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Организация генов рибосомальпых РНК (рРНК) покрытосеменных 
растений к настоящему времени изучена значительно меньше, чем у 
других эукариот [1—3]. У всех эукариот неоднократно были отмечены 
меж- и внутривидовые различия в длине и структуре повторяющихся 
последовательностей генома, включающих в себя гены рРНК [1]. По-
этому сравнение таких последовательностей и их отдельных участков 
оказалось полезным для установления филогенетических связей между 
отдельными группами высших растений [4—7]. На существовании 
межвидовых различий этих последовательностей (рДНК) основано и 
использование их рестрикционного анализа при изучении геномов па-
расексуальных (соматических) гибридов, получаемых слиянием про-
топластов высших растений [8]. Ранее этот подход был применен 
нами к генетическому материалу соматического гибрида между ара-
бидопсисом и турнепсом [9]. 

В настоящей работе более детально исследована организация ри-
босомальпых повторов красавки, Atropa belladonna (семейство пасле-
новых), послужившей одной из родительских форм для получения 
межродового соматического гибрида A. belladonndy^Nicotiana chinen-
sis [10]. 

Д Н К выделяли из грубоочищенной ядерной фракции, полученной 
из листьев [ И ] . Окончательную очистку осуществляли двукратным 
центрифугированием в градиенте плотности CsCl с бромистым этидием 
[12]. Д Н К гидролизовали рестриктазами EcoRI и EcoRV, фрагменты 
разделяли электрофорезом в 0,8%-ном агарозном геле и переносили 
на нитроцеллюлозные фильтры [13]. В качестве маркера для опреде-
ления молекулярной массы полученных фрагментов использовали Д Н К 
фага λ, гидролизованную рестриктазой EcoRI. Д Н К красавки на нит-
роцеллюлозных фильтрах гибридизовали с 18S и 25S рРНК кукурузы, 
а также с плазмидой pUC222 (плазмида любезно предоставлена И. Фо-
дором и В. Колошей, Ин-т биохимии и физиологии микроорганизмов 
АН СССР, Пущино), содержащей З'-концевой фрагмент 25S рДНК 
лимона длиной ~ 5 0 0 пар нуклеотидов (п. н.). 18S и 25S рРНК полу-
чали двукратным центрифугированием суммарной рРНК в градиенте 
плотности сахарозы и метили по 5'-концу в присутствии γ-32Ρ-ΑΤΦ 
и Т4-полинуклеотидкиназы [13]. Плазмиду, несущую фрагмент р Д Н К 
лимона, метили в реакции ник-трансляции [13]. После гибридизации 
распределение радиоактивной метки на фильтре изучали методом ав-
торадиографии. 

Результаты гибридизации гидролизатов Д Н К A. belladonna с 18S 
и 25S рРНК, а также с плазмидой pUC222 представлены на рис. 1. 
Видно, что после расщепления рестриктазой EcoRI ядерной Д Н К 
A. belladonna с 32P-18S рРНК гибридизуются, в основном, фрагменты 
длиной 6,3 и 5,5 тысяч пар нуклеотидов (т. п. н.) (рис. 1 , а ) , а с 
32P-25S рРНК —фрагменты длиной 6,3—5,5; 3,9 и 2,6—2,5 т. п. н. 
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(рис. 1,6) . Это позволяет сделать вывод о наличии в рибосомальных 
повторах красавки двух участков узнавания рестриктазы EcoRI, лока-
лизованных в генах 25S и 18S рРНК. Как следует из рис. 1 ,α , б, в ре-
зультате расщепления рибосомального повтора по этим участкам об-
разуются фрагменты длиной 6,3—5,5 т. п. н., включающие последова-
тельности генов 18S и 25S рРНК, а также фрагменты меньшей длины 
(3,9 и 2,6—2,5 т. п. н.}, содержащие последовательности гена 25S 

рРНК и внутреннего транскрибируе-
: — « . . м о г о c n e g c e p a (ТС). Фрагменты дли-

ной 6,3 и 5,5 т. п. н., гибридизующие-
ся с 32P-18S и 32P-25S рРНК, должны 
содержать последовательность гена 
18S рРНК практически полностью, 
последовательность гена 25S рРНК 

Рис. 1. Гибридизация Д Н К A. belladonna после расщепления рестриктазами с 32Р-зон-
дами: а — EcoRI, з ф - i e s рРНК; б —EcoRI, 32p_25S рРНК; β — EcoRI, ™P-pUC222; 
г — EcoRV, 3 2P-18S рРНК; д — EcoRV, ™P-pUC222 
Fig. 1. Autoradiograph of restriction nuclease digests of total nuclear DNA of Atropa bel-
ladonna hybridized to 3 2P-probes: a —EcoRI, 3 2P-18S rRNA; 6 —EcoRI, 3 2P-25S rRNA; 
в —EcoRI, 32P-pUC222 DNA; г — EcoRV, 3 2P-18S rRNA; д — EcoRV, ™P-pUC222 DNA 
Рис. 2. Строение двух рибосомальных повторов красавки по данным гидролиза рестрик-
тазами EcoRI и EcoRV. Заштрихованные прямоугольники — гены 18S и 25S рРНК. 
Стрелками обозначены участки узнавания рестриктазы EcoRI. Размеры фрагментов 
даны в т. п. н. 
Fig. 2. Preliminary physical maps of two A. belladonna rDNA repeating units. The hatched 

boxes represent the genes for 18S and 25S rRNAs. The arrows indicate the EcoRI cleava-
ge sites. Numerals represent the f ragment lengths (in kilobases) 

