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Проведено рестриктне картування ядерної рибосомної ДНК 66 видів роду Nicotiana. Не знайдено 
відмінностей в розташуванні сайтів рестрикції для EcoRIt ВатНІ, XbaI, DraI і EcoRV у межах 
послідовностей, що кодують 18S, 5.8S і 26S рРНК. Результати дослідження числа і позицій 
рестриктних сайтів для ендонуклеаз рестрикції EcoRI, EcoRV, ВатНІ, DraI, HindIII, XbaI у 
міжгенному спейсері Nicotiana загалом підтримують сучасний розподіл видів Nicotiana по секціях. 

Вступ. Nicotiana є одним з п'яти великих родів 
родини пасльонових і включає біля 70 видів [1, 2], 
які поширені в обох Америках, Австралії і кількох 
островах Тихого океану. На додаток, N. africana є 
ендемічним видом в Африці [3]. Не враховуючи 
різної кількості хромосом [1—3], види роду сильно 
різняться між собою за розмірами Л4], поширенням 
повторюваних послідовностей [5], різною кількістю 
поліпептидів малої субодиниці рубіско [6 ]. 

Рибосомна ДНК організована тандемно. Кож-
ний повтор містить кодуючу ділянку (18S, 5.8S, 
26S) рДНК і міжгенний спейсер [7]. Спейсерна 
послідовність, яка не транскрибується (міжгенний 
спейсер, МГС), характеризується високою гетеро-
генністю за нуклеотидним складом та довжиною і 
досить швидко еволюціонує [8]. Довжина рДНК 
повтору варіює в різних видів у межах від 8,0 у 
Raphanus [9] до 14—17 тис п. н. у Trillium і Paris 
[10]. Організацію повторів рДНК серед видів Nico-
tiana вивчено недостатньо, а дані, наявні в літе-
ратурі, є несистематичними [11—15]. Тому метою 
даної роботи було вивчення структурної організації 
рДНК видів роду Nicotiana для реконструкції ево-
люції генів рРНК в роді. 

Матеріали і методи. Загальну ДНК виділяли з 
рослинного матеріалу (таблиця) згідно з проце-
дурою, яку описано раніше [16]. Рестриктази 
ВатНІ, XbaI, DraI, EcoRIi HindIII\ EcoRV отри-
мано з фірми «Ферментас» (Литва). ДНК у кіль-
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кості 1 мкг гідролізували згідно з інструкцією 
фірми. Після гідролізу ДНК рестриктні фрагменти 
розділяли в 0,8 %-му агарозному гелі і переносили 
їх на нейлонові фільтри лужним способом [17]. 
Фільтри гібридизували, як описано раніше [18]. 
Проби мітили, використовуючи метод розсіяної за-
травки [19]. У роботі використано проби pUL7 [20] 
і рТа71 [21 ]. Розміри гібридизаційних фрагментів 
визначали, як описано раніше [13]. Маркерами 
служили HindIII-рестриктні фрагменти ДНК фага 
лямбда. 

Результати і обговорення. Існують два голо-
вних параметри, важливість яких потрібно ро-
зуміти, приступаючи до характеристики такої сис-
теми, як родина пасльонових загалом та види роду 
Nicotiana зокрема — це довжини повторів рибо-
сомних ДНК цих видів та локалізація варіабельної 
ділянки в межах самого повтору. Порівняння рест-
риктних карт 66 видів роду Nicotiana показало 
(рисунок), що довжини повторів рДНК цих видів 
змінюються в межах від 8,5 до 13,5 тис. п. н., за 
винятком N. noctiflora і N. petunioides, у яких 
довжина рДНК повтору сягала 19,0 тис. п. н. У той 
час як види одних секцій показали досить незнач-
ний рівень варіації довжини рДНК повтору (на-
приклад, види секції Suaveolentesy 8,9—10,5 тис. п. 
н.), представники інших секцій значно відрізня-
лися за розмірами повторів рДНК (наприклад, 
види секції Tomentosaey 10,6—13,5 тис. п. н.). Не 
знайдено жодних відмінностей в розташуванні сай-
тів рестрикції для EcoRIy BamHIy XbaIy DraI і 
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Характеристика видів роду Nicotiana [1,2] 

