об организации и распределе-
нии кодирующих и некодирующих последова-
тельностей в хромосомах растений начала появ-

Рис. 6. Гипотетическая модель эволюции хромосом злаков (Sandhu, Gill, 2002. Р. 803–811).
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Рис. 7. Изменчивость размеров хромосом у трех диплоидных видов высших растений. 

а – арабидопсис (гаплоидный геном 140 млн п.н.; 2n = 10); б – сахарная свекла (750 млн п.н., 2n = 18); в – сосна (23,000 
млн п.н., 2n = 24) (Schmidt, Heslop-Harrison, 1998. Р. 195–199).

ляться только с начала 90-х гг. ХХ в. в результате 
прямой локализации последовательностей ДНК 
на хромосомы с использованием методов фи-
зического картирования (гибридизация in situ 
и/или молекулярно-генетический анализ деле-
ционных линий). Впоследствии существенный 
вклад в понимание структурной организации 
хромосом был получен при секвенировании и 
локализации на хромосоме отдельных протя-
женных участков ДНК, клонированных в со-
ставе бактериальных искусственных хромосом 
(bacterial artifi cial chromosome – BAC клоны). 
В соответствии с полученными результатами 
последовательности ДНК, соответствующие 
генам, образуют дискретные кластеры, чере-
дующиеся с участками, состоящими из одного 
или нескольких блоков повторяющихся после-
довательностей с характерной организацией и 
положением в геноме (рис. 8). При этом плот-
ность генов увеличивается от центромеры к 
дистальному участку хромосом.

У растений с мелкими геномами в связи с 
отсутствием кластеров тандемных повторов в 
интеркалярных участках хромосом плотность 
генов более высокая и они распределены более 
равномерно. У видов со средними или крупны-
ми геномами повторяющиеся последователь-
ности образуют протяженные, непрерывные 

блоки, характеризующиеся высоким уровнем 
метилирования и не содержащие генов. Они 
разделяют богатые генами (GR = gene-rich) сег-
менты хромосом. Протяженные блоки повторов 
присутствуют не только в центромерных, но и в 
интеркалярных участках хромосом (рис. 8). 

Рис. 8. Схематическое изображение метафазных 
хромосом риса и пшеницы со сходным содержанием 
и порядком генов (Moore, 2000. Р. 195–222).
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Локализация GR-районов на хромосомах 
злаков совпадает с положением участков ре-
комбинации, причем частоты рекомбинации 
в разных GR-участках могут существенно 
отличаться. В проксимальной трети плеча хро-
мосомы рекомбинация полностью отсутствует, 
что может быть связано с приближенностью 
этого уча стка к центромере. Районы хромосом 
с низким содержанием генов представлены 
в основном ретротранспозоноподобными 
элементами. 

КЛАССИФИКАЦИЯ ХРОМОСОМ

Виды растений отличаются не только по чис-
лу и размерам хромосом, но их форме, которая 
определяется положением центромеры. На 
наружной поверхности центромеры расположе-
ны кинетохоры, служащие местом связывания 
микротрубочек веретена. На митотических хро-
мосомах выделяют также теломеры, защища-
ющие концы хромосом от повреждений и выпол-
няющие ряд других жизненно важных функций 
в клетке. Хромосомы большинства эукариот в 
норме имеют одну центромеру – моноцентри-
ческие хромосомы. В то же время известны 
виды, на хромосомах которых отсутствует четко 
выраженная, морфологически и физиологиче ски 
дифференцированная первичная перетяжка. 
Такие хромосомы называются голоцентриче-
скими, и они имеют диффузную центромеру. 
Среди растений голоцентрические хромосомы 
встречаются в основном у представителей двух 
родственных семейств – Juncaceae (Luzula) и 
Cyperaceae (Rhynchospora). Существуют также 
виды, хромосомные наборы которых включают 
как моноцентрические, так и голоцентрические 
хромосомы.

Помимо первичной, или центромерной, 
перетяжки, на некоторых хромосомах могут 
встречаться одна или несколько вторичных 
перетяжек. Некоторые из них функционально 
связаны с ядрышками – структурами ядра, от-
ветственными за синтез рибосомной РНК. Ме-
тодом гибридизации in situ было показано, что в 
них расположены кластеры генов 18S-5,8S-26S 
рРНК. Фрагмент плеча, отделяемый спутничной 
нитью от тела хромосомы, называется спут-
ником, а сама хромосома – спутничной, или 
SAT-хромосомой. 

У большинства растений все хромосомы 
набора представлены парами гомологичных 
хромосом. В то же время некоторые виды расте-
ний содержат пару генетически отличающихся 
хромосом, которые определяют развитие муж-
ского или женского пола – половые хромосомы. 
Как правило, у женских особей присутствуют 
две одинаковые Х-хромосомы, а у мужских 
особей половые хромосомы разные – Х и Y, хотя 
существуют и другие системы детерминации 
пола (например, у птиц, дрозофилы и др.). 

У многих видов растений, наряду с хромо-
сомами диплоидного хромосомного набора 
(А-хромосомы), встречаются добавочные, или 
сверхчисленные, В-хромосомы (рис. 9). В от-
личие от хромосом основного набора, их число 
не постоянно – оно может отличаться у разных 
особей одной популяции и даже в различных 
клетках и тканях одного индивида. Характерной 
особенностью В-хромосом является то, что их 
присутствие не обязательно для нормальной 
жизнедеятельности организма. В небольшом 
количестве они не влияют на фенотип растений, 
но большое число В-хромосом отрицательно 
сказывается на жизнеспособности и плодови-
тости организма. 

Совокупность морфологических признаков 
(включая число хромосом), по которым мож-
но идентифицировать данный хромосомный 
набор, называют кариотипом. Этот термин 
предложил русский ученый Г.А. Левицкий в 
1924 г. Впоследствии определение кариотипа 
было уточнено, и в настоящее время под ним по-
нимают систематизированный набор хромосом 

Рис. 9. Дифференциально окрашенная метафазная 
пластинка Aegilops speltoides с 4 В-хромосомами.
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индивида. Графическое изображение кариотипа 
со всеми структурными характеристиками хро-
мосом называется идиограммой. 

Кариотипы составляют в соответствии с 
определенными правилами. В цитогенетике для 
этого предложены два основных подхода: ци-
тологический и генетический. Цитологическая 
классификация строится на основе морфологи-
ческих параметров хромосом, тогда как генети-
ческая классификация учитывает генетическое 
родство хромосом разных видов. 

В соответствии с принципами цитологи-
ческой классификации в кариотипах сначала 
приводят хромосомы основного набора в по-
рядке убывания их линейной длины, при этом 
SAT-хромосомы ставят последними. Половые 
хромосомы располагают после аутосом. В 
случае наличия В-хромосом их приводят после 
основного набора. 

