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ГЕНОМНАЯ «ДАКТИЛОСКОПИЯ» ХЛОПЧАТНИКА GOSSYPIUM: 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В КАЧЕСТВЕ ГИБРИДИЗАЦИОННОЙ 
ПРОБЫ ДНК ΦΑΓΑ М13 

Геномная «дактилоскопия» с использованием в качестве гибридизаиионной пробы ДНК 
фага M13 находит все более широкое применение в области исследования структуры ге-
нома растений.Сравнительный анализ гипервариабельных участков генома различных 
сортов и видов хлопчатника Gossypium показал, что эта технология позволяет выявить 
межсортовые и межвидовые различия. 

Введение. В настоящее время получил широкое распространение метод 
геномной «дактилоскопии» ДНК, позволяющий получать высокоспеци-
фичную для каждого индивидуума и генетически закрепленную карти-
ну гибридизации — своего рода «дактилоскопическиий отпечаток» его 
генома. Джеффрис с соавт. [1], используя клонированную последова-
тельность минисателлитной Д Н К человека, первыми продемонстриро-
вали способ множественного рестрикционного полиморфизма геномной 
Д Н К . Развитию технологии геномных отпечатков способствовало так-
же использование в качестве гибридизационной пробы Д Н К фага М13, 
который имеет в своем составе гипервариабельные повторы, образую-
щие два кластера с 15-нуклеотидным мотивом в районе гена белка III 
бактериофага. При этом было показано, что не только Д Н К человека 
и млекопитающих, но и Д Н К беспозвоночных, растений и микроорга-
низмов, включая патогены, содержит многочисленные участки, гомоло-
гичные этому минисателлиту. Такие последовательности обладают вы-
соким полиморфизмом, соматически стабильны и имеют менделевский 
характер наследования [2, 3]. Геномная «дактилоскопия» на основе 
Д Н К фага М13 получает все более широкое признание и применяется 
для решения фундаментальных и прикладных проблем в медицине, ге-
нетике и селекции сельскохозяйственных животных и растений, для 
идентификации бактерий. 

Впервые возможность выявления рестрикционного полиморфизма 
хлопчатника с помощью Д Н К фага М13 в качестве зонда была пока-
зана Рысковым с соавт. [3—5]. Из работ этих авторов следовало, что 
Д Н К фага М13 может служить эффективным молекулярно-генетиче-
ским маркером для геномной «дактилоскопии» Д Н К хлопчатника. 

В настоящей работе данный метод применен для нахождения ди-
апазона возможностей использования Д Н К фага М13 в качестве гиб-
ридизационной пробы при фингерпринтировании Д Н К хлопчатника, а 
именно: для обнаружения межвидовых и межсортовых различий. 

Материалы и методы. В работе использованы сорта Ташкент-1 и 
108-Ф G. hirsutum и А-833 G. herbaceum. Д Н К из проростков сорта 
Ташкент-1 выделена методом с применением бромистого цетилтриме-
тиламмония (BCTA) [6]. Один из препаратов Д Н К получен из мате-
риала после процедуры удаления пигмента: размолотую в жидком азо-
те ткань экстрагировали смесью этанола с эфиром (1 : 1) и затем аце-
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тоном. Д Н К из листьев сорта 108-Ф G. Hirsutumf а также из пророст-
ков сорта А-833 G. Herbaceum выделяли методом центрифугирования 
в градиенте плотности CsCl [7]. Д Н К человека из ядерной фракции 
жидких образцов крови любезно предоставлена М. Власовым (Ин-т 
молекуляр. генетики РАН, Москва) [8]. ДН1\ холерного вибриона по-
лучена стандартным фенольным методом [9]. Обработку рестриктаза-
ШІ, электрофорез в геле 0,9 %-й агарозы, перенос фрагментов Д Н К на 

Г и п е р в а р и а б е л ь н ы е участки, д е т е к т и р у е м ы е Д Н К ф а г а MlS: 1 — ф а г а λ; 2 — холерно-
го вибриона ; 3 — генома человека ; ^ —- 108-Ф G. hirsutum\ 5—А-833 G. Iierbaceimw 6, 
7 — Ташкент-1 

нитроцеллюлозные фильтры проводили согласно руководству [9]. Гиб-
ридизацию с высокомеченной Д Н К фага М13 осуществляли, используя 
метод, описанный в работе [10]. Условия гибридизации со специально 
клонированной минисателлитной пробой Джеффриса (33.6), получен-
ной на основе Д Н К человека (производство фирмы «IСI», Англия), 
были такими же, как условия гибридизации с Д Н К человека [ I j . 

Результаты и обсуждение. На рисунке приведены результаты блот-
гибридизационного анализа Д Н К , выделенных из вышеописанных объ-
ектов. Выявлены гибридизующиеся фрагменты у Д Н К хлопчатника 
(13—16 полос), что свидетельствует о наличии в этих фрагментах Д Н К 
участков гомологии с гибридизационной пробой. 

Сравнительный анализ гипервариабельных последовательностей 
двух видов хлопчатника показывает, что G. Hirsuium (Ташкент-1 
и 108-Ф) отличается от G. Herbaceum А-833 по количеству (3 и 2 
фрагмента) , расположению и интенсивности полос гибридизации (см. 
рисунок). 

Таким образом, данный метод позволяет выявить межвидовые раз-
личия у хлопчатника. При фингерпринтировании Д Н К сортов Таш-
кент-1 и 108-Ф одного вида G. Hirsutum картины гибридизации также 
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отличаются, несмотря на высокий процент совпадающих полос. Это 
дает основание для продолжения эксперимента по сравнению фпнгер-
принтов разных сортов хлопчатника с целью создания их генетическо-
го паспорта. 

Сравнение методов свидетельствует в пользу применения метода 
выделения Д Н К с помощью центрифугирования в градиенте CsCl. По-
лосы гибридизации более четкие, хотя метод с использованием ВСТА-а 
дает хорошее разрешение в области фрагментов небольшой молеку-
лярной массы (2 тыс. п. о.). 

Была проведена гибридизация вышеназванных проб Д Н К с мече-
ной пробой Джеффриса , представляющей собой гипервариабельную 
минисателлитную Д Н К человека, используемую также для выявления 
рестрикционного полиморфизма. В результате получены очень слабые 
сигналы гибридизации, указывающие на необходимость специально 
подбирать условия гибридизации Д Н К хлопчатника с этой пробой. 

Как следует из вышеприведенных данных, индивидуальный поли-
морфизм гипервариабельных участков Д Н К в сочетании с их сомати-
ческой стабильностью позволяет использовать Д Н К фага М13 в каче-
стве гибридизационной пробы обнаружения межвидовых и межсорто-
вых различий у хлопчатника. Полученные геномные фингерпринты об-
ладают ярко выраженными видо- и сортоспецифическими отличиями и 
могут служить критериями определения таксономической принадлеж-
ности, «генетической» паспортизации сортов и видов, а также для ус-
тановления их биологического и эволюционного родства. 

S u m m a r y . D N A f i n g e r p r i n t i n g u s i n g M13 p h a g e D N A asa probe is a new appro-
ach of a g r e a t v a l u e for gene t i c i n v e s t i g a t i n g g e n o m i c s t r u c t u r e of p l an t s . A c o m p a r a t i v e 
a n a l y s i s of h y p e r v a r i a b l e p o l y m o r p h i c p a t t e r n s of v a r i o u s species and va r i e t i e s of c o u o n 
Gossijpium showed th i s me thod a l l ows to e s t ab l i sh d i s t i n a t i o n s be tween species and va-
riet ies. 
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