Підрід 
Секція Абревіатура для видів Число хромосом 

Вид 

Rustica 

Paniculatae 

N. benavidesii (BEN) 12 

N. cordifolia (COR) 12 

N.glauca (GLA) 12 

N. khightiana (KNI) 12 

N.paniculata (PAN) 12 

N.raimondii (RAI) 12 

N. solanifolia (SOL) 12 

Rustieae 

N. rustiea (RUS) 24 

Tabaeum 

Tomentosae 

N. glutinosa (GLU) 12 

N.kawakamii (ICAW) 12 

N. otophora (ОТО) 12 

Nsetchellii (SET) 12 

N. tomentosa (TOM) 12 

N. tomentosiformis (TOS) 12 

Genuinae 

N. tabaeum (TAB) 24 

Petunioides 

Undulatae 

N. arentsii (ARE) 24 

N. undulata (UND) 12 

N. wigandioides (WIG) 12 

Trigonophyllae 

N. palmeri (PAL) 12 

N. trigonophylla (TRI) 12 

Alatae 

N. alata (ALA) 9 

N. bonariensis (BON) 9 

N. forgetiana (FOR) 9 

N. Iangsdorffii (LAN) 9 

N. Iongiflora (LON) 10 

Ν. ρlumbaginifolia (PLU) 10 

N. sanderae (SAN) 9 

N. sylvestris (SYL) 12 

Repandae 

N. nesophila (NES) 24 

N. repanda (REP) 24 

Підрід 
Секція 

Вид 
Абревіатура для видів Число хромосом 

N. stoektonii (STO) 24 
Noetiflorae 

N. aeaulis (АСА) 12 
N. noetiflora (NOC) 12 
N. petunioides (PET) 12 

Acuminatae 
N. acuminata (ACU) 12 

N. attenuata (ATT) 12 

N. corymbosa (COY) 12 

N. linearis (LIN) 12 

N. miersii (MIE) 12 

N. pauciflora (PAU) 12 

Ν. spegazzinii (SPE) 12 

Bigelovianae 

Ν. bigelovii (BIG) 24 

Ν. clevelandii (CLE) 24 

Nudicaules 

Ν. nudicaulis (NUD) 24 

Suaveolentes 

Ν. africana (AFR) 23 

Ν. amplexicaulis (AMP) 18 

Ν. benthamiana (BET) 19 

Ν. cavicola (CAV) 23 

Ν. debneyi (DEB) 24 

Ν. eastii (EAS) 32 

Ν. excelsior (EXC) 19 

Ν. exigua (EXI) 16 

Ν. fragrans (FRA) 24 

Ν. goodspeedii (GOO) 20 

Ν. gossei (GOS) 18 

Ν. hesperis (HES) 21 

Ν. ingulba (ING) 20 

Ν. maritima (MAR) 16 

Ν. megalosiphon (MEG) 20 

Ν. occidentalis (OCC) 21 

Ν. rosulata (ROS) 20 

Ν. rotundifolia (ROT) 22 

Ν. simulans (SIM) 20 

Ν. suaveolens (SUA) 16 

Ν. umbratica (UMB) 23 

Ν. velutina (VEL) 16 
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РЕСТРИКТНЕ КАРТУВАННЯ ГЕНІВ РИБОСОМНОЇ ДНК РОДУ NICOTIANA 

S I „ j H R B 
І ї 1—JLJ 1 9 . 2 

D D H B с у д І ι » 1 1 1 1 0 . 5 
j — J І 1 1 9 . 6 

D H B 
V E L j 1 1 1 9 . 2 

D H B „ 
UMB ι 1 1 1 1 9 . 3 

Рестриктні карти повторів рДНК видів роду Nicotiana (а) та розташування сайтів рестрикції в кодуючих ділянках однакове (б). 
Локалізація рестриктних сайтів у районі міжгенного спейсера. Абревіатура для видів скорочена до трьох літер.Числа вказують 
довжину повтору рДНК у тис. п. н . R — EeoRJ; V — EeoRV; H — HindIII; 5 — ВатНІ\ D — Dra/; X — Atta/. Частково метильовані 
рестриктні сайти позначено зірочкою 