Генетическая номенклатура базируется 
на генетическом родстве (гомеологии) хро-
мосом. Ее основы были заложены в работах 
американского генетика Эрни Сирса, который 
создал первую генетическую классификацию 
хромосом мягкой пшеницы. Он разделил хромо-
сомы на семь групп генетически родственных 
(гомеологичных) хромосом, каждая из которых 
включала по три пары хромосом из A-, B- и D-
геномов (рис. 10).

Впоследствии было установлено, что хро-
мосомы других видов злаков также родственны 
хромосомам мягкой пшеницы и, соответственно, 

могут быть отнесены к одной из семи гомеоло-
гических групп. Для определения генетического 
родства хромосом существует несколько тестов. 
Первый – компенсационный – тест основан на 
способности гомеологичных хромосом заме-
щать друг друга в кариотипе гибридов. Другой 
подход учитывает их способность к индуциро-
ванной конъюгации в мейозе гибрида. Оба этих 
метода, однако, можно использовать лишь для 
хорошо скрещивающихся видов. 

Для определения гомеологии можно исполь-
зовать молекулярно-цитогенетические маркеры 
с консервативным положением на хромосомах. 
К ним, в частности, относятся локусы 5S и 45S 
рРНК генов, локализованные у злаков на хро-
мосомах 1-й, 5-й и 6-й гомеологических групп в 
определенных позициях относительно друг дру-
га. Консерватизм распределения локусов РНК 
генов показан и для других групп растений. 

Наиболее надежным и точным способом 
определения генетического родства хромо-
сом разных видов и родов растений является 
сравнительное генетическое картирование. С 
его помощью определяют взаимосвязи между 
хромосомами или их отдельными участками 
даже столь отдаленных видов и родов рас-
тений, как рис и пшеница, кукуруза и овес 
и т. д. (рис. 11). 

Генетическая номенклатура хромосом более 
объективна и обладает рядом преимуществ по 
сравнению с цитологической классификацией, 
однако она доступна лишь для ограниченного 

Рис. 10. Генетическая классификация 
хромосом мягкой пшеницы.
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числа видов, поскольку требует детального 
знания генетики объекта и наличия достаточно 
насыщенных генетических карт хромосом. 

Классификации хромосом видов сельскохо-
зяйственных растений, составленные в соот-
ветствии с принципами цитологической и ге-
нетической номенклатуры, могут не совпадать. 
Так, например, самая мелкая хромосома ячменя 
по цитологической номенклатуре обозначается 
5Н (две хромосомы ячменя несут спутники и 
им присваиваются два последних номера – 6Н 
и 7Н). В то же время по данным генетического 
картирования, она соответствует 1-й гомеоло-
гической группе пшеницы и по генетической 
номенклатуре обозначается 1Н.

Таким образом, растения характеризуются 
значительной изменчивостью размера генома, 
числа и морфологии хромосом. Числа хромо-
сом варьируют в широчайших пределах – от 
4 до 1000 и более, однако большинство видов 

содержат от 12 до 60 хромосом на диплоидный 
геном. Показана прямая взаимосвязь между раз-
мером генома растения и длиной его хромосом, 
при этом размер хромосом не зависит от сис-
тематического положения вида. Для растений 
характерна также значительная изменчивость 
морфологии хромосом – положения центроме-
ры, наличия, числа и локализации вторичной 
перетяжки. Отдельную группу составляют рас-
тения с голоцентрическими хромосомами, ха-
рактеризующимися диффузной центромерой. 

Накопленная информация свидетельствует 
о широком разнообразии кариотипов растений, 
которые отличаются по числу, размеру, морфо-
логии составляющих его хромосом. Кариотип 
служит важным таксономическим признаком 
вида. В связи с широкой кариотипической 
изменчивостью растений классификацию хро-
мосом при составлении кариотипов необходимо 
проводить в соответствии с едиными принци-

Рис. 11. Сравнительная консенсусная карта злаков. Данные для сравнения взяты из работ разных авторов 
по картированию геномов риса, кукурузы, овса, сорго, сахарного тростника, проса и пшеницы. 

Стрелками указаны инсерции и транспозиции в хромосомах современных видов. Пунктирными стрелками отмечены 
районы с недостаточным числом данных для сравнения (Gale, Devos, 1998. Р. 1971–1974).
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пами. Для этого существуют два подхода: цито-
логической и генетический. Наиболее широко 
применяются принципы цитологической клас-
сификации, при которой хромосомы в карио-
типе ранжируются по размеру. В случае если 
исследования проводят на видах с известной 
гомеологией хромосом, следуют принципам 
генетической номенклатуры, в соответствии 
с которой хромосомы классифицируют по их 
генетическому родству. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ХРОМОСОМ РАСТЕНИЙ

Современный хромосомный анализ – это 
совокупность методов и подходов, позволя-
ющих наиболее полно охарактеризовать геном 
растений, выявить индивидуальные особен-
ности каждой хромосомы для ее безошибочной 
идентификации, а также изучать функцио-
нальную активность хромосом и их отдельных 
участков на разных стадиях клеточного цикла. 
Высокая изменчивость растений по числу, 
размеру и организации хромосом, составу и 
распределению семейств повторяющихся ДНК 
обусловливает то, что методы, разработанные 
для анализа одних видов, могут оказаться мало-
информативными или даже непригодными для 
изучения других видов. Например, С-бэндинг, 
выявляющий на хромосомах пшеницы более 
100 блоков в разных позициях, мало подходит 
для исследования растений с мелким размером 
генома, поскольку они содержат С-бэнды только 
в прицентромерных районах хромосом и их 
сложно отличить друг от друга на основании 
этого маркера (рис. 12). С другой стороны, круп-
ные хромосомы разных видов растений также 
отличаются по способности окрашиваться раз-
ными красителями из-за различий по составу 
фракций высокоповторяющейся ДНК. В связи 
с этим для каждой таксономической группы 
растений необходимо подбирать комплекс ме-
тодов хромосомного анализа, наиболее полно 
выявляющих индивидуальность их геномов. В 
соответствии с выполняемой задачей, а также 
особенностями используемых методик хромо-
сомный анализ подразделяется на: 

− дифференциальное окрашивание хромо-
сом;  

− гибридизацию in situ;

− иммунофлюоресценцию;
− проточную флюориметрию;
− микродиссекцию.
Методы дифференциального окрашива-

ния можно разделить на две подгруппы. Первая 
из них направлена на выявление линейной не-
однородности хромосом, вторая – на изучение 
их функциональной активности. Первая из них 
включает разные варианты флюоресцентного 
окрашивания, С-, G- и N-бэндинг (рис. 13, а, с), 
вторая – серебрение, «арлекинное окрашива-
ние» и репликативный бэндинг. 

Впервые неравномерное окрашивание 
хромосом по длине при использовании флюо-
ресцентного красителя акрихина и его про-
изводных было получено шведским ученым 
Т. Касперссоном в 1968 г., а затем и другими 
исследователями из разных стран мира. Диф-
ференциальная флюоресценция выражалась как 
в появлении ярко флюоресцирующих бэндов в 
определенных участках хромосом, так и наобо-
рот – более тусклой флюоресценции некоторых 
хромосомных сегментов (рис. 13, а). 

