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Рестрикгне картування рибосоми их повторів 
18 видів родини пасльонових 

С . І . К о м а р н и ц ь к и й 

Inc итуг клгинної біології та генетичної Інженере HAH України 
Byj:. Академіка Заболотного, 148, Київ, 252143, Україна 

Рестриктний аналіз ядерних ДНК та блот-гібридизацію було використано для порівняння 
повторів рибосомної ДНК серед 18 видів родини пасльонових. Побудовано рестриктні карти 
рибосомних повторів та вивчено гомологію декількох ділянок міжгенного спейсера (МГС) 
Nicotiana tabacum до послідовностей МГС цих видів. Встановлено, що у пасльонових різні ділянки 
МГС рДНК еволюціонували з ріпною швидкістю, пьтді як кодуючі ділянки рДНК залишалися 
висококопсераатчвними. Найконсервативнішою частиною МГС є ділянка ініціації транскрипції гпа 
послідовності, розташовані в межах 1 тис. п. н. зліва від 18S рДНК. 

Вступ. Геноми всіх без винятку організмів містять 
послідовності ДНК, що кодують рибосомні PHK 
(рРНК), важливі компоненти білкового синтезу 
клітини. Гени рРНК існують у вигляді тандемно 
розташованих повторів, що групуються на одній чи 
декількох ділянках геному в області ядерцевого 
організатора хромосоми [1 ]. До складу такого 
рДНК повтору входять 5'-зовнішнїй спейсер, що 
транскрибується (5'-ЗТС), ділянка 18S рРНК гена, 
ділянка 5.8S рРНК гена, оточена внутрішнім спей-
сером, що транскрибується (BTC), кодуюча ді-
лянка 265! рРНК гена та ділянки 3'-зовнішнього 
спейсера, що транскрибується (З -ЗТС}. Спейсерна 
послідовність, що не транскрибується (міжгенний 
спейсер, МГС), характеризується високою гете-
рогенністю за нуклеотидним складом і довжиною 
та швидкими темпами еволюції [2]. Довжина 
рДНК повтору варіює у різних видів в межах від 
8,0 у Raphanus [3] до 14—17 у Trillium і Paris [4] 
та 19.0 тис. пар нуклеотидів (п. н.) у Nicotiana 
noctiflora. і N. petunioides [51 Організацію повторів 
рДНК серед вадів родини пасльонових вивчено 
нецостатиьо, а дані, наявні в літературі, є досить 
несистематичними і в високому стишені фрагмен-
тарними |6—9], якщо не враховувати! види родів 
Solanum [9] і Nicotiana [5, 10 ]. Види родини 

(С) С. І. КОМАРНИЦЬКИЙ, 1999 

пасльонових поширені на всіх континентах, проте 
основна їхня частина є тропічними [11]. Деяхі з 
них мають важливе сільськогосподарське значення 
(Solanum, Lycopersicon, Capsicum), є джерелом ме-
дичних препаратів (Atropa, Scopolia, Datura, Du-
boisia), є своєрідними «guine-apigs» у дослідах з 
біотехнології рослин та генетичних маніпуляціях in 
vitro (Nieotiana). Тому метою даної роботи було 
вивчення структурної організації рДНК видів 
родини пасльонових для реконструкції еволюції 
генів рРНК у цих таксонах. 

Матеріали і методи. Більшість рослинного ма 
теріалу зібрано на території Королівських Бота-
нічних Садів, Кью (Англія) чи культивовано в 
тепличних умовах [12] (таблиця). Загальну ДНК 
виділяли з листків згідно з процедурою, яку описа-
но раніше [13]. ДНК у кількості 1 мкг гідро-
лізували ресгриктазами EeoRI, EcoRV, HindiII, 
ВатНІ, DraI («Ферментас», Литва) та сумішшю 
рестриктаз EeoRI + HindIII, EeoRl + BarnHI згідно 
з інструкцією фірми. Після гідролізу ДНК рест-
риктні фрагменти розділяли в 0,8 %-му агарозному 
гелі і переносили їх на нейлонові фільтри лужним 
способом [14]. Фільтри гібридизували, як описано 
раніше [15]. Проби мітили методом нік-трансляції 
[16]. В дослідженнях використовували проби pUL7 
з цитрини [17], pNt-4 і pNts-12 з тютюну [18], 
рТа71 з пшениці [19]. Схематичну локалізацію 
проб на рибосомному повторі показано на рис. 1. 
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Види родини пасльонових, їхня класифікація згідно з [11] та характеристики рибосомних повторів 