EcoRV рестриктаз у межах послідовностей, що 
кодують 18S, 5.8S і 26S рРНК у видів роду Nico-
tiana. З іншого боку, досліджені види роду Nicoti-
апа досить сильно різняться як за послідовністю, 
так і за довжиною ділянки МГС. В окремих випад-
ках сума розмірів гібридизаційних фрагментів зна-
чно перевищувала розмір повтору рДНК. За таких 
обставин припускалося часткове метилювання ре-
стриктних сайтів або ж співіснування декількох 
класів повторів рДНК у межах одного індивідума. 
Загалом, BamHI-сайт, що знаходився в МГС біля 
5'-кінця 18S рДНК, був характерним для всіх видів 
роду Nieotiancu Інший досить консервативний DraI-
сайт був картований в МГС більшості проаналі-
зованих видів. Він, імовірно, локалізується в AT-
багатій ділянці МГС перед сайтом ініціації транс-
крипції, як це було показано для Nieotiana і 
Solanum [15, 22]. ХЬаІ-сдмг, локалізований праві-
ше від З'-кінця 26S рДНК, був типовим для видів 

секцій Alatae (за винятком N. sylvestris), Bigelo-
vianae, Tomentosae (але не N. tomentosiformis) та 
Panieulatae (за винятком N. glauea). Майже жодних 
відмінностей не було знайдено в рестриктних кар-
тах видів секції Aeuminatae (за винятком N. linea-
ris). Рестриктні карти N. palmeri та N. trigonophylla 
були ідентичними, тоді як види секції Repandae 
характеризувалися наявністю двох EcoRI-сжтхъ 
поряд з 3'-кінцем 26S рДНК. N. sanderae, що 
вважається гіпотетичним гібридом між N. alata і N. 
forgetiana [1 ], мав рестриктну карту, високогомо-
логічну до рестриктних карт цих видів. 

Серед видів секції Suaveolentes N. suaveolens і 
N. eastii мали ідентичні рестрикні карти рДНК. 
Додатковий EeoRI-сшт у МГС повтору рДНК був 
знайдений у N. ingulba, N. simulans, N. Cavieola9 N. 
megalosiphon і N. excelsior. З іншого боку, додатко-
вий EcoRV-cайт є присутнім в МГС N.fragrans, на 
відміну від інших видів секції Suaveolentes, проте 
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деякі представники американських секцій роду 
KTomentosae, Paniculatae і Undulatad теж харак-
теризувалися наявністю додаткового EeoR V-сайта в 
МГС. 

Більшість видів роду Nicotiana показали при-
сутність ЯтгШУ-сайта в МГС на 300 п. н. лівіше 
від ВатНІ-сайта, розташованого біля 5'-кінця 18S 
рДНК (наприклад, N. repanda, N. bigelovii, N. 
stocktoniDy однак у деяких видів він був лока-
лізований в інших ділянках МГС (наприклад, N. 
cordifolia, N. benavidesii) або навіть взагалі був 
відсутнім (зокрема, N. раїтегі, N. trigonophylla, N. 
wigandioides). Обробка рестриктазою DraI виявляла 
від одного до трьох рестриктних сайтів рТа7І для 
цієї рестриктази в МГС у залежності від виду. Ще 
одною цікавою рисою була відсутність DraI рест-
риктного сайта в ділянці BTC-I деяких видів. 
Відсутність цього сайта у видів N. noctiflora і N. 
petunioides (-TTTAAG-) була підтверджена вста-
новленням первинної структури цієї ділянки [23 ]. 

Число та відносне розташування рестриктних 
сайтів, у першу чергу, в ділянці МГС дозволили 
реконструювати філогенію повторів рДНК у межах 
роду Nicotiana. Серед семи видів, віднесених до 
секції Paniculataey два (N. glauca і N. solanifolia) 
розглядалися Гудспідом [1 ] як маргінальні. Обидва 
вони разом з N. cordifolia мали зміщене розта-
шування HindIII-CdiiATdi в МГС у порівнянні з інши-
ми видами секції. Поряд з цим N. glauca, ге-
ографічно віддалений від інших видів секції вид, 
який має дуже відмінний від інших каріотип [1 ], 
містить унікальний частково метильований BamHI-
сайт в МГС та не включає XbaI-Cайта, харак-
терного для решти видів підродів Rustica і Ta-
bacum, за винятком N. tomentosiformis і N. taba-
сит. N. rustica, ймовірно, є більш недавнім амфі-
диплоїдом між N. paniculata і N. undulata [1, 24]. 
Легко помітити, що один з його класів рДНК з 
ХЬаІ-сштом походить від N. paniculata. Коварік та 
співавт. [25 ] стверджують відсутність батьківських 
повторів рДНК у геномі N. tabacum, які б від-
повідали таким N. sylvestris, N. tomentosiformis чи 
N. otophora. Як відомо, культурний тютюн сьогодні 
не існує в дикому стані і вважається похідним від 
міжвидової гібридизації між N. sylvestris та N. 
tomentosiformis [26] чи N. sylvestris і інтрогре-
сивного гібриду N. tomentosiformis! N. otophora 
[27]. Однак у даному дослідженні більший клас 
рДНК N. tabacum, що не має XbaI-сайта, подібний 
до такого N. tomentosiformis, а менший — нагадує 
(він характеризується лише незначною зміною в 
положенні DraI-сайта) один з класів рДНК N. 
sylvestris. N. arentsii, постульований як похідний від 
гібридизації між N. undulata і N. wigandioides [1, 

24], містить два класи рДНК повторів, що нагаду-
ють повтори рДНК N. undulata, але не N. wigan-
dioides. 

Усі види секції Alatae містили характерний 
Xbal-cam у МГС (за винятком N. sylvestris). При-
сутність частково метильованого BamH І-сайта по-
ряд з іншим ВатНІ-сайтом біля 5'-кінця 18S рДНК 
дозволила виділити підмножину видів секції Alatae. 
Всі вони (N. alata, N. forgetiana, N. bonariensis, N. 
sanderae та N. Iangsdorffii) мають однакове гап-
лоїдне число хромосом (п = 9), тоді як N. plumba-
ginifolia і N. Iongiflora (п = 10) складають іншу 
групу секції [1 ]. 

На завершення слід додати, що рестриктні 
карти рДНК кількох видів не збігалися з такими, 
які описані раніше [15]. Не виключено, що однією 
з причин цього є міжвидовий поліморфізм між-
генної послідовності, який відбиває алельну ге-
терогенність за даною ознакою. Серед вищих рос-
лин зустрічаються види, у яких описано подібний 
поліморфізм. До таких видів належать ячмінь [28 ], 
пшениця [29], цукровий буряк [ЗО], просо [31]. 

S. I. Komarnytsky 

Restriction enzyme mapping of the ribosomal RNA genes of the genus 
Nicotiana 

Summary 

The organization of the nuclear-encoded ribosomal RNA genes of 66 
species of the genus Nicotiana was analysed by restriction enzyme 
mapping: We have not found any differences in the position of 
restriction enzyme sites within the sequences coding for J8S, 5.8S, 
and 26 S rRNAs. The investigation of the number and relative 
position of cleavage sites for restriction endonuclea- ses (EcoRI, 
BamHI, XbaI, EcoRV, H i n d I I I , DraI) in the IGS regions of 
Nicotiana in general confirmed the modern division of Nicotiana 
species into sections. 

С. И. Комарницкий 

Рестриктное картирование рибосомной ДНК рода Nicotiana 

Резюме 

Проведено рестриктное картирование ядерной рибосомной 
ДНК 66 видов рода Nicotiana Не найдены отличия в рас-
положении сайтов рестрикции в границах последовательно-
стей, кодирующих I8S, 5.8S і 26S рРНК Результаты исследо-
ваний числа и позиций рестриктных сайтов для эндонуклеаз 
рестрикции (EcoRI, EcoRV, BamHI, DraI, H i n d I I I , XbaI) в 
межгенном спейсере Nicotiana в общем поддерживают совре-
менное распределение видов Nicotiana по секциям. 
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