Уже в первых работах было отмечено, что 
положение ярко флюоресцирующих участков 
совпадает с локализацией так называемого 
«холодового гетерохроматина» – недоконден-
сированных участков хромосом, появляющихся 

Рис. 12. С-окрашенная метафазная пластинка льна 
Linum usitatissimum (микрофотография любезно 
предоставлена О.В. Муравенко, ИМБ РАН). 
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Рис. 13. Разные способы дифференциального окрашивания хромосом растений. 

а – флюоресцентный бэндинг: окрашивание хромосомы М Vicia faba с помощью этидия бромида (1) и акрифлавина (2) 
и метафазная пластинка Tulbaghia pulchella, окрашенная акрихин-ипритом (3) (Vosa, 1970. Р. 366–372); б – «арлекинное 
окрашивание» хромосом ржи Secale cereale (фотография любезно предоставлена Dr. B. Friebe, WGGR, KSU, USA); 
в – С-окрашивание хромосом пшеницы Triticum araraticum; г – Ag-NOR окрашивание хромосом пшенично-ячменного 
амфидиплоида (Santos et al., 1984. Р. 425–429); д – G-окрашивание на хромосомах лилии (Chen et al., 1994. Р. 79–87); 
е – рисунок поздней репликации на хромосомах ржи, выявленный с помощью иммуноцитохимического окрашивания 
антителами к бромдезоксиуридину (Kakeda, Yamagata, 1992. Р. 67–70).

после холодовой предобработки материала. 
Впоследствии было установлено, что именно 
в этих участках располагаются сателлитные 
ДНК. Дифференциальная флюоресценция 
сателлитных ДНК обусловлена тем, что их 
семейства имеют относительно однородный 
состав со сдвигом соотношения АТ или ГЦ 
пар оснований относительно основного пула 
ядерной ДНК данного вида. Если в семействе 
сатДНК, формирующем данный гетерохромати-
новый район, имеется избыток АТ-оснований, 
то соответствующий бэнд ярко окрашивается 
АТ-специфичными флюоресцентными красите-
лями (акридиновый оранжевый, DAPI, Hoechst 
33258) – рис. 13, а2. ГХ блоки, образованные 
ГЦ-богатыми сатДНК (например, блоки при-
ядрышкового гетерохроматина), выявляют с 
помощью хромомицина А3 (СМА3) или 7-aми-
нoaктинoмицина D (AAD); при этом эти блоки 
тускло флюоресцируют при окрашивании 
DAPI (рис. 13, а3). Наиболее четкие рисунки 

флюоресценции получают при использовании 
комбинации красителей, специфичных для АТ- 
и ГЦ-оснований, обычно DAPI + CMA3.

В хромосомном анализе растений широко 
применяется метод С-дифференциального 
окрашивания, или С-бэндинг (рис. 13, в, 14). 
Впервые С-окрашивание было получено Pardue 
и Gall (1970) на хромосомах мыши, вскоре после 
этого – на хромосомах человека и растений. 
Большой вклад в разработку и совершенство-
вание этого метода внесли работы российских 
ученых: А.И. Щаповой, И.А. Тихоновича, 
А.Б. Иорданского и его группы. Наибольшее 
число исследований по С-бэндингу было вы-
полнено в 70–90 гг. ХХ в., а в настоящее время 
он используется в ряде лабораторий России, 
США, Японии и некоторых других стран.

Показано, что блоки, выявляемые методом 
С-бэндинга, располагаются в определенных 
позициях, индивидуальных для каждой хро-
мосомы (рис. 14). Рисунки окрашивания гено-
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Рис. 14. Дифференциально окрашенный кариотип 
мягкой пшеницы сорта Чайниз Спринг (Gill et al., 
1991. Р. 830–839).

моспецифичны и видоспецифичны. Несмотря 
на то что существует несколько модификаций 
С-бэндинга, отличающихся друг от друга поряд-
ком и продолжительностью отдельных этапов, 
а также составом красителя Гимза, на хромосо-
мах конкретного вида или сорта растений они 
выявляют идентичные рисунки расположения 
С-бэндов (рис. 14). С-бэндинг используют для 
изучения многих растений, но наиболее широ-
кое применение он нашел у злаков и лилейных, 
имеющих крупные хромосомы с большим чис-
лом ГХ блоков. 

Метод N-бэндинга исходно был создан 
для выявления ядрышкообразующих районов 
(NOR) хромосом растений и животных, однако 
позже было обнаружено, что он специфически 
окрашивает также районы конститутивного 
гетерохроматина. Методом гибридизации in situ 
было установлено, что положение N-бэндов на 
хромосомах совпадает с локализацией микро-
сателлитной последовательности (GAA)n. Бла-

годаря простоте и надежности метода, который 
позволил проводить масштабные эксперименты 
в сравнительно короткие промежутки времени, 
невысокой стоимости реактивов, совместимо-
сти обработок с процедурой гибридизации in 
situ и высокому разрешению N-бэндинг широко 
использовался в 70–80 гг. ХХ в. в различных 
областях цитогенетики растений. В частности, 
с его помощью японским генетиком T.R. Endo 
были созданы делеционные линии пшеницы, на 
которых базируются все современные исследо-
вания по физическому картированию хромосом 
этого вида.

Метод N-окрашивания пригоден для изуче-
ния лишь некоторых видов растений, так как 
выявляет не все типы гетерохроматина. Помимо 
этого, хорошие результаты получали только с 
помощью красителя Гимза-Banco, который в 
настоящее время снят с производства. В связи с 
этим число исследований с применением этого 
метода в последние годы резко сократилось.

Несмотря на то что G-окрашивание является 
основным методом анализа хромосом человека 
и животных, в исследованиях хромосом расте-
ний он практически не используется. Некото-
рые ученые считают, что получить G-бэндинг 
на растениях в принципе невозможно из-за су-
щественных различий в организации хромосом 
растений и животных. Другие исследователи 
приводили результаты G-подобного окраши-
вания хромосом растений (рис. 13, д), получен-
ного c помощью разного типа предобработок. 
Вторая группа методов дифференциального 
окрашивания направлена на изучение функцио-
нальной активности хромосом. В нее входят 
методы серебрения, или Ag-NOR окрашивания, 
«арлекинное окрашивание» и репликативный 
бэндинг. Ag-NOR-окрашивание, или сереб-
рение, – это метод селективного окрашивания 
районов ядрышковых организаторов хромо-
сом, активных в предшествующей митозу 
интерфазе (рис. 13, г). Метод был разработан 
в середине 70-х гг. ХХ в. для изучения хромо-
сом млекопитающих, несколько позже он был 
модифицирован применительно к хромосомам 
растений. Показано, что серебро окрашивает 
не кластеры 45S рРНК генов, расположенные 
в ядрышкообразующих районах хромосом, но 
ассоциированные с ними аргентофильные белки 
транскрипционного аппарата: в основном UBF-
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фактор связывания и РНК-полимеразу I (RPI), 
а также селективный фактор промотора (SL1) 
и ДНК-топоизомеразу I (TopoI). 