Трибі Довжина повтору ρ ДНК, Гомологія до проби 

Вид тис. П. н. 
pNts-12 VH HB 

Cestrece 
Cestram pcrqui 9,1; 8,7 — + — 

Nkotianeae 
Nicctiana ρ Iumbaginifolia 10,0 — + + 

Petunia axillaris 10,0; 8,7 — + + 

Salpighssideae 

Salpiglosst! sinuata 8,7 — — — 

Schizmthus hookeri J0,0 — + — 

Datureae 
Datwa stra moniurn 10,1 — — — 

Hyoscyameaa 
Hymcyamis album 10,7 — + — 

Scopctia Iwida 11,0; 10,5 — — — 

Jaboroseae 
S alp к Aroa rhomboid ea 9,8; 9,1 — — — 

Lycieoe 
Lycinn turcornanium 8,7 — + - -

Nicandreae 
Nieandra physaloides 9,8 — + — 

Soianiiae 
Atrop 2 belladonna 8,7 — + — 

Lyccpersicon esculeretum 9,4 — — — 

Mandragora species 8,7 — — — 

Pfiysalis phyladelphium 8,7 — — — 

Physalis species 8,6 — — — 

Solanum nodifiorurn 8,0 — — + 

S Aawim iuteus 8,0 — — + 

Saopmillaria a f f . chrysanta 10,3 — — 

Розміри гібридизаційних фрагментів визначали, 
використовуючи власну програму GEL. Маркерами 
служили HггсйШ7-рестриктні фрагменти ДНК фага 
лямбда чи 1-тис. п. н драбина (1-kb ladder). 

Результати та обговорення. За умови обробки 
ДНК Lycium ресгриктазою EcoRI та гібридизації з 
пробою pUL7 отримано єдиний гібридизаційний 
фрагмент 4,8 тис. п. н. Оскільки для переважного 

числа покритонасінних показано присутність кон-
сервативних EcoRI-сайтів на кінцях ) 8 та 7.6 S 
рДНК, можна припустити, що довжина цього фраг-
мента відповідає такій ділянки між ними. Гіб-
ридизація з 18S рДНК пшениці дає єдиний гіб-
ридизаційний фрагмент 4,8 тис. п. н., тобто такого 
ж розміру, як і попередній. Це свідчить про від-
сутність додаткових EeoRI-Cайтів в межах МГС 
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Рис 1. Схематична організація повтору тандемно розташованих 
генії: рРНК (пояснення в тексті). Місця локалізації викори-
станих гроб показані над схемою повтору. Сайти рестрикції для 
EcoJfУ, HindiII, BamHI в МГС Nicotiana talacum показані 
літерами V, If і В відповідно 

Lychim. У деяких випадках спостерігалася при-
сутність двох фрагментів, що гібридизувалися з 
пробою pVL7. Це дозволило картувати частково 
метильований EcoRI-сайт у МГС таких видів (на-
приклад, Salpigloisis, Sehizanthus, Datura чи Lyco-
рег гісоп). Геномна ДНК Lycium, розщеплена рест-
риктазою EcoRl та гібридизована з 26S рДНК 
шлешщі, дає п'ять гібридизаційних смуг, що від-
повідають довжинам 3,9; 3,8; 2,7; 2,6; 1,2 тис. п. н. 
Сума BcciJf/-фрагментів 4,8 та 3,9 тис. п. н. до-
рівнює роз міру гібридизаційного фрагмента 8,7 тис. 
п. н., отриманого після обробки EcoRV та гібри-
дизації з пробою pNt-4. Той факт, що фрагменти 
довжиною 3,8; 2,7; 2,6; 1,2 тис. п. н. не гібри-
дизуються з пробою pUL7 (що містить послідов-
ність 26S рДНК правіше ЕсоМІ-саята. на З'-кінці та 
чаегину МГС), а також те, що фрагмент 3,9 тис. п. 
н. містить послідовність 26S рДНК вліво від цього 
сайта, свідчить на користь того, що решта чотири 
фрагменти є частинами фрагмента 3,9 тис. п. н. 
Отже, в межах цього фрагмента існують два част-
ково мїтильованих (тобто недоступних для повного 
гідролізу) EcoRI--Cайти, по одному на 5'- і 3'-
кінцях гена 26S рРНК. Оскільки поелідовність, що 
впізнається даною рестриктазою, містить C в ос-
тав вій позиції (--GAATTC-"), то вона може мети-
люнатися за умови, що один з двох наступних 
нуклеотидів буде G [20]. 

