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TOM T)T

Lai hu*nh quang t%i ch+ (FISH) la k, thu&t xac "#nh vi# tri DNA "ich (vi d- trén tiéu b.n k* gi/a nhi0m slc

th2 -NST). Bai t3ng quan nay t&p trung vao cac h14ng 5ng d-ng c6a FISH trong nghién c5u h$ gen, bao g7m vi$c
xac nhén va chénh s9a k:t qu. 11p rap h$ gen t; cong ngh$ gi.i trinh t< gen hi$n "%i (next-generation sequencing,
NGS) hay con "!=c bi:t ":n la cic cong ngh$ gi.i trinh t< th: h$ th5 hai. Cac ">u do *?c hi$u cho t;ng ving
DNA c6 th2 "1=c tho ra t; s.n ph@m PCR "?c hi$u ho?c tach dong t; vector khac nhau. FISH hi2n th# ving NST
mang ">u do, t; "6 cho phép ki2m tra tinh chinh xac c6a k:t qu. 11p rap h$ gen. Bai bado md t. nh/ng c.i ti:n cba
FISH bao g7m FISH "a mau cung v4i quy trinh r9a bA va lai m4i ">u do trén cung tiéu b.n. B.n "7 di truyBn t:
bao t; FISH va tich h=p v4i trinh t< NGS gitp cho vi$c 11p rap trinh t< toan bC NST c6a h$ gen trD nén hoan
ch8nh hEn, "7ng th"'i mD ra cac h14ng nghién c5u m4i vB cFu triic va tizn hoa h$ gen. G2 nghién c5u mHi quan h$
tizn hoa D cac loai chla "1=c gi.i ma, ng!""i ta c6 th2 s9 d-ng k, thu&t sEn mau NST so sanh. Bén clnh "6, FISH
v4i "o%n do cho mCt nhom trinh t< 1?p 1% nhFt "#nh ho?c cho cac cFu triic cE b.n c6a NST (DNA tdm "Cng, ">u
mut NST, DNA ma héa rRNA ...) c6 th2 dung "2 nghién c5u cFu triic h$ gen va nh/ng y:u tH bi$t hoa bC NST.
Bai bao clng th.o lu&n nh/ng gi4i h¥%n va tri2n vIng 5ng d-ng t!Eng lai c6a FISH.

Tir khéa: cong ngh$ gi.i trinh t< gen hi$n "%i, di truyBn t: bao hJc, h$ gen hJc, gi.i ma h$ gen, k, thuét lai

hu*nh quang t%i ch+

MK GLU

MCt bC gen "!=c gi.i ma hoan chénh, c6 chFt
11=ng cao sM la ngu7n thong tin tham kh.o rFt quan
trJng cho cac nghién c5u sau thém vB cE ch: sinh
hJc phan t9, "?c bi$t "Hi v4i cac loai khong ph.i la
sinh v&t mo hinh. Nh" vao céc thanh t<u c6a cong
ngh$ gi.i trinh t< gen hi$n "% (next-generation
sequencing, NGS) hay con "!=c bi:it ":in la cOng
ngh$ gi.i trinh t< th: h$ th5 hai ma tHe *C gi.i ma h$
gen ngay cang nhanh chéng v4i chi phi thFp va cé
th2 s9 d-ng trén rFt nhiBu "Hi t!=ng nghién c5u khac
nhau. Tuy nhién vi$c I1p rap mCt cach chinh xac cac
"o%n gi.i trinh t< "2 cho ra mCt h$ gen hoan chénh D
cac loai sinh v&t nhan chu@n c6 h$ gen 14n, ph5c thp
va nhiBu ving 1?p 1% hi$n vNn 1a thach th5c cho céc
nha h$ gen hJc. K, thuét lai hu*nh quang thi ch+

(fluorescence in situ hybridization, FISH) la mCt k,
thuét c6 th2 gép ph>n gi.i quy:t "!=c nh/ng kho
kh(n nay va giup xac "#nh mHi lién k:t gi/a céac
contig, scaffold clng nh! phat hi$n céc sai sot cba
k:t qu. 11p rap trinh t<. Ngoai ra, v4i s< h+ tr= cba
cac cong c- tin sinh hJc, FISH ¢6 th2 md t. "?c tinh
cba ph>n trinh t< 1?p 1% va qua "6 cung cFp b5c
tranh toan c.nh vB cach th5c t3 ch5c h$ gene. Trong
bai t3ng quan nay, nhom tac gi. sM sE 11=c mCt sH h$
thHng gi.i ma gen va "B c&p ":n nguyén 10, Sng
d-ng clng nh! vai tro cba k, thu&t FISH trong céac
nghién c5u gi.i ma h$ gen.

CAC CHIPN LQRC GISI MA HT GEN MUI
HOAN TOAN (de novo)