«Арлекинное окрашивание» – это метод, 
предназначенный для выявления сестринских 
хроматидных обменов (СХО) на хромосомах. 
Он основан на встраивании аналога тимидина – 
бром-дезоксиуридина (BrDU) в хромосомную 
ДНК на протяжении одного из двух или двух 
последовательных клеточных циклов. ДНК 
сестринских хроматид дочерних хромосом, 
образовавшихся после второго деления клеток, 
будет содержать разное число цепей, включив-
ших BrDU, и в зависимости от этого они будут 
по-разному окрашиваться флюоресцентными 
красителями (Hoechst 33258) или красителем 
Гимза (рис. 13, б). Метод, разработанный в 
начале 70-х годов ХХ в. – для анализа хромо-
сом млекопитающих и получивший название 
«арлекинное окрашивание», является высоко-
чувствительным тестом на мутагенез, однако 
его применение сдерживает достаточно высокая 
трудоемкость и продолжительность, а также не-
обходимость работы с токсичными агентами.  

Возможность получения репликативного 
бэндинга на хромосомах растений долго оспа-
ривалась многими исследователями. В то же 
время с помощью иммуноцитохимических ме-
тодов была показана неравномерность реплика-
ции разных участков хромосом на протяжении 
S-фазы клеточного цикла. В частности, блоки 
теломерного гетерохроматина и перицентро-
мерные районы хромосом ржи реплицирова-
лись в конце S-фазы (рис. 13, е). 

Гибридизация in situ в настоящее время 
является наиболее распространенным и быстро 
развивающимся методом хромосомного анализа 
растений. Впервые как метод прямого картиро-
вания последовательностей ДНК на хромосомах 
ее провели в конце 1960-х–начале 1970-х гг. 
на животных (Pardue, Gall, 1970) и несколько 
позже – на растительных препаратах. В первых 
работах для гибридизации с цитологическими 
препаратами использовали РНК- или ДНК-
зонды, меченные радиоактивным тритием или 
125I, а гибридизационные сигналы выявляли с 
помощью радиоавтографии (рис. 15, а). 

В начале 1980-х гг. был разработан метод in 
situ гибридизации с ДНК-зондами, меченными 
биотином, а несколько позднее А. Райбурн и 

Б. Гилл модифицировали эту методику для 
хромосом растений (рис. 15, б). Позднее была 
разработана система, основанная на использо-
вании меченных дигоксигенином (диг-дУТФ) 
нуклеотидов, выявляемых с помощью системы 
антител. Дигоксигенин – стероидный гаптен, 
выделенный из наперстянки (Digitalis), в приро-
де распространен намного реже, чем биотин. В 
связи с этим использование диг-меченых зондов 
для гибридизации позволяет снизить уровень 
неспецифического связывания при детекции 
сигнала по сравнению с биотинилированными 
пробами. 

Важным усовершенствованием метода in situ 
гибридизации стала разработка способов флюо-
ресцентной детекции сигнала – Fluorescence in 
situ Hybridization (FISH). Преимуществом FISH 
перед другими методами явилась возможность 
локализации на одном препарате одновременно 
нескольких ДНК зондов (рис. 15, в–к). Исполь-
зование зондов, меченных непосредственно 
флюорохромами, упрощает исследования, по-
скольку не требует детекции сигнала. 

Дальнейшее развитие гибридизации in situ 
шло в разных направлениях, что привело к 
появлению множества модификаций метода. 
Бурный прогресс в этой области связан с со-
вершенствованием микроскопической техники 
и молекулярно-биологических технологий, 
появлением систем регистрации и обработки 
изображений, разработкой новых методов 
клонирования и приготовления хромосомных 
препаратов растений, а также с реализацией 
проектов по секвенированию геномов. 

В конце 1980-х–начале 1990-х гг. были опуб-
ликованы первые работы по использованию 
метода геномной in situ гибридизации – Genomic 
in situ Hybridization (GISH) – на хромосомах рас-
тений. При проведении GISH меченую геномную 
ДНК одного из родителей полиплоидного вида 
или гибрида используют как пробу, а фрагмен-
тированную геномную ДНК другого родителя 
или самого полиплоида добавляют в гибридиза-
ционную смесь для блокирования кросс-гибри-
дизации. В результате в кариотипе полиплоида 
проявляется четкая дифференцировка между 
хромосомами и участками хромосом, унаследо-
ванными от разных предков (рис. 15, е). 

Следует отметить, что для растений в литера-
туре опубликована лишь одна работа, в которой 



1031Структура генома и хромосомный анализ растений

Рис. 15. Классификация методов in situ гибридизации. 

а – гибридизация in situ меченной тритием кРНК, синтезированной с семейства повторов 480 bp на хромосомах ржи, 
выявленная с помощью радиоавтографии (время экспозиции 14 дней). Стрелками отмечены две NOR-хромосомы, гете-
розиготные по размеру спутника (Jones, Flavell, 1982. Р. 595–612); б – гибридизация меченной биотином последователь-
ности pSc119 на хромосомах мягкой пшеницы сорта Sanstar (детекция с помощью пероксидазы хрена и окрашивания 
красителем Гимза); в – флюоресцентная гибридизация in situ pSc119.2 (красный) и Spelt-1 (зеленый) последовательно-
стей на хромосомах Triticum timopheevii (фото С.А. Зощука, ИМБ РАН, Москва); г – цитогенетическое картирование 
тандемно организованного повтора MaTR1 на хромосомах банана методом C-PRINS (Hřibová et al., 2007. Р. 268–274); 
д – FISH с семействами тандемно повторяющихся ДНК pSc119.2 (зеленый) и Spelt52 (красный) на хромосомах Aegilops 
longissima (фото С.А. Зощука, ИМБ РАН, Москва); е – геномная гибридизация in situ (GISH) на хромосомах мягкой 
пшеницы с использованием геномной ДНК T. monococcum (красный) и Ae. tauschii (зеленый) в качестве зондов (фото 
А.В. Амосовой, ИМБ РАН, Москва); ж – метафазная пластинка Nicotiana tabacum, меченная TTAGGG-PNA зондом 
(Weiss, Scherthan, 2002. Р. 155–164); з – картирование генов высокомолекулярных глютенинов на хромосомах мягкой 
пшеницы методом гибридизации in situ (Cabrera et al., 2002. Р. 49–54); и – «хромосомный пэйнтинг» хромосомы 1 
Arabidopsis thaliana на стадии профазы митоза с помощью 183 хромосомоспецифичных ВАС клонов (ВАС клоны 
короткого плеча метили биотином и выявляли красным цветом, ВАС клоны длинного плеча метили дигоксигенином 
и выявляли зеленым цветом (Lysak et al., 2003. Р. 195–204)); к – многоцветный FISH с зондами интегразы (красный) и 
HB17 (зеленый) на вытянутых ДНК фибриллах Aegilops squarrosa  (Fukui et al., 2001. Р. 189–196). 