За ана логічною схемою проведено реконструк-
цію карт рибосомних повторів для інших рестрик-
таз. Послідовності рДНК, що транскрибуються, 
характеризувалися високим ступенем гомології у 

досліджених видів. Серед 10 сайтів рестрикції, 
виявлених в межах цієї ділянки, вісім спостері-
галися у всіх видів. Сайт для рестриктази DraI, 
локалізований на початку послідовності внутріш-
нього транскрибованого спейсера-1, виявився най-
варіабельнішим; він був характерним для шести 
видів. Mandragora species виявився єдиним видом 
серед пасльонових, у якого сайт EcoRI на 5'-кінці 
гена 26S рРНК був відсутнім. Проте, незважаючи 
на таку високу консервативність, підмножина рест-
риктних сайтів в межах цієї ділянки досить сильно 
відрізнялася за наявністю метилювання деяких з 
них. 

Основні відмінності між рестриктними картами 
досліджуваних видів локалізувалися в МГС (рис. 
2). Так, встановлено присутність додаткового част-
ково метильованого EcoRI-сайта в МГС Atropa, В 
цьому випадку за умови рестрикції EcoRI та гібри-
дизації як з pUL7, так і з 18S пробами отримано 
два фрагменти розміром 4,8 і 2,4 тис. п. н., 
причому фрагмент 4,8 тис. п. н. є сумою дьох 
фрагментів 2,4 тис. п. н., що гібридизуються з 
різними пробами. У Schizanthus спостерігалася на-
явність двох частково метильованих Eco/*'/-сайтів в 
МГС, що знайшло своє відображення у присутності 
трьох EcoRI-фрагментів (проба pUL7, 6,1; 2,4; 2,1 
тис. п. н.). Аналогічним чином за допомогою відпо-
відних рестриктаз в МГС пасльонових були ло-
калізовані від 0 до 2 сайтів рестрикції DraI, 0—1 
HindIII, 0—1 BamHI-cайтів в залежності від виду. 
Саме послідовність МГС виявилася найваріабель-
нішою частиною рибосомного повтору як за пер-
винною послідовністю (сайти рестрикції), так і, 
ймовірно, за кількістю субповторів у певних його 
частинах (відповідна довжина рестриктних фраг-
ментів). Загалом довжина рибосомних повторів се-
ред вивчених видів родини пасльонових, знаходила-
ся в межах 8,0—11,0 тис. п. н.; у деяких з них 
виявлено співіснування двох класів рДНК, хоча 
переважна більшість характеризувалася єдиним 
класом рибосомного повтору (таблиця). 