Vi$c gi.i trinh t< phin t9 DNA " I=c blt ">u vao
nh/ng n(m 1970 v4i ph!Eng phap hoéa hJc Maxam-
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Gillbert, sau "6 la ph!Eng phap enzyme c6a Sanger.
Cac thanh cong trong vi$c c.i ti:n ph!Eng phap gi.i
trinh t< clng nh! 5ng d-ng cac ch!Eng trinh may
tinh "& gitp vi$c gi.i trinh t< gen nhanh chéng va
ti:t ki$m hEn. Tuy nhién, "2 gi.i md toan bC h$ gen
cba 1 sinh v&t 1a v cung kho kh(n va mFt th"i gian.
D< 4n gi.i ma h$ gen ng!"i (3.2 Gbp, 23 ¢?p nhidm
slc th2) " I=c khDi "Cng t; n(m 1990 v4i kinh phi d<
kizn la 3 tV dollar "a "!=c cong bH vao 2003 (s4m
hEn 2 n(m so v4i d< kiin) tuy vNn con mCt vai
kho.ng trHng ch!a hoan thi$n v4i t3ng chi phi 1a 2,7
tV dollar (International Human Genome Sequencing
Consortium 2004). CuCc "ua gi.i trinh t< h$ gen
ng!"i trD nén néng hEn t; n(m 1998 khi c¢6 s< tham
gia cba Celera Genomics — mCt cong ty t! nhan.
Cong ty nay "a s9 d-ng chi:n thuét gi.i trinh t< gen
“Whole genome shotgun sequencing” (1, phéan tach
h$ gen thanh cac "o%n nhA ngNu nhién; 2, gi.i trinh
t< hang lo%t cac "o%n nay bWng ph!Eng phap Sanger;
3, dung thuét toan 1lp rap cac "o%n ngln d<a trén
vung trinh t< ch7ng IFp "2 cho ra nh/ng trinh t< lién
t-c) nhWm rat ngln th''i gian va gi.m chi phi, k:t qu.
la hJ "a hoan thanh d< an (Istrail et al., 2004) trong
vong 3 n(m v4i kinh phi ch§ 300 tri$u dollar (so v4i
13 n(m va 2,7 tV dollar c6a d< an gi.i ma h$ gen
ng!"i). Tuy nhién cac k, thu&t nay vNn tHn nhiBu
th"i gian "2 hoan thanh va ching "!=c gJi 1a k,
thuét gi.i trinh t< th: h$ th5 nhFt “First —generation”.!
GHi v4i cac loai th<c v&t, Arabidopsis thaliana 1a h$
gen mo hinh (157 Mbp, 5 c¢?p nhi0m slc th2) ">u
tién "!=c gi.i ma hoan chfnh vao n(m 2000
(Arabidopsis Genome Initiative 2000), sau "6 1a cay
l0a (Oryza sativa, 430 Mbp, Yu et al., 2002).

Cac h$ thHng NGS "!=c gidi thi$u trong thép
nién v;a qua cho phép phan tich "7ng th"i hang v¥%n
trinh t< gen mCt cach nhanh chéng. Vi d-, biing h$
thHng HiSeq X™ Ten c6 th2 gi.i md h$ gen cba 45
ng!"i trong vong mCt ngay v4i chi phi kho.ng 1.000
dollar/ ng!"'i (Illumina 2016). S< ra ""'i cba cac h$
thHng thi:t b# gi.i trinh t< gen v4i tHc "C nhanh va
chi phi thFp "8 "la vi$c gi.i ma gen trD thanh mCt
k, thu&t thong d-ng trong sinh hJc phan t9. Cac k,
thuét m4i cba gi.i ma h$ gen ngay cang "!=c 5ng
d-ng rCng rai hEn khong chf trong cac nghién c5u
ma con D c. cac th9 nghi$m 1am sang (vi d- ch@n
"0an nhanh chong cE sD di truyBn c6a b$nh,
Knoppers et al., 2015). C6 4 phlEng phéap chinh
"I=c s9 d-ng trong cac h$ thHng NGS "6 la:
pyrosequencing (vi d- 454, Roche, nay "a d;ng 5ng
d-ng), gi.i trinh t< bWng con "!"ng t3ng h=p
(sequencing by synthesis, vi d- Illumina), con " !"'ng
lai (sequencing by ligation, vi d- SOLID) va ion ban
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dNn (ion semiconductor sequencing, vi d- Ion
Torrent). M?c du ¢6 u "i2m Ia gi.i ma nhanh chong
1 1'=ng 14n trinh t< v4i chi phi thFp, cac ph!Eng
phap nay "Bu ch8 tho ra céc trinh t< t'Eng "Hi ngln
(< 700 bp) va g?p kho kh(n rFt 14n trong vi$c gi.i
ma m4i hoan toan (de novo) h$ gen 14n (vi d- > 700
Mbp) va ph5c thp (vi d- nhiBu vung 1?p 1%i). G>n
"ay, cong ngh$ gi.i trinh t< "En phén t9 theo th"i
gian th<c (single molecular, real time, SMRT c6a
Pacific Biosciences) cho phép gi.i ma "o%n trinh t<
v4i "C dai c6 th2 1én ":n hEn 20,000 bp (v4i "C dai
trung binh kho.ng 3,000 bp) ngh¥a 1a gFp 30 ":n 200
>n so v4i cac cong ngh$ NGS khac (Chin et al,
2013). Ngoai ra, cong ngh$ gi.i trinh t< I+ nano
(nanopore sequencing, MinlON) m?c du “"ang D
trong giai "o%n phat trizn nhIng clng cé nhiBu h5a
hYn (Deamer et al., 2016).

L1p rap h$ gen de novo la thuét toan 11p rap cac
trinh t< gi.i ma ngln thanh contig (trinh t< lién t-c!
do 11p rap), cac contig thanh scaffold (trinh t< t%ho
thanh do 11p rap co th2 khong lién t-c) "2 cho ra
trinh t< h$ gen cba "Hi t!=ng nghién c5u. NhiBu
cong c- khac nhau "!=c dung trong I1p rap h$ gen
de novo nh! Velvet (Zerbino, Birney 2008),
SOAPdenovo (Luo et al., 2012), AbySS (Simpson et
al, 2009), MaSuRCA (Zimin et al., 2013) va
ALLPATHS-LG (Butler et al., 2008). Tuy nhién,
khong mCt cong c- nao la toan n(ng "2 c6 th2 llp
rap "1=c h$ gen hoan chinh cba tFt c. cac "Hi tl=ng
(Gilchrist et al., 2015). VB t3ng quan cac thuét toan
11p rap trong NGS c6 th2 xem thém D (Miller et al.,
2010; Escalona et al., 2016; Goodwin et al., 2016).
Qua trinh phan tich va 11p rap h$ gen cung cFp cho
chung ta mCt sH thong tin di truyBn quan trJng cba
"Hi t!=ng nghién c5u nh! sH I'=ng gen ma hoa
protein, cFu trac h$ gen "1=c gi.i ma va llp rap, v#
tri cac gen trén nhiOm slc th2, lfch s9 hinh thanh h$
gen (vi d- thong qua s< ki$n nhan "6i toan bC h$
gen, whole-genome duplications WGDs). Gi.i ma h$
gen hoan chnh cba cac loai th<c v&t 1a nh/ng nhi$m
v- "?¢ bi$t kho kh(n do kich th14c h$ gen 14n (1én
":n 150 Gbp D Paris japonica) va thanh ph>n cac
"o%n 1?p 1%i nhiBu va ph5c tp. B.ng 1 tom tlt k:t
qu. gi-i ma h$ gen cba cac loai th<c vé&t trong 10
n(m g>n "ay (2006 — 2016).