удалось получить специфическую гибриди-
зацию каждой из индивидуальных хромосом 
на препаратах хромосом арабидопсиса. Этот 
метод, получивший название «хромосомного 
пэйнтинга» и основанный на использовании 

хромосомоспецифичных ДНК-зондов, широко 
используется в молекулярной цитогенетике 
человека и животных для исследования изме-
нений хромосом в процессе эволюции, иденти-
фикации хромосомных перестроек и решения 
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многих других задач. Считается, что приме-
нение этого метода на растениях невозможно 
из-за избыточного содержания повторяющихся 
последовательностей и высокого уровня гомо-
генизации повторов между хромосомами. 

Важным усовершенствованием метода гиб-
ридизации in situ стала разработка в середине 
1990-х гг. системы тирамидной амплификации 
сигнала – Tyramide Signal Amplifi cation (TSA). 
Она позволила решить одну из сложнейших 
проблем FISH на хромосомах растений – кар-
тирование индивидуальных генов. Суть TSA 
состоит в использовании тирамид, меченных 
флюорохромами (или биотином), как субстрата 
пероксидазы для переноса множества копий мо-
лекул флюорохрома (биотина) непосредственно 
к сайту связывания пероксидазы. Это позволяет 
усилить сигнал в 10–100 раз без существенного 
повышения фона. Сигналы можно выявлять с 
помощью флюоресцентного микроскопа или 
сразу, или после дополнительной инкубации с 
флюоресцентно меченым стрептавидином. С 
помощью этого метода стало возможным кар-
тировать на хромосомах растений ДНК-зонды 
размером не более 1–3 т.п.н., что примерно 
соответствует размеру гена. Решать подобные 
задачи можно также с помощью PRINS-по-
лимеразной цепной реакции на препаратах с 
использованием праймеров, фланкирующих 
«целевой» ген (рис. 15, г).

Принципиально новым подходом к созданию 
зондов для FISH стала разработка пептидо-нук-
леиновых кислот (Peptide Nucleic Acid = PNA) – 
синтетических аналогов ДНК, в которых сахаро-
фосфатный остов молекулы ДНК заменен поли-
амидным. Они не несут электрического заряда 
и в связи с этим обладают более высокой чувст-
вительностью и специфичностью в сравнении 
с обычными ДНК зондами. Особенности хими-
ческой структуры PNA позволяют использовать 
более короткие зонды при гибридизации, в связи 
с чем их применяют в основном для изучения и 
количественной оценки теломерных (рис. 15, ж) 
и центромерных последовательностей.

Одним из важных технических достижений 
в области флюоресцентной гибридизации in situ 
стала разработка в 1996 г. технологии получения 
препаратов фибрилл хроматина путем лизиса 
интерфазного ядра с сохранением интактных 
молекул ДНК, которые с помощью достаточно 

сложных манипуляций растягиваются по длине 
предметного стекла. Fiber-FISH используется 
для точной физической локализации генов и 
разных семейств повторяющихся последова-
тельностей (рис. 15, к), колокализации зондов 
относительно друг друга, картирования транс-
генов и решения многих других задач.  

Современная гибридизация in situ представ-
ляет собой комплекс методов, отличающихся как 
по способу детекции сигналов, так и характеру 
используемых зондов и способу приготовления 
хромосомных препаратов (рис. 15), и направ-
лена на решение самых разнообразных задач: 
идентификацию хромосом, картирование генов 
и других типов последовательностей, в филоге-
нетических и многих других исследованиях. 

Иммунофлюоресценция – метод хромо-
сомного анализа, сходный с флюоресцентной 
гибридизацией in situ, но отличающийся от нее 
отсутствием этапа ДНК-ДНК или ДНК-РНК 
гибридизации на хромосомах. Иммунофлюо-
ресценция предназначена для выявления на 
цитологических препаратах специфических 
белков, производных азотистых оснований или 
других биологических молекул с использовани-
ем флюоресцентно меченых антител (рис. 16). 
Различают прямую и непрямую иммунофлюо-

Рис. 16. Иммунофлюоресцентное окрашивание 
хромосом ячменя Hordeum bulbosum антителами к 
центромерно-специфичному гистону злаков CENH3 
(фото любезно предоставлено Dr. Andreas Houben, 
IPK, Германия).
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ресценцию; в соответствии с первым методом 
детекцию молекул-мишеней производят с помо-
щью первичных антител, конъюгированных с 
флюорохромами, во втором используют систему 
двойной детекции с первичными и вторичными 
антителами. 

Проточная флюориметрия – это метод 
получения фракций индивидуальных хромосом 
посредством их сортировки по размеру (интен-
сивности, спектру флюоресценции или другим 
характеристикам) при пропускании суспензии 
через узкий пучок света (обычно излучаемый 
лазером) с определенной длиной волны. Хро-
мосома, проходящая через луч света, рассеивает 
световые частицы, при этом спектр испускания 
окрашивающих ее молекул флюоресцентных 
красителей имеет большую длину волны, чем 
у источника света. Комбинация световых волн 
улавливается детекторами, которые анализиру-
ют флюктуации яркости на нескольких детек-
торах (каждый из которых настроен на опреде-
ленный пик излучения) и выдает информацию 
о физической и химической структуре частиц, 
достаточную для их разделения (рис. 17). Для 
проведения проточной флюориметрии необхо-
димо, чтобы хромосомы (или другие частицы) 
можно было разделить по их физическим или 
химическим параметрам. Для работы с расте-
ниями необходимо проводить синхронизацию 
клеточных делений для получения достаточно 
высокого митотического индекса, а также ис-
пользовать эффективные процедуры лизиса 
растительных тканей для получения суспензии 
изолированных хромосом.

Проточные флюориметры были разработаны 
в середине 1960-х гг. и с конца 1970-х годов они 
начали активно использоваться в молекулярной 
цитогенетике человека и млекопитающих для 
получения фракций индивидуальных хромосом 
с целью создания хромосомоспецифичных ДНК-
библиотек, получения проб для SKY-FISH и мно-
гих других задач. Первые работы по проточной 
флюориметрии хромосом растений появились 
лишь в середине 1980-х–начале 1990-х гг. 

Важной проблемой при работе с боль-
шинством видов растений является сходство 
морфологических параметров хромосом. В 
этом случае не удается изолировать «чистые» 
фракции отдельных хромосом, но получают 
группы из нескольких сходных по размеру 

Рис. 17. Схема проточного флюориметра, разделя-
ющего суспензию хромосом на две фракции.