Для вивчення гомології окремих ділянок МГС 
N. tabacum до МГС інших видів родини пасльоно-
вих використано дві дискретні ділянки проби pNt-4, 
яким властива субповторна будова. Перша з них 
розміром 0,8 тис. п. н. знаходилася між EcoRV- та 
//шс////-рестриктними сайтами (VH), а друга — 
між HindIIh і ВатНІ-сайтами (HB), 2,1 тис. п. н. 
Окрім них, використовували й іншу пробу pNts-12, 
що сягала 1 тис. п. н. вліво від EcoRV-сайта в МГС 
N. tabacum (рис. 1). Не встановлено гомології до 
проби pNts-12 жодного з МГС проаналізованих 
видів. Субповтори ж, локалізовані в пре>бі VH, 
показали гомологію до відповідних ділянок МГС 
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Рис, 2. Рестриктні карти рибосомних ДНК IS нидів родини пасльонових. Справа подані розміри повтору рДНК даного виду в тис. 
п. н : R — EcoRI; V — EcoRV; H — HindlII; В — ВатНІ; D — DraI. Частково метильовані сайти позначено зірочкою 
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дев'яти проаналізованих видів (таблиця), а субпов-
тори HB — тільки до трьох видів, причому Petunia 
і Sicctiana виявилися єдиними видами, що харак-
теризувалися гомологією одночасно до двох цих 
проб. Як відомо, загальною рисою організації МГС 
є комплексна структура його елементів, що по-
вторюються. Такими функціональними елементами 
є промотор, сайт термінації транскрипції, послі-
довності, здатні взаємодіяти з регуляторними біл-
ками, і процесинг-сайти для процесингу рРНК 
попередника. Значна варіабел ьність МГС за довжи-
ною зумовлюється декількома причинами. У дея-
ких рослин послідовності, гомологічні сайту ініці-
ації транскрипції, є дуллікованими [211. Окрім 
нього, у пшениці [22 ] було показано присутність 
субповтор і в двох типів до вжиною 135 га 150 п. н., 
і саме зміна їхнього числа викликала зміну розміру 
МГС У ячменю варіабельність МГС по довжині 
викликалася різною кількістю 115 п. н. субповторів 
[23], у інших видів розміри аналогічних субпов-
торів становили 250—260 п. н. у рису [24] і 180 п. 
н. у гороху [25]. Таким чином, різна локалізація 
сайтів рес трикції в межах цієї ділянки свідчить про 
фіксацію змін (а саме збільшення/ зменшення кіль-
кості субповторів та точкові мутації в сайтах рест-
рикції) В: МГС протягом еволюції, досліджених ви-
дів. тоді як різний ступінь гомології МГС цих видів 
до вищеназваних проб свідчитиме про якісну фік-
сацію того чи іншого типу субповторів з часу 
їхнього розмежування. Потрібно зауважити, що 
навіть у видів з однак; вою довжиною повтору 
рДНК варіабельність однієї з ділянок за довжиною 
може компенсуватися зміною кількості субповторів 
в іншій його ділянці [26, 27] При відсутності такої 
гомології можна стверджувати, що нерівний кро-
синговер у випадку всього рибосомного повтору або 
ж генна конверсія на рівні його ділянок сприяли 
фіксації інших типів субповторів протягом еволюції 
цих видів Тому не підлягає сумніву, що чим 
більша гомологія в межах МГС буде стримана для 
двох видів, тим філогенетично ближчими вони є і 
тим менше часу пройшло з моменту їхнього відо-
кремлення. 

На основі локалізації рестриктних сайтів в 
межах як кодуючих, так і некодуючих ділянок 
повторів рДНК та гомології послідовностей МГС до 
трьох ділянок МГС N. tabacum види родини пасльо-
нових можуть бути розподілені на де кілька груп. 
Для порівняння використано послідовність рДНК 
Scrofullaria a f f . chrysanta, представника філогене-
тично близької до пасльонових; родини Scroful-
IarLaceae. Mandragora виявився найближчим до 
Scrofullwia, оскільки серед видів родини пасльоно-
вим тільки він не мав сайта EcoRI на ;>'-кінці гена 

26S рРНК та сайта BamHI в МГС. Крім цього, 
спільною для цих двох видів є також відсутність 
гомології до всіх трьох ділянок МГС N. tabacum. 
Такі великі відмінності повторів рДНК Mandragora 
у порівнянні з рДНК Atropa, Physalis чи Solanum 
свідчать про необхідність перегляду таксономічного 
положення (а саме: належності до триби Solanae) 
цього виду. Аналогічні припущення вже були вис-
ловлені раніше [11, 28]. Наступну групу складають 
Lycium turcomanium і Salpichroa rhornboidea, які 
характеризуються наявністю в МГС тільки BamHI-
сайта, разом з обома видами роду Solanum та 
Hyoscyamus albus, які додатково характеризуються 
наявністю 7>а/-сайта(ів) в МГС. До неї також 
можна віднести види роду Physalis, що додатково 
містять HindIIhсайт в МГС зліва від BarnHI-сайта 
біля 5-к інця 18S рДНК. Близькою до цих видів 
залишається група, що складається з решти видів, 
які мають сайт HindIII в МГС зліва від BamHI-
сайта біля 5'-кінця 18S рДНК: Cestrum рагдиі, 
Petunia axillaris, Nieotiana f. Iumbaginifolia та Salpig-
lossis sinuata (всі ці види віднесено до підродини 
Cestroideae разом з Schizanthus hookeri [111, який, 
проте, має іншу рестриктну карту рДНК). В ок-
рему групу слід виділити види Scopolia Iurida і 
Nicandra physaloides, які характеризуються додат-
ковим HindIIhcaPiTOM в МГС справа ід BamHI-
сайта біля 5'-кінця 18S рДНК. Цікаво, що серед 
досліджуваних видів Nieandra виявився єдиним, 
для якого була характерною присутність додатково-
го EcoR F-сайта в МГС (рис. 2). Його присутність 
було встановлено завдяки двом гібридизаційним 
фрагментам розміром 5,9 і 3,9 тис. п. н., шо 
гібридизувалися з пробою pNt-4 після обробки рест-
риктазою EcoRV. їхня сума дорівнює довжині ри-
босомного повтору цього виду (9,8 тис. п. н.). І, 
нарешті, решта видів (Datura stramonium, Atropa 
belladonna, Lycopersicon esculentum і Schizanthus 
hookeri) можуть бути віднесеними до однієї групи 
на основі картування додаткового EcoRI-сайта в 
їхньому МГС. 