Qua b.ng tom tlt trong b.ng 1 c6 th2 thFy riing
trong kho.ng 5 n(m trD 1% "4y cac k, thuét NGS "a
d>n thay th: ph!Eng phéap gi.i ma Sanger trong cac
d< an gi.i ma h$ gen, du rWing mCt 11=ng nhA trinh t<
c6 th2 vNn gi.i ma blWng Sanger "2 lam cE sD "Hi
chizu chFt I1=ng c6a trinh t< NGS. Cac k, thuét
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NGS "Bu c6 nh/ng !u va nhl=c "i2m riéng cba
minh, vi th: trong mCt sH d< an, cac nha nghién c5u

I " HEOR WHSNE ' (%8 *%%/0%*$ (%3*%46 (Y 7BD%&9YEH;# Fio

s9 d-ng k:t h=p cac k, thuét nay "2 gi.i ma h$ gen
nhanh chong va "C chinh xac cao nhFt c6 th2.
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Tuy cong ngh$ gi.i trinh t< gen "a "!=c c.iti:n,
n(ng I<c cba cac cong c- 11p rap "a "!=c nang cao
rFt nhiBu nh!ng trinh t< h$ gen thu "!=c th!"ng b#
phan tach thanh nhiBu m.nh nhA. M5c "C hoan chinh
cba h$ gen gi.i ma th!"'ng " 1=c bi2u th# va c6 th2 so
sanh thong qua tham sH LS50 (sH Il=ng
contig/scaffold tHi thi2u "2 t3ng chiBu dai c6a chung
chizm 50% kich th!4c h$ gen) va N50 (chiBu dai c6a
contig/scaffold nhA nhFt trong bC L50). Tuy nhién,
vi$c xdy d<ng "!=c trinh t< h$ gen hoan chénh D
mb5c "C toan vYn t;ng nhiOm slc th2 vn con la thach
th5c 14n phia tr!4c. G>n "ay, mCt sH chi:n thudt gi.i
trinh t< va llp rap méi (vi d- NRGene véi
DenovoMagic hay Dovetail Genomics v4i k, thuét
Chicago (Putnam et al., 2016)) c6 nhiBu tri2n vJng
14n gitip cac nha khoa hJc gi.i mé cac h$ gen 14n va
ph5c thp. G2 h+ tr= I1p rap ho?c "Hi chi:u, kiim
ch5ng k:t qu. gi.i ma NGS, cac thong tin vB b.n "7
di truyBn lién k:t (linkage map), b.n "7 di truyBn t:
bao (cytogenetic map), b.n "7 vé&t 10 (physical map),
b.n "7 quang hJc (optical maps) th!''ng "I=c s9
d-ng. Trong "6, k, thu&t FISH "!=c s9 d-ng trong
cac d< an gi.i ma h$ gen nh! mCt céng c- h+ tr= "2
t(ng tinh chinh xac c6a h$ gen vi k, thuét nay khong
nh/ng c6 th2 xac "#nh "1=c v# tri ma con cho bi:t
"I=c mHi lién k:t gi/a cac "o%n gen v4i nhau "2 1&p
nén b.n "7 di truyBn t: bao trén t;ng nhi0m slc th2
(Jiang, Gill 2006).

NGUYEN LZ VA [NG D\NG CJA K~ THU_T
FISH

Nguyén 1y va mét sé bién thé cia ky thuat FISH

FISH la k, thu&t trung gian gi/a di truyBn t: bao
va di truyBn phan t9. Gay la k, thuét vo cung h/u
ich "!=c dung trong cac nghién c5u vB cFu tric va
ch5c¢ n(ng cba nhi0m slc th2 nh! vung d# nhi0m slc,
gen ma hoa cho ribosome RNA, tam "Cng, telomere
va subtelomere. S< phat trizn c6a k, thu&t FISH "&
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mbD ra cE hCi cho cac phan tich di truyBn hJdc D nhiBu
"Hi t!=ng khac nhau ma khong b# h%n ch: bDi hinh
thai cb6a nhi0m slc th2 (nh! D cac k, thu&t nhuCm
b(ng Q, G, R, T va C, Pardue, Gall 1969).

K, thuét FISH cho phép xac "#nh trinh t< DNA
trén ti€u b.n nhi0m slc th2 (thong th!''ng la tiéu b.n
k* gi/a nguyén phéan) va tiéu b.n nhan t: bao k*
trung gian bng cach s9 d-ng cac "o%n ">u do "7c
hi$u cho t;ng nhi0m slc th2 ho?c t;ng gen. V4i vi$e
s9 d-ng cac nucleotide "!=c "anh dFu hu*nh quang
trong qua trinh chu@n b# ">u do "a gitp quan sat va
"#nh v# "l=c v# tri c6a "o%n gen kh.o sat trong t:
bao, trong nhan va trong t;ng nhi0m slc th2 riéng
bi$t (John et al., 1969).