хромосом (рис. 18). Для хромосомного сортинга 
таких культур используют делеционные или 
транслокационные линии, в которых «целевая» 
хромосома отличается от остального набора по 
размеру (Doležel et al., 2009). В настоящее время 
проточная флюориметрия является одним из 
наиболее востребованных методов в геномике 
растений, поскольку на ее основе создаются 
хромосомоспецифичные ВАС-библиотеки, не-
обходимые для успешного выполнения проектов 
по секвенированию геномов.

Микродиссекция как способ получения 
изолированных хромосом или их участков 
методом прямого «вырезания» из препаратов 
под микроскопом была разработана в начале 
1980-х гг. для выделения и клонирования участ-
ка политенной хромосомы дрозофилы. Первые 
публикации по применению микродиссекции у 
растений вышли в начале 1990-х гг., и с тех пор 
этот метод применяют во многих лабораториях 
мира. Существуют два основных способа мик-
родиссекции: лазерная, при которой на препа-
ратах с помощью лазерного луча выжигают все 
хромосомы, кроме целевой (рис. 19), и прямое 
вырезание хромосом (участков хромосом) с 
помощью стеклянной микроиглы, присоеди-
ненной к микроманипулятору, с использованием 
инвертированного микроскопа (рис. 20). 

Хромосомы или их фрагменты, получен-
ные с помощью микродиссекции, собирают в 
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Рис. 18. «Цитофотометрический» кариотип T. aestivum cv. Chinese Spring (a) и изображения хромосом, 
выделенных из отдельных пиков. 

Сортированные хромосомы идентифицировали по рисункам мечения методом C-PRINS с использованием праймеров 
к микросателлиту GAA (б, г, е–з) или Afa повтору (в, д). Хромосомы окрашены йодистым пропидием. (a) «Цитофо-
тометрический» кариотип, полученный на окрашенных DAPI хромосомах, содержит три основных сложных пика 
(I, II и III), представляющих разное число типов хромосом, и хорошо выраженный пик IV, соответствующий хромосоме 3B. 
(б, в – хромосомы из пика I; (г, д) – хромосомы из пика II; (е, ж) – хромосомы из пика III; (з) – хромосома 3B из пика 
IV (Vrana et al., 2000. Р. 2033–2041).

Рис. 19. Лазерная микродиссекция – 
выжигание ненужных участков 
препаратов с помощью лазерного 
луча. На препарате остаются только 
предназначенные для работы фраг-
менты хромосом (Fukui et al., 1992. 
Р. 787–791).
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микропробирки и используют для получения 
зондов для гибридизации in situ или молекуляр-
но-генетического анализа, создания клонотек 
и решения других задач. Несмотря на то что 
с помощью микродиссекции можно собрать 
существенно меньшее число копий хромосомы 
по сравнению с проточной флюориметрией, 
этот метод обладает рядом преимуществ. Во-
первых, он позволяет исследователю манипу-
лировать не только целыми хромосомами, но и 
их отдельными участками. Помимо этого, для 
проведения микродиссекции достаточно не-
большого количества материала: на настоящий 
момент разработаны технологии, позволяющие 
изучать единичные хромосомы, вырезанные из 
препаратов.

Как и в случае проточной флюориметрии, 
при проведении микродиссекции необходимо, 
чтобы «целевую» хромосому можно было узнать 
на хромосомном препарате. При работе с пре-
паратами человека и животных хромосомы 
окрашивают с помощью G-бэндинга, не по-
вреждающего хромосомную ДНК. Все методы 
дифференциального окрашивания хромосом 
растений включают обработки растворами кис-
лот и щелочей, разрушающих ДНК и делающих 
ее непригодной для амплификации. В связи с 
этим у растений микродиссекцию проводят или 
на хромосомах, значительно отличающихся от 
основного набора по морфологии (например, 

половых хромосомах Silene latifolia), в мейозе 
моносомных или чужеродно-замещенных/до-
полненных линий, в которых целевая хромо-
сома находится в унивалентном состоянии или 
на телоцентрических, транслокационных или 
делеционных линиях. 

ОСНОВНЫЕ ОБЛАСТИ 
ПРИМЕНЕНИЯ ХРОМОСОМНОГО 

АНАЛИЗА РАСТЕНИЙ

Идентификация хромосом 

Основной целью разработки методов диф-
ференциального окрашивания является точная 
идентификация всех хромосом в кариотипе ор-
ганизма, и эта задача остается актуальной вплоть 
до настоящего времени. У растений основными 
методами хромосомного анализа, позволяющи-
ми выявлять индивидуальность хромосом, явля-
ются различные варианты дифференциального 
окрашивания и гибридизация in situ. 

Метод флюоресцентного бэндинга применя-
ют для идентификации хромосом разных рас-
тений. Рисунки дифференциального окрашива-
ния, получаемые с помощью флюоресцентного 
и С-бэндинга, могут значительно отличаться, 
что, в частности, наблюдается у злаков. У дру-
гих видов, например лилейных и большинства 
мелкохромосомных растений, позиции DAPI 

Рис. 20. Вырезание с помощью стеклянной микроиглы, присоединенной к микроманипулятору, отдельных 
хромосом или их фрагментов, предназначенных для анализа (Jung et al., 1992. Р. 503–511).
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блоков совпадают с локализацией конститу-
тивного ГХ, выявляемого С-методом, в связи с 
чем эти два метода могут заменять друг друга. 
Дифференциальная флюоресценция часто 
появляется после проведения гибридизации in 
situ, при этом положение ярко или тускло флюо-
ресцирующих блоков служит вспомогательным 
маркером для идентификации хромосом.  

У злаков для идентификации хромосом обыч-
но используют метод С-бэндинга (рис. 21, в), 
который позволяет безошибочно узнавать все 
хромосомы пшеницы, ржи, ячменя, овса, а 
также диких сородичей этих культур. Наиболее 
подробно с помощью этого метода изучены 
хромосомы мягкой пшеницы; для нее разра-
ботана стандартная классификация хромосом 
(рис. 14) и принципы номенклатуры бэндов. 
С-бэндинг позволяет не только проводить пол-
ную идентификацию хромосом этого вида, но 

и выявлять различия между сортами. Помимо 
дифференциального окрашивания, для иден-
тификации хромосом злаков применяют метод 
гибридизации in situ с видоспецифичными или 
геном-специфичными ДНК-последовательно-
стями или пробами рРНК генов (рис. 21, а, б). 
В молекулярной цитогенетике пшеницы чаще 
всего используют В-геном-специфичный повтор 
pSc119.2 и D-геномный повтор pAs1; комбина-
ция этих зондов позволяет распознавать 19 из 
21 пары хромосом. У овса имеющийся набор 
FISH маркеров позволяет только разделять ге-
номы и узнавать хромосомы, несущие локусы 
рРНК генов, тогда как с помощью С-бэндинга 
можно полностью идентифицировать хромосо-
мы всех существующих видов. Для хромосом 
ячменя Kato (2011) создал набор из 5 ДНК-зон-
дов, позволяющих с высокой точностью про-
водить идентификацию хромосом этого вида; 

Рис. 21. Метафазная пластинка ячменя сорта Emir. 

a – комбинация проб: pHv-38 – красный, TAG – зеленый, pHv-961 – фиолетовый, pHv-365 – желтый и GAA – голубой; 
б – комбинация проб: pHv-38, pHv-365 и GAA (Kato 2011); в – С-окрашенная метафазная пластинка культурного ячменя 
(HOR 4719-1974). Хромосомы идентифицированы с соответствии с рисунками бэндинга и классифицированы по единой 
генетической номенклатуре хромосом злаков. Масштабная линейка – 10 μm.
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Рис. 22. Интеграция генетической и цитологической классификации хромосом огурца. 