Подібний розподіл вид в за групами стримано 
і завдяки вивченню гомолопї їхнього МГС до суб-
повторів трьох ділянок МГС1 N. tabacum. Згідно з 
отриманими результатами (таблиця), види родів 
Nicotiana, Petunia і Solanum в іявшійся найближчи-
ми один до одного, адже тільки вони містили 
послідовності, гомологічні до j IB ділянки МГС N. 
tabacum. Ці дані не узгоджуються з висновками 
[29] і [ЗО], в яких помідор і тютюн досить близькі 
один до одного, дещо осторонь :тоїть картопля і 
найдалі від них відокремлена пьтунія. З іншого 
боку, спостерігалося зближення N f otiana і Petunia 
з видами родів Atropa, Nieandra, Z0 г ит, Hyoscya-
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mux, Schizanthus і Cestrum на основі гомології до 
VH ділянки МГС тютюну. Цікаво, що досить часто 
види, які належать до однієї триби (як, наприклад, 
у трибі Solanae), характеризуються значними від-
мінностями в гомології певних ділянок їхніх МГС. 
З іншого ііюку, види, віднесені до різних триб і 
навіть підродин, містять гомологічні послідовності в 
МГС. 

Висновки. На основі цих даних можна стверд-
жувати, що послідовності МГС видів родини пасль-
онових еволюціонували шляхом багаторазової амп-
ліфікаїцї/деамшііфікащї їхніх субповторів. У цьо-
му випадку потрібно зауважити, що у видів з 
однаковою довжиною рДНК повтору варіабельність 
однієї з ділянок МГС за довжиною, ймовірно, може 
компенсуватися зміною кількості субповторів в ін-
шій його ділянці, внаслідок чого гетерогенність по 
довжині не виявляється. Це твердження можна 
проілюструвати прикладом видів роду Solanum, у 
яких має місце гомологія до .ШЗ-ділянки МГС 
тютюну, але відсутня до K/f-дііянки, тоді як у 
Atropa і Lycium збереглася гомологія тільки до VH-
ділянки, причому довжина рДНК повтору всіх 
чотирьох видів майже однакова, 3 іншого боку, 
можна спостерігати повну відсутність гомології до 
послідовностей МГС тютюну як у представника 
іншої іроди ни (Scrofullaria), так і у ВІЇДІВ деяких 
три:» іюдини пасльонових. 

С. Я. Ксмаркщюш 

Рестриктное картирование рибосомных повторов 18 видов 
семейства пне леновых 

Резюме 

Рестриктный анализ ядерных ДНК и блот-гибрчдизация были 
использованы для сравнения not ,торов рибосомной ДНК среди 
18 видов семейства пасленовых. Построены рестриктные 
карты рибосомных повторов и изучена гомология нескольких 
участков межгенного спейсерс NlcotUma tabacum к последова-
тельностям МГС этих видов 

S. I. Kornarnytsky 

Resuiiction mapping of ribosomal repeats of 1.8 Solanaceae species 

Summary 

Restriction analysis cambiw:d with blot-hybridization was used to 
compare iibosomal DNA in repeats to IS species of Solanaceae. 
Restriction mops of riboscmal DNAs were constructed and homo-
logy of several parts of NiiMtiana tabacum intergenic spacer to JGSs 
of these species was stu died. 
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