(полностью или частично), а также полную последовательность внеш-
него нетранскрибируемого спейсера (НТС). О том, что в состав этих 
фрагментов входит только часть последовательности, кодирующей 25S 
рРНК, свидетельствует гибридизация фрагментов длиной 6,3 и 5,5 т. п. н. 
с плазмидой pUC222, которая содержит фрагмент гена 25S р Р Н К ли-
мона от З'-конца кодирующей последовательности до EcoRI-сайта 
длиной 420 нуклеотидов (рис. 1 ,в) ; фрагмент длиной 3,9 т. п. н. гибри-
дизуется только с 25S р Р Н К (рис. 1 ,6) , т. е. может содержать ген 
25S рРНК (полностью или частично) и последовательность ТС (либо 
ее часть). Отсутствие гибридизации этого фрагмента с плазмидой 
pUC222 свидетельствует о наличии в нем только части последователь-
ностей, кодирующих 25S рРНК (начиная с 420-го положения от З'-конца 
соответствующего гена). Если предположить, что ТС входит целиком 
во фрагмент длиной 3,9 т. п. н., то рассчитанная на основании получен-
ных данных длина рибосомальных повторов красавки составит 9,4 или 
10,2 т. п. н. Это подтверждается результатами гибридизации 18S р Р Н К 
с Д Н К A. belladonna после гидролиза рестриктазой EcoRV (рис. 1 ,2) . 
На основании приведенных результатов была построена предваритель-
ная рестриктная карта рибосомальных повторов Д Н К A. belladonna 
(рис. 2). Исходя из полученных данных можно прийти к заключению 
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о гетерогенности повторяющихся единиц в рДНК красавки: длина двух 
найденных нами у этого растения типов рибосомальных повторов раз-
личается на 800 нуклеотидов. Тот факт, что два гетерогенных по длине 
фрагмента гибридизуются как с 18S, так и с 25S рРНК, позволяет 
сделать вывод о том, что наблюдаемые различия обусловлены гете-
рогенностью по длине ИТС, а не наличием вставок в последователь-
ностях, кодирующих 25S рРНК. В настоящее время полностью опре-
делены последовательности, кодирующие 17S рРНК риса [4]: и 26S 
рРНК лимона [7]. Длина этих последовательностей 1812 и 3377 п. н. 
соответственно. Исходя из этих данных и опираясь на общепринятые 
представления о консерватизме рибосомальных генов у эукариот, мы 
использовали полученные результаты для расчета спейсерных последо-
вательностей в рибосомальных повторах A. belladonna (рис. 2). Рас-
считанная для внешнего НТС длина составляет 4100—3300 п. н., а для 
внутреннего ТС ~ 9 4 0 п. н. Близкие величины были получены для пше-
ницы, редиса и риса [5, 14, 15]. Проведенные расчеты позволили также 
локализовать на рестриктной карте рибосомального повтора A. bella-
donna участки узнавания рестриктазы EcoRI, расщепление по которым 
дает фрагменты длиной 2,5—2,6 т. п. н., гибридизующиеся с 25S р Р Н К 
(рис. 1,6) . Эти участки расположены на расстоянии 360 и 460 нуклео-
тидов от 5'-конца последовательности, кодирующей 25S р Р Н К (рис.2). 

Таким образом, A. belladonna содержит рибосомальные повторы 
размером 9,4 и 10,2 т. п. н., включающие участки узнавания рестриктазы 
EcoRI в последовательностях, кодирующих 18S и 25S рРНК; рестрик-
таза EcoRV имеет в изученных рибосомальных повторах только один 
участок узнавания. 

Исследованная в настоящей работе красавка, A. belladonna, явля-
ется первым представителем растений семейства пасленовых, для ко-
торого определена длина повторяющихся полинуклеотидных последова-
тельностей, кодирующих рРНК. Для уточнения полученной рестрикт-
ной карты рибосомального повтора A. belladonna необходим гидролиз 
рДНК другими рестриктазами. В настоящее время проводится также 
детальный анализ рДНК табака, N. chinensis, послужившего другой 
родительской формой для получения соматического гибрида A. bella-
donna, а также изучение рибосомальных повторов в геноме этого 
гибрида. 

STRUCTURAL ORGANIZATION OF RIBOSOMAL DNA IN Atropa belladonna 

Ν. V. Borisyuk, G. P. Miroshnichenko 
N. G. Kholodny Institute of Botany, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 
A. N. Bielozersky Laboratory of Molecular Biology and Bioorganic Chemistry, 
Moscow State University, Moscow 

S u m m a r y 

The rDNA structure of A. belladonna was examined by Southern blot-hybridization of 
EcoRI- and EcoRV-digests of total nuclear DNA using the maize 3 2P-rRNA-probes and 
the 32 P-pUC222 plasmid containing the sequence coding for the 3 ' end of 25S rRNA and 
a f ragment of non-transcribing spacer from the lemon rDNA. The possible physical maps 
were tentatively constructed for EcoRI and EcoRV cleavage sites around the 18S and 
25S rRNA genes. Two size classes of the repeating units of 9.4 and 10.2 kilobases were 
found containing the EcoRI cleavage sites in the coding regions for 18S and 25S rRNAs. 
Both the repeating units found contained only one EcoRV cleavage site. 
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