A1 – распределение повторов типа I/II (зеленый) и типа III (красный) на хромосомах огурца; A2 – инвертированное DAPI 
окрашивание; A3 – локализация хромосомоспецифичных фосмидных клонов на плечах индивидуальных хромосом; 
Б – локализация фосмиды 4S (красная) и 4L (зеленая) вместе с повторами типа Type III (красная) и 45S рДНК (зеленая) 
на митотических хромосомах. Масштабная линейка = 2,5 μm (Ren et al., 2009. е5795).

полученные им зонды маркируют не только 
проксимальные районы хромосом, окрашива-
ющиеся С-методом, но и дистальные участки, 
не содержащие С-бэндов.

Для идентификации хромосом мелкохромо-
сомных видов растений, характеризующихся 
четкими С-блоками только в прицентромерных 
районах хромосом, используют гибридизацию 
in situ с ДНК зондами на основе сателлитных 
ДНК, маркирующими каждую хромосому или 
хромосомное плечо (рис. 22). В настоящее 
время несколько лабораторий, в основном из 
США и Китая, работают над созданием наборов 
хромосомоспецифичных ДНК-зондов для видов 
хозяйственно полезных растений с мелким раз-
мером хромосом, таких как хлопчатник, огурец, 
тыква и другие. 

FISH с использованием зондов рРНК генов и 
клонированных семейств сателлитных повторов 
является также наиболее эффективным методом 
идентификации хромосом хвойных растений.

 
Создание и поддержание коллекций 

генетических линий

Хромосомный анализ является необходимым 
инструментом для создания и поддержания кол-
лекций генетических линий. Он необходим как 
для идентификации хромосом при получении та-
ких линий, так и для контроля за наследованием 
структурно измененных хромосом. Это связано 

с тем, что в мейозе у анеуплоидов нередко про-
ходит смена унивалентов, что приводит к замене 
одной моносомной или телоцентрической хро-
мосомы на другую. Помимо этого, анеуплоидия 
может индуцировать вторичные хромосомные 
перестройки, которые необходимо учитывать 
при работе с генетическими линиями. 

Методы N- и С-окрашивания использовали 
при создании серии делеционных линий мягкой 
пшеницы, а затем и делеционных линий хромо-
сом других злаков (рожь, ячмень). Поскольку 
рожь и ячмень являются диплоидами, анеу-
плоидия или делеции хромосом в гомозиготном 
состоянии для них летальны. В связи с этим для 
получения делеционных линий по хромосомам 
H- и R-геномов использовали наборы создан-
ных ранее дополненных пшенично-ячменных 
или пшенично-ржаных линий. 

Анализ отдаленных гибридов

Одной из наиболее востребованных областей 
применения хромосомного анализа растений яв-
ляется анализ отдаленных гибридов. Отдаленная 
гибридизация используется в селекции многих 
сельскохозяйственных культур для введения 
ценных признаков от диких сородичей в геном 
культурного растения. Показано, что многие 
зарубежные и российские сорта мягкой пше-
ницы содержат замещения или транслокации с 
хромосомами ржи, пырея и других видов. Быст-



1038 Е.Д. Бадаева, Е.А. Салина

Рис. 23. Рисунки С-окрашивания нормальных и делетированных хромосом 1-й гомеологической группы 
пшеницы Chinese Spring. 

Стрелками обозначено положение центромерных районов. За нормальной хромосомой (слева) следуют делетированные 
хромосомы по короткому и затем длинному плечам (Endo, Gill, 1996. Р. 295–307).

рым и точным методом детекции чужеродного 
генетического материала у таких форм является 
С-дифференциальное окрашивание (рис. 24). В 
то же время этот подход недостаточно эффекти-
вен для выявления интрогрессии в участки хро-
мосом, лишенные гетерохроматических блоков. 
В таком случае точное представление о числе 
и размерах интрогрессированных фрагментов 
генома донора в геном вида-реципиента можно 
получить с помощью геномной гибридизации 
in situ (рис. 25, а), избирательно окрашивающей 
участки чужеродной ДНК.

Идентификацию интрогрессированных хро-
мосом или хромосомных фрагментов можно 
также проводить методом гибридизации in situ с 
геном-специфичными ДНК-зондами (рис. 25, б). 
В случае, когда в замещение или транслока-
цию вовлечена хромосома D-генома пшеницы, 
предпочтительнее использовать гибридизацию 
in situ с несколькими D-геном-специфичными 
ДНК-зондами, поскольку число получаемых 
с их помощью маркеров намного превышает 
число ГХ блоков, выявляемых С-бэндингом. 

Рис. 24. Кариотип мягкой пшеницы сорта 
Тулайковская-10. 

1–7 – гомеологичные группы; A, B, D – геномы. 
6Ai – хромосома пырея.

В отличие от других методов исследования, 
в том числе основанных на использовании 
молекулярных маркеров, только хромосомный 
анализ способен достаточно быстро предо-
ставить полную информацию о генетической 
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Рис. 25. Гибридизация in situ на хромосомах 
мягкой пшеницы сорта Тулайковская-10. 

а – GISH с геномной ДНК Agropyrum glaucum 
(зеленый) и D-геном-специфичным повтором 
pAs1 (красный) (фото к.б.н. И.Г. Адониной, ИЦиГ 
СО РАН, Новосибирск); б – FISH с pSc119.2 
(красный) и pAs1 (зеленый) зондами (фото к.б.н. 
А.А. Шишкиной, ИОГен РАН, Москва).

структуре гибридной формы. На основе этих 
данных можно целенаправленно подбирать 
другие типы маркеров для точной оценки раз-
меров и локализации интрогрессированных 
фрагментов.

Выявление и анализ хромосомных 
перестроек

Хромосомные перестройки являются одним 
из механизмов эволюции и внутривидовой 
дивергенции растений. Они встречаются при-
мерно у 20 % образцов полиплоидных пшениц 
(Badaeva et al., 2007), в некоторых странах до 
40 % сортов могут содержать определенные 
типы транслокаций (например, Т5В:7В у фран-
цузских сортов мягкой пшеницы). Возможно, 
что некоторые хромосомные перестройки 
имеют адаптивное значение и благодаря этому 
широко распространяются среди растений в 
отдельных географических популяциях. В то 

же время гетерозиготность по транслокациям 
может приводить к нарушениям мейоза и 
стерильности. В настоящее время хромосом-
ный анализ является единственным надеж-
ным способом выявления и идентификации 
хромосомных аберраций у растений. Для их 
детекции используют анализ мейотической 
конъюгации хромосом в гибридах, а также 
анализ митотических хромосом методами диф-
ференциального окрашивания и гибридизации 
in situ с геном-специфичными ДНК зондами 
или зондами, специфическими для отдельных 
хромосомных плеч. 