Céac b'4c cE b.n cba k, thu&t FISH "'=c m6 t. D
Hinh 1 va ¢6 th2 "1=c tom tlt nh! sau:

1.% Ganh dFu ">u do: ">u do " !=c "anh dFu tr<c ti:p
ho?c gian ti:p biing cac ph!Eng phap khac nhau (Nick
translation, PCR, "anh dFu ngNu nhién bing PCR).

i1.%Chu@n b# tiéu b.n: nhi0m slc th2 k* gi/a ho?c
nhan t: bao k* trung gian. X9 10 tiéu b.n bing
enzyme "2 lo%i bA t: bao chFt cIng nh! céc protein
lién k:t v4i DNA

iii.9%Bi:n tinh ">u do va DNA tiéu b.n
iv.% ai in situ trong "iBu ki$n tHi @m (t; 16 — 72h)

v.%R9a tiéu b.n "2 lo%i bA nh/ng lién k:t khong
"?¢ hi$u

vi.%Do tim tin hi$u bling cac chFt ch8 th# trung gian
("Hi v4i ">u do " !=c "anh dFu gian ti:p)

vii.9%Quan sat tiéu b.n d!4i kinh hi2n vi

viii.%0ac "#nh v# tri c6a "o%n gen ho?c nhiOm slc th2
c>n tim trén tiéu b.n

ix.%iéu b.n co th2 "¥=c s9 d-ng nhiBu I>n v4i
nhiBu ">u do khac nhau bWng cach r9a tin hi$u
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hu*nh quang (ch8 ho%t "Cng tHt v4i ">u do tr<c ti:p)
va ti:p t-c lai v4i cac ">u do khac "2 c¢6 " !=c thong
tin hoan chénh trén cung 1 tiéu b.n.

e ulo’;
. [>=1
Ly
Danh diu d3udd chudn bi tiéu ban NST
Bién tinh d3u do va DNA nhiém sic thé
%< Laiin situ
3 .‘9 Quan sat déi kinh hién vi
E=R I
-'~' R{¥a tin hiéu huynh quang
E=
Lap lai qua trinh lai in situ voi d3u do
L khic

£3 8%" Quan sat du6i kinh hién vi

CDH#2%BC(%ESH (96(QUBBYH( "% HBF3*%"1@ %

MCtsHc.itizn "a "1=c ap d-ng d<a trén nguyén
10 cE b.n c6a k, thu&t FISH "a "!=c nghién c5u va
5ng d-ng trong cac phong thi nghi$m th<c vé&t nh!
Tyr — FISH, 3-D FISH, hay FISH trén cac nhi0m slc
th2 siéu kéo dai. Tyr - FISH s9 d-ng khang th2 cCng
h=p v4i peroxidase (peroxidase-conjugated
antibody) sau "6 s9 d-ng tyramides ("8 "I=c "anh
dFu hu*nh quang) 1a cE chFt "2 khu:ch "%i va phat
hi$n tin hi$u FISH. Bling ph!Eng phép nay, tin hi$u
c6 th2 "I=c khu:ch "%i 10 — 100 I>n va phu h=p cho
vi$c xac "#nh cac "o¥n gen co kich th!4c nhA hEn 1
kb (Raap et al., 1995; van Gijlswijk et al., 1997).
Tuy nhién, vi$c khu:ch *%i tin hi$u 1% dNn ":n céc
tin hi$u khong "?c hi$u (background) xuFt hi$n
nhiBu hEn vi th: ph!Eng phap nay c¢>n ph.i " !=c tHi
Tu hoda "2 gi.m céc tin hi$u nhiOu. Trong khi *96, 3-D
FISH s9 d-ng kinh hi2n vi quang hJc clt 14p
(optical-sectioning microscopy): bao phFn "l=c cH
“#nh trong dung déch "$m nhWm b.o v$ cFu tric cba

nhi0m slc th2. Sau "6 cac t: bao mY h%t phFn *1=c
tach mCt cach nhY nhang khAi dung déch cH "#nh va
"I=c "?t lén lam kinh polyacrylamide s%ch "2
nhuCm va quan sat. Cac hinh k:t qu. FISH "I=c
ch-p d'4i d%ng t;ng hinh 3-D riéng IM. Céc nhi0m
slc th2 c6 tin hiSu FISH sM " I=c x9 10 va duti th'ng
bWng ph>n mBm may tinh. BWng k, thu&t nay, cFu
triic c6a nhi0m slc th2 " 1=c cH "#nh "2 giup cho vi$c
d< "oan vi# tri c6a "o%n gen trén nhi0m slc th2 D
trong nhan (Harper, Cande 2000; Koumbaris, Bass
2003). Tuy nhién, ph!Eng phap nay ph5c thp va chi
phi cao hEn nhiBu so v4i vi$c s9 d-ng kinh hi2n vi
thong d-ng. N(m 2006, Wang va " 7ng tac gi. (2006)
"4 cong bH ring cac nhi0m slc th2 gi.m phén
(pachytene chromosome) "!=c chu@n b# bling
ph!Eng phap squash (tiéu b.n gidt ép) clng cho cFu
tric t1Eng t< v4i ph!Eng phap 3-D va thuén 1=i hEn
trong vi$c b.n "7 hoa v# tri cac single copy (cac
"o%n gen ch8 c6 1 phién b.n duy nhFt trong bC gen).
Tuy ph!Eng phap 3-D FISH khéng phat huy hi$u
qu. trong vi$c 1&p b.n "7 phan t9 nhng 1% rFt h/u
ich trong vi$c kh.o sat s< slp x:p cba t;ng ph>n
DNA trong nhan va trong lai miOn d#ch protein. GHi
v4i cac thi nghi$m FISH trén cac nhiOm slc th2 siéu
kéo dai, nhiOm slc th2 c6 th2 c6 kich th14c dai gFp
100 1>n so v4i nhi0m slc th2 D k* gi/a nguyén phan.
Vi th:, FISH trén ti€u b.n nay giap 1&p "!=c b.n "7
phan t9 v4i "C phan gi.i Ién t4i 70 kb, t1Eng t< v4i
cac nhi0m slc th2 pachytene c6a gi.m phan (Valarik
et al, 2004). Vi th:, "ay la ph!Eng phap thay th:
hi$u qu. trong nghién c5u di truyBn trén cac "Hi
tl=ng th<c v&t khong ho?c kho chuln b# " I=c tiéu
b.n nhiOm slc th2 gi.m phan.

Ung dung ciia ky thuat FISH trong cac dw 4n giai
ma hé gen

Cac thu&t toan I1p rap trinh t< t; nh/ng h$ thHng
gi.i ma "o%n ngln (short read sequencing
technology) g?p nhiBu kho kh(n "2 c6 th2 xay d<ng
thong tin hoan chénh c6a 1 h$ gen ho?c 1 nhi0m slc
th2. G7ng th"i k:t qu. d<a hoan toan vao thu&t toan
clng co6 tiBm @n nguy cE sai sot. Vi th:, k, thué&t
FISH "!=c s9 d-ng nh! mCt cong c- h+ tr= trong
cac d< an gi.i ma h$ gen "2 xac nh&n "C chinh xac
clng nh! phat hi$n ra nh/ng sai sot cba qua trinh 11p
rap h$ gen. Bén cYnh "6, k, thudt nay con "ong vai
tro quan trdng trong 1&p b.n "7 di truyBn t: bao va
nghién c5u qua trinh tiin hoa c6a nhi0m slc th2.

I ng d'ng trong ki#m $%h k& qu' 1(p rp tr'nh 9

K, thu&t FISH c6 th2 "1=c dung "2 xac "#nh
mHi quan h$ lién k:t gi/a cac "o%n gen ma nWm rFt
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xa nhau trén nhiOm slc th2 va/lho?c b# xen gi/a bDi
nh/ng "o%n dai cac trinh t< 1?p 1%i. Vi th:, "ay "1=c
xem nh! la mCt k, thu&t "Cc 1&p "2 "anh gia, chdnh
s9a k:t qu. tich h=p t; NGS (Cao et al, 2016). T;
1990, k, thu&t FISH "a "1=c s9 d-ng "2 xac "#nh
chiBu dai clng nh! vi# tri slp x:p cba céc trinh t<
quan tam trén nhiOm slc th2 11 c6a ng!™i, va "2 1&p
b.n "7 v&t 10 v4i "C phan gi.i 1 -3 cM (Lichter et
al,, 1990). Cac "o%n DNA "I=c tach dong trong
nhi0m slc th2 nhén tho cba vi khu@n (Bacterial
Artificial Chromosome, BAC) 1a ngu7n vét li$u 'a
thich "2 s9 d-ng lam ">u do trong cac thi nghi$m
FISH (BAC-FISH). BAC FISH "2 "!=c s9 d-ng "2
ki2m "#nh k:t qu. 11p rap trinh t< "2 gi.i ma h$ gen
tiéu chu@n D béo tFm S. polyrhiza (Hinh 2, Cao et
al., 2016) hay D cay Amborella trichopoda (h$ gen
cE sD cho cac loai th<c vé&t h%t kin, Chamala et al.,

B . PR
FPC no.96 —4 ] i
001D17 006C19 O007A03
001017 006C19 Q07A03

Merged
-

FiSH exp. 1
013|01

W21 - 070
Scf no.19————H—+

gno.30
Qf v. 2k
Lv 182230 n0.12 no 337
037118

006012

(C)

FiSM exp. 2

013104
006P24
037118
006D12 =

Hoang Th# Nh! PhlEng et al.

2013). Ngoai ra, cac trinh t< tich dong t; cDNA
(cDNA clone trén nhiOm slc th2 sH 7 c6a lia m¥ch,
Karafiatova et al., 2013) ho?c cac s.n phfm PCR
(s-n ph@m PCR kich th14c t; 7-15 kbp trén cay (n
thit Genlisea nigrocaulis, Vu et al., 2015) clng c6
th2 s9 d-ng nh! 1a cac ">u do "anh dFu. G?c bi$t,
k:t qu. nghién c5u trén NST sH 10 D lua cho thFy
FISH trén s=i DNA 1a mCt k, thuét hiSu qu. "2 xac
nhén b.n "7 BAC-contig va "anh gia kich th14c c6a
cac kho.ng trHng trinh t< 14n gi/a cic marker
(Cheng et al., 2002; Zhou et al., 2007).

Qua mCt vai vi d- trén, c6 th2 thFy rling vi$c s9
d-ng k, thu&t FISH "2 xac "#nh v# tri, mHi lién k:t
cba cac "o%n gen trén nhiOm slc th2 cIng nh! phat
hi$n ra céc sai sot cba b.n "7 di truyBn 1a rFt quan
trdng "2 thi:t 1&p thong tin hoan chénh vB h$ gen cba
"Hi t!=ng nghién c5u.

(B)
W5 ——
FPC no.66~—4 + 1 ] ]
019103 001815 010P10 004GO3 011L15
FiSHexp. 1 ggsg:s
19103 omr,nq; 011L15 Merged
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I ngd'ngtrong Fp b n$+v:tl, /b’ n$+ditruy-n
t&b"o
B.n "7 h$ gen th2 hi$n vi# tri c6a cac locus trén

nhiOm slc th2 clng nh! kho.ng cach gi/a cac gen
v4i nhau. Hi$n nay c6 hai lo%i b.n "7 gen la b.n "7
di truyBn va b.n "7 v&t 10. B.n "7 di truyBn (hay con
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gJila b.n "7 di truyBn lién k:t): s< slp x:p cba cac
gen va gen chf th# trén nhiOm slc th2 " I=c tinh toan
d<a trén t>n sH hoan v# gen ("En v# tinh 1a ¢cM). B.n
"7 vé&t 10 th2 hi$n kho.ng cach vé&t 10 gi/a cac gen
trén nhi0m slc th2 ("En v# tinh 1a base pair). K, thué&t
FISH "!=c s9 d-ng ph3 bi:n trong cac nghién c5u
1&p b.n "7 v&t 10 cba cac "o%n gen quan tdm trén
nhiBu "Hi t!=ng khac nhau nh!: (i) rDNA (5S va
45S) D ngd (Li, Arumuganathan 2001), "&u phCng
(Seijo et al., 2004), anh "ao (Maghuly et al., 2010);
(ii) gen khang b$nh phFn trlng D lta mi (Wang et al.,
2015); (iii) gen Rfm1 D lua m%ch (Ui et al, 2015);
(iv) gen aquaporin D lua mi (Forrest, Bhave 2010).
Bén clnh "0, k, thu&t FISH con "1=c s9 d-ng "2 1&p
b.n "7 v&t 10 / b.n "7 di truyBn t: bao c6a 50 BACs
trén NST sH 11 c6a ng!"i (Lichter ez al., 1990); 28

10 Mbp

e 130 X

S11 S12 S13 S14 S15

f 23
| -
3 1 2 4
2
- - _I, 2
S1 S2 S3 S4 S5

-
Im Tl
—

BACs trén NST sH 2 c6a ca chua (Koo ef al., 2008);
10 BACs trén NST sH 1 cba Gossypium herbaceum
(Cui et al., 2015); ngd (Wang, Chen 2005); 23 ">u
do "?c hi$u trén NST sH 3, 4 va 7 D "&u (Phaseolus
vulgaris L., Pedrosa-Harand et al., 2009); 96 BACs
trén 20 ¢?p nhi0m slc th2 beo tFm S. polyrhiza (Hinh
3, Cao et al, 2016). G?c bi$t, vung gen g>n tdm
"Cng cba cac nhiOm slc th2 th!"'ng 1a nh/ng nEi "?c
bi$t khé kh(n "2 c6 "!=c trinh t< gi.i ma hoan
chinh. BDi vi vung nay th!"ng ch5a rFt nhiBu trinh
t< 1?p 1% va khong c6 thong tin trén b.n "7 di truyBn
(do t>n sH trao "3i chéo rFt thFp ho?c g>n nh! khong
c6). Céac k:t qu. t; vung tdm "Cng cb6a nhi0m slc th?2
3H D Iua m¥%ch (Aliyeva-Schnorr et al., 2015) cho
thFy FISH co th2 s9 d-ng "2 gi.i quy:t cac tr!''ng
h=p t!Eng t<.

w Telomere
w Centromere
96 BACs

21a 'f o 7
19 T 27a
29 -_:- 20 26 .I_ 24 22

S9 S10

13 i e 15 18 l 17

21b "' 27b =

S16 S17 S18 S19 S20 I
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%
I ng d'ng trong nghien ¢ u m™"'t t/ ng quan
gen v~ pheon b tr'nh t) 12p 13i

Trinh t< DNA 1?p 1% "6ng vai tro quan tring
trong "iBu hoa ho%t "Cng gen, hol%t "Cng c6a NST
gidi tinh va qua trinh tizn hoa nhi0m slc th2. Cac
trinh t< 1?p 1%i nay chi:m mCt ph>n 14n trong toan bC
h$ gen sinh v&t nhan chu@n va c¢6 "C "a d%ng cao vi
th:, s< c6 m?t cba cac trinh t< 1% 1% nay la nguyén
nhan gay trD nghi cho cac nghién c5u, phan tich chi
tizt h$ gen. V4i k:t qu. thu "!=c t; NGS c6 th2 phan
tich va d< "oan tV ph>n cba cac trinh t< 1?p 1%i trong
h$ gen nghién c5u.

G2 phan lo%i cac "o%n 1?p trong mCt cE sD d/
lifu g7m hang tri$u "o%n "Jc " ¥=c tho ra t; k:t qu.
gi.i trinh t< th: h$ m4i thi mCt céng c- cd th2 s9

d-ng la RepeatExplorer. Hang tri$u "o%n "Jc ngln
" I=c phan tich trong mCt 1>n ch%y, thu&t toan nhom
"I=c 59 d-ng bWng cach tim ki:m va "anh gia s<
giHng nhau VB trinh t< c6a cac "o%n *Jc "2 "la vB
nhém giHng nhau va hi2n th# s< phan tich cE sD d/
lifu "2 xac "#nh cac nhém thuCc lo%i trinh t< 1(p
nao. SH 11=ng "o%n "Jc trong mCt [>n tinh toan c6a
RepeatExplorer th!"'ng vao kho.ng 5% c6a toan bC
h$ gen c6a mCt th<c vé&t béc cao. Cac lo%i "o%n 1?p
c6 th2 g7m cac DNA satelite, LTR retrotransposon
hay rDNA. G7ng th"i, RepeatExplorer sM cho bi:t
thong tin vB sH nhom 1?p, sH "o%n "Jc thuCc 1
nhém va 8 1$ m+i lo%i "o%n 1?p. SH 1i$u vB t8 1$ cba
cac lo%i "o%n 1?p trong phan tich cb6a
RepeatExplorer cIng ph.n anh mCt t§ 1$ t1Eng t<
trong toan h$ gen (Novak et al., 2010; Novak et al.,
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2013). Cac DNA 1?p v4i motif 1?p t; 2bp cho ":n
trén 10kb 1a nh/ng thanh ph>n chinh c6a genome
th<c vé&t, ching c6 th2 chi:m ":n 85% DNA nhén
(Schnable et al., 2009). Trong nghién c5u cba
Heitkam va "7ng tac gi. (2015), khi phan tich sH
li$u trinh t< genome cba cdy tra Nh&t B.n Camellia
Jjaponica bling Repeat Explorer k:t qu. cho thFy
ham 11=ng "o%n 1?p chi:m 73%, trong "6 t8 1$ m+i
lo%i 1?p nh! sau LTR/gypsy 47.3%; Satellite 17%;
"o%n 1?p chla "#nh danh 29.4%; LTR/copia 4.9%;
rDNA 1.1%; LINE 0.2% va DNA tranposon 0.1%.
T; k:t qu. phan tich in silico nh! v&y, c6 th2 tiin
hanh lam cac nghién c5u ti:p theo "2 xac "#nh v# tri
va s< phén bH c6a cac lo%i "o%n 1?7p trén NST thong
qua k, thu&t FISH.

%

5SS rONA.dig

Hoang Th# Nh! PhlEng et al.

Do cong ngh$ NGS c6 th2 gi.i ma toan bC h$ gen
cung cFp thong tin vB cac lo%i "o%n 1?p va t§ 1$ cac
"o%n 1?p nén khi k:t h=p v4i FISH thi sM cho bi:t
"I=c t3 ch5c va ki2u phan bH cba cac "oln 1?p trén
NST cb6a th<c v&t. Bling cach "6, FISH c6 th2 gitip
xac "#nh trinh t< "o%n [?p "6ng vai tro sinh hdc cE b.n
trong h$ gen/!t: bao nh! DNA tdm "Cng (centromere
DNA repeat), telomere cba cac nhi0m slc th2 (Hinh
4). Vi d-, céac trinh t< centromere va telomere khac
nhau "& phat sinh trong qua trinh tizn hoa c6a chi th<c
v&t Genlisea (Tran et al., 2015) " 1=c phat hi$n nh" k,
thuét FISH k:t h=p! nhuCm miOn dich
(immunostaining). Ngoai ra, FISH clng c6 th2 "1=c
s9 d-ng "2 so sanh b.n "7 vé&t 10 cba cac "o%n 1?p
trong nh/ng loai ¢6 lién quan (Begum et al., 2013).
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($— (YHOHT Yo~ P HATY*D H# RIB]. Yo $5%!V C%*;-. &; D% D; G "% BT TeCHHI#%$ g% DIV C%-. (CRUPY#S-+C* %o+ Satt7%~EAera*%b
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I ng d'ng trong nghien ¢ u qu¥ tr‘nh t&h h—a nghién c5u c6 th2 md hinh hda con *!''ng tizn hoa

nhidm  c th#

Bén clnh vi$c tim ra v# tri cIng nh! mHi lién k:t
gi/a cac "o%n gen "2 lam cE sD cho vi$c 11p rap h$
gen hoan chlnh, k, thu&t FISH con 1a mCt k, thuét
rFt quan trJng "2 nghién c5u qué trinh ti:n hoda
nhiOm slc th2 gi/a cac loai th<c vé&t c6 quan h$ hJ
hang v4i nhau ma khong c¢>n ph.i gi.i md h$ gen.
Trong cac nghién c5u nay, nh/ng "Ct bi:n trong cFu
tric (chuy2n "ol%n, ".o "o%n) va sH I1=ng ("a bCi, d#
bCi, dung h=p NST) NST gi/a cac loai kh.o sat sM
"I=c th2 hi$n qua v# tri va sH 11=ng tin hi$u FISH
cba ">u do. D<a trén sH 1'=ng nhiOm slc th2 cung
v4i thong tin thu "!=c t; k, thu&t FISH, cic nha
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nhi0Om slc th2 t; loai nguyén th6y ":n loai m4i phat
sinh va s< xuFt hi$n c6a hi$n t!=ng nhan "6i toan bC
h$ gen (whole genome duplication, WGD).

Qua trinh ti:n héa NST c6a nhiBu loai "a "I=c
nghién c5u d<a trén k, thu&t FISH va k:t qu. cho
thFy hi$n tl=ng chuy2n "o%n (translocation), .o
"o%n (inversion), dung h=p (fusion) gi/a cac NST va
bFt holt ch5c n(ng tim "Cng ch#u trach nhi$m cho
qua trinh ti:n hoéa gi.m sH 1'=ng NST t; n = 8
(Arabidopsis lyrata) thanh n = 5 (Arabidopsis
thaliana) (Lysak et al., 2006); t; 8 NST nguyén
th6y ACK (Ancestral Crucifer Karyotype) thanh 7
NST D hJ C.i Brassicaceae (Mandakova, Lysak
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2008); hi$n tl=ng phan chia thi tim "Cng (centric
fission) va ".o "o%n (pericentric inversion) "a gi.i
thich cho cE ch: hinh thanh nhiOm slc th2 Het’ va
Del D cac dong B. polyantha trinh s.n (2n = 15)
(Mandakova et al., 2015).

K, thuét nhuCm so sanh NST (comparative
chromosome painting, CCP) gi/a cac loai nghién
c5u cho thFy céac s< ki$n WGD k:t h=p v4i "Ct bi:n
cFu trac NST 1a nguyén nhan lam thay "3i kich
th!4c h$ gen va sH ll=ng NST nh! gi/a G
nigrocaulis (2n = 40; 86 Mbp) va G. pygmaea (2n =
80; 179 Mbp) (Vu et al, 2015), t; 8 NST nguyén
th6y ACK ":n 2n = 2x = 18 D B. laevigata subsp.
varia. (Geiser et al., 2016). S< t!1Eng "7ng c6a mCt
sH gen quan tdm gi/a cac loai hJ hang clng " !=c th2
hi$n qua k:t qu. FISH nh! gi/a Brachypodium
distachyon va Hordeum vulgare (Ma et al., 2010);
gi/a nhi0m slc th2 2BL D lda mi v4i nhiOm slc th?2
sH 4 c6a lua (Lee et al., 2010).

QU, NHQRC GIaM VA TRIaN VbNG CJA K~
THU_T FISH

U'u va nhuge diém ciia k§ thuat FISH

Qu "i2m c6a k, thuét FISH bao g7m: (i) b.n "7
BAC-FISH 1a cE sD "2 gi.i thich cho s< thay "3i ("Ct
bi:n) v# tri c6a cac BAC clng nh! kho.ng céich gi/a
cac contig; (ii) k, thu&t FISH gitp xac "#nh s< phan
bH va !4c tinh "1=c "C l4n céc trinh t< 1?p 1% trén
nhi0m slc th2 ma khong c>n ph.i gi.i trinh t< gen;
(iil) BAC-FISH gitp "#nh v# " =c v# tri cac "o%n gen
cba vung d# nhi0m slc g>n tdm "Cng- khu v<c it x.y
ra hi$n t1=ng trao "3i chéo; (iv) k, thué&t nay con
"I=c dung "2 lam sang tA cac "Ct bi:n x.y ra do hi$n
tl=ng trao "3i chéo trong gi.m phéan va s< khac bi$t
cba vung gen quan tdm gi/a cac loai khac nhau ma
khong c>n ph.i c6 thong tin cE sD t; di truyBn phan
t9 va (v) tr%ng thai ho%t "Cng cba cac vung nhiOm
slc "1=c th2 hi$n t; thong tin c6a BAC-FISH cung
v4i phén tich miOn déch nhiOm slc th2.

Bén cY%nh nh/ng 'u "i2m trén thi k, thudt FISH
vNn con mCt vai nh!=c "i2m nh!: (i) "0i hAi nhiBu
th"i gian va k, thu&t khac nhau (di truyBn hJc, kinh
hi2n vi, k, thu&t phan t9, phan tich va gi.i thich hinh
.nh); (ii) sH 1'=ng phong thi nghi$m s9 d-ng k,
thuét nay rfFt h%n ch:; (iii) khéng c6 quy trinh chu@n
cho vi$c thizt kz, "anh dFu ">u do va lai ma c>n ph.i
"I=c tHi Tu tuy vao "Hi t!=ng nghién c5u va (iv) chi
phi cho kinh hi2n vi va chFt hu*nh quang "anh dFu
cao.

Trién vong ciia ky thuat FISH

Nh" vao nh/ng "6ng goép cb6a minh trong nghién
c5u di truyBn nhiOm slc th?2 ma k, thu&t FISH ngay
cang "!=c s9 d-ng rCng rdi trong cac nghién c5u vB
phan lo%i th<c v&t va chdn tho giHng cay tr7ng. Cac
cong ty chdn tho giHng ngay cang quan tdm nhiBu
hEn ":n k, thuét nay vi b.n "7 v# tri cac BAC sM
cung cFp théong tin vB tiBm n(ng x.y ra hi$n t!=ng
trao "3i chéo gi/a cac "o¥n gen quan tdm. T; "0,
cac ch!Eng trinh lai tho giHng cay tr7ng c6 th2 "I=c
nghién c5u va th<c hi$n d<a trén s< phéan bH cba cac
"o%n gen mang tinh tr%ng mong muHn nh! ch#u h¥%n,
ch#u m?n, khang b$nh (Szinay et al., 2010). MCt vai
ch!Eng trinh lai tho giHng thanh céng gi/a cac "Hi
tI=ng th<c vé&t trong cung 1 loai ho?c trong cung 1
chi co th2 "1=c k2 ":n nh!: khoai tdy va ca chua
(Jacobsen et al, 1992), lta mi x lda mich "en
(Sanchez-Moran et al., 1999), ¢6 c.i "1"'ng x Beta
corolliflora (Desel et al., 2002).

Khong ch8 gidi h%n trong cac nghién c5u trén
th<c vé&t, k, thu&t FISH ngay cang "!=c s9 d-ng
rCng rdi trong cac nghién c5u trén "Cng vét, "?c bi$t
la trong lnh v<c y hJc. Vi th:, hi$n nay FISH "I=c
xem nh! la mCt k, thu&t tFt y:u trong cac ch@n "oan
y sinh nh! ch@n "oan viém ph3i do Pneumocystis
carinii D ng<a con va l=n (Jensen et al., 2001); "Ct
bi:n sH 11=ng va cFu tric c6a NST D t: bao trSng
hay noan bao (Weise et al., 2009); cac hi$n t!=ng
chuy2n "o%n D bo (Bos taurus), 1=n (Sus scrofa
domestica), ng<a (Equus caballus) (Rubes et al.,
2009); phat hi$n hi$n t!=ng chuy2n v¢ BCR/ABLI,
khu:ch "%i HER2 va tai slp x:p c6a ALK 1a y:u tH
rFt quan trdng trong xdy d<ng li$u phap ch/a tr# cho
cac b$nh nhan ung th! mau, v, ph3i, tiBn 1i$t tuy:n
(Hu et al, 2014).

Nh! vy, k, thu&t FISH sM ngay cang " !=c 5ng
d-ng 1Cng rdi trong nhiBu linh v<c nghién c5u khac
nhau. S< k:t h=p gi/a k, thudt FISH v4i s< phat
tri2n nhanh chong, lién t-c cba cong ngh$ gi.i trinh
t< gen va cong c- llp rap h$ gen de novo sM gitip
gi.m chi phi va t(ng tHe "C gi.i ma h$ gen clng nh!
"C chinh xac c6a h$ gen sau khi "!=c hoan thi$n.
Ngu7n thong tin nay la v6 cung h/u ich va cé th2
"I=c s9 d-ng cho rFt nhiBu m-c "ich nghién c5u
khéc nhau vB sau.
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SUMMARY

Fluorescence in situ hybridization (FISH) technique enables the direct detection of DNA sequences in
intact cellular materials (e.g. individual chromosomes in metaphase spreads). This review article focuses on the
applications of FISH in genome research, including validation and correction of the genome assembly from the
next-generation sequencing (NGS) projects. DNA probes for specific DNA fragments of the assembly can be
obtained from PCR amplicon or cloned products using different vector systems. Localization of these probes
on their respective chromosomal regions can be visualized by FISH, providing useful information to cross-
check the assembly data. Furthermore, the recent refinements in the FISH technology including using smart
pooling scheme of differently colored DNA probes, together with consecutive FISH experiments (stripping and
reprobing of the same slide) are described. These advances in multicolor FISH can provide crucial linkage
information on association of linkage groups and assembly scaffolds, resulting in so-called cytogenetic maps.
Integration of the cytogenetic maps and assembly sequences assists to resolve the chromosome-level genome
assembly and to reveal new insights in genome architecture and genome evolution. Especially, comparative
chromosome painting with pooled DNA probes from one reference species can be used to investigate ancestral
relationships (chromosome homeology and rearrangements) among other not-yet-sequenced species. In
addition, FISH using DNA probes for certain specific classes of repetitive DNA elements as well as for basic
chromosome structures (e.g. centromere or telomere DNA repeats, ribosomal DNA loci) can be used to study
the genome organization and karyotype differentiation. We also discussed about limitations and future

perspectives of the FISH technology.

Keyswords: cytogenetics, fluorescence in situ hybridization, genomics, next-generation sequencing, whole

genome sequencing
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