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Рестриктний поліморфізм ампліфікованих 
послідовностей хлоропластної ДНК роду Nicotiana 

С. І. Комарницький, І. К. Комарницький 

Інститут клітинної біології і генетичної інженерії НАН України 
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Проведення полімеразно-ланцюгової реакції на невеликих ділянках хлоропластної ДЯК з подаль
шим їхнім рестриктним гідролізом дозволяє спостерігати за рухом цитоплазми тютюнів у 
процесі формування їх як видів. Отримані результати свідчать про те, що цитоплазма 
культурного тютюну походить від попередників підроду Rustica. Два австралійських види N. 
debneyi і N. fragrans не мають нічого спільного з цитоплазмою решти видів секції Suaveolentes. 

Вступ. Незважаючи на те, що рід Nicotiana ін
тенсивно вивчався як класичними морфологами [ 1, 
2] , так і молекулярними біологами [3—б], на 
сьогоднішний день не з'ясоване походження цито
плазми багатьох природних диплоїдів і амфіплоїдів. 
Протягом останнього часу ампліфікація окремих 
ділянок хлоропластної ДНК (хлДНК) з наступним 
рестриктним аналізом виявилася високоефектив
ною і більш інформативною, ніж рестриктний ана
ліз цілої молекули хлДНК [7—9 ]. У даному пові
домленні на основі рестриктного аналізу ампліфі
кованих послідовностей хлДНК зроблено спробу 
обгрунтувати походження цитоплазми деяких видів 
роду Nicotiana. 

Матеріали і методи. Насіння видів роду Ni
cotiana (таблиця) пророщували в чашках Петрі на 
фільтрувальному папері до появи двох сім'ядоль
них листків. Загальну ДНК виділяли з 50—100 мг 
проростків згідно з [10J. Полімеразно-ланцюгову 
реакцію (ПЛР) проводили на Gene ATAQ Control
ler ампліфікаторі фірми «Pharmacia-LKB» (Швеція) 
в 30 мкл реакційної суміші (10 мМ трис-НСІ, рН 
9,0, 50 мМ КС1, 2 мМ MgCl2, 0,1 % тритону Х-100, 
відповідні праймери у концентраії 0,1 мкМ кож
ний, 200 мкМ кожний з чотирьох дезокситрифос-
фатів, 40 нг ДНК і 0,6 одиниці Taq-полімерази, 
температура 25 °С). Після завершення реакції 
2 мкл ампліфікованого продукту гідролізузали 
рестриктазами (ВіпІ, СІаІу ЕсІІЗб, EcoRI, EcoRV, 
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Eco47I, Dral, НаеІІІ, Hindi, Hinfl, Hindlll, Hpall, 
Mval, Ncol, Pvul, PvuII, Rsal, Sspl, Styl, TagI, 
XbaD в загальному об'ємі 20 мкл. Рестриктні 
фрагменти фракціонували в агарозному гелі в 
трис-ацетатній буферній системі. 

Пару праймерів (5'-GAAGTAGTAGGATTGA-
ТТСТС-3' і 5'-TACAGTTGTCCATGTACCAG-3') 
[11J використали для ампліфікації спейсера між 
atpB (ген, що кодує бета субодиницю АТРази) і 
rbcL (кодує велику субодиницю рубіско). Ділянка, 
ампліфікована парою праймерів (5'-САТТАСААА-
TGCGATGCTCT-3' і 5'-TCTACCGATTTCGCCA-
ТАТС-3'), trnT-trnL [12], містить спейсер між 
геном trnT (кодує тРНК треоніну UGU) і 1-м 
екзоном trnL (кодує тРНК лейцину UAA). Ді
лянка, ампліфікована парою праймерів (5'-GTA-
GACACG-CTGCTCTTAGG-3' і 5-CGCCAGATG-
TTCTATGGATAC-3'), trnL-