Наиболее сложными для идентификации 
являются транслокации, затрагивающие эухро-
матические районы двух хромосом. Для их 
выявления необходимо привлекать дополни-
тельные методы, в частности GISH (если транс-
локация затронула хромосомы разных геномов) 
или FISH с ДНК-зондами, маркирующими оба 
плеча каждой хромосомы. 
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Филогенетические исследования

Хромосомный анализ применяют при оценке 
филогенетического родства видов и родов рас-
тений, исследования процессов внутривидовой 
дивергенции, определения происхождения по-
липлоидных форм и установления гомеологии 
хромосом. Для решения каждой конкретной 
задачи необходимо выбирать наиболее под-
ходящие методы исследования. Так, анализ 
внутривидового разнообразия целесообразно 
проводить с помощью наиболее полиморфных 
маркеров, например, рисунков С-окрашивания 
(рис. 26). Исследования, проведенные на пше-
нице, овсах, ржи, ячмене, лилейных, показали 
перспективность этого подхода для изучения 
процессов внутривидовой дивергенции и оцен-
ки генетического сходства популяций, определе-
ния возможных центров происхождения и одо-
машнивания культурных растений, выявления 
возможных путей их распространения. Рисунки 
С-бэндинга каждого вида растений индиви-

дуальны, при этом особенности распределения 
ГХ блоков на хромосомах родительских форм 
сохраняются и у их полиплоидных потомков. В 
связи с этим С-окрашивание, наряду с другими 
методами, используют для поиска родительских 
форм полиплоидных видов растений. 

В то же время, метод С-окрашивания ока-
зался малоинформативным для определения 
генетического родства (гомеологии) хромосом 
родственных видов. У видов Triticeae ценными 
маркерами, позволяющими установить при-
надлежность некоторых хромосом к одной из 
трех гомеологических групп (1-я, 5-я и 6-я), 
являются локусы 5S и 18S-5.8S-45S рРНК ге-
нов. Это обусловлено тем, что относительное 
расположение рДНК локусов на хромосомах 
злаков является высококонсервативным призна-
ком геномов или групп геномов, позволяющим 
проводить их идентификацию. Эти маркеры 
активно используются и для оценки филогене-
тических взаимосвязей других групп растений, 
как однодольных, так и двудольных. 

Рис. 26. Оценка внутривидового разнообразия пшеницы T. aethiopicum c помощью С-бэндинга. 

1–7 – гомеологические группы. Стрелками отмечены транслоцированные хромосомы.
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Физическое картирование хромосом

Определение хромосомной локализации 
генных или других ДНК-последовательностей 
проводят с помощью метода гибридизации in 
situ. Картирование высокоповторяющихся ДНК 
не представляет сложности; такие зонды широ-
ко применяют для идентификации хромосом 
самых разных растений. В то же время, карти-
рование индивидуальных генов представляет 
значительные трудности из-за избыточного 
содержания повторов и особенностей органи-
зации хромосом. Несмотря на то что первые 
успешные результаты по локализации генов на 
хромосомах были опубликованы еще в 90-х гг. 
ХХ в., значительного прогресса в этой области 
удалось достичь после разработки метода по-
лучения препаратов хромосомных фибрилл, 
создания системы тирамидной амплификации 
сигнала, а также совершенствования систем 
регистрации изображений (рис. 27). Благодаря 

этому на хромосомах растений стало возмож-
ным картировать последовательности ДНК 
длиной менее 3 т.п.н. 

Изучение структурной организации 
хромосом

Для анализа структурной организации хромо-
сом растений используют весь комплекс методов 
хромосомного анализа. Проточная флюори-
метрия и микродиссекция помогают в поиске 
новых ДНК-последовательностей и создании 
зондов для гибридизации, тогда как с помощью 
FISH эти зонды картируют на хромосомах. Диф-
ференциальное окрашивание выявляет блоки 
гетерохроматина, АТ- и ГЦ-богатые участки на 
хромосомах. С помощью иммуноцитохимии 
определяют локализацию специфических белков 
(кинетохорных, белков, связанных с рекомбина-
цией). Fiber FISH анализирует тонкую структуру 
отдельных районов хромосом – центромерных, 

Рис. 27. Флюоресцентная гибридизация in situ на хромосоме томата и на вытянутых ДНК фибриллах. 

Рисунки (а) и (б) даны при одном увеличении. а – хромосома на стадии метафазы митоза, окрашенная DAPI, длиной 
2,6 μm, с дистальным зеленым сигналом субтеломерного повтора TGR1. Стрелкой обозначена позиция центромеры; 
б – пахитенный бивалент хромосомы 6 томата длиной 39,3 μm, с теломерным и TGR-1 повторами. Гетерохроматин 
и эухроматин хорошо дифференцируются. Стрелкой обозначена позиция центромеры; в – примеры FISH с разными 
пробами, гибридизованными на вытянутых фибриллах хроматина; (с i) – теломерный повтор длиной 16 т.п.н. (красный) 
и субтеломерный повтор TGR1 длиной 408 т.п.н. (зеленый) на дистальном конце короткого плеча хромосомы 6 томата; 
(c ii) – повтор 5S рДНК (657 т.п.н.) в перицентромерном гетерохроматине короткого плеча хромосомы томата; (c iii) 
– три частично перекрывающиеся космиды в контиге Arabidopsis (de Jong et al., 1999. Р. 258–263).  
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субтеломерных (рис. 27); с ее помощью опреде-
ляют положение разных типов последователь-
ностей относительно друг друга.  

Исследования функциональной 
активности хромосом

В изучении функциональной активности 
хромосом основными методами исследования 
являются иммуноцитохимия, а также разные 
варианты дифференциального окрашивания – 
серебрение, «арлекинное окрашивание» и репли-
кативный бэндинг. Нередко эти методы использу-
ются одновременно или дополняют друг друга. С 
их помощью изучают такие сложные процессы, 
как ядрышковое доминирование (методы се-
ребрения и иммуноцитохимии), рекомбинация 
и репарация («арлекинное окрашивание» и им-
муноцитохимия), репликация (репликативный 
бэндинг и иммуноцитохимия), эпигенетический 
сайленсинг (иммуноцитохимия), митоз и мейоз. 
Очевидно, что в этой области исследований все 
возрастающую роль играют и будут играть им-
муноцитохимические методы с использованием 
антител к белкам, участвующим в разных клеточ-
ных процессах, или формам модифицированных 
гистонов, белкам клеточного аппарата и т. д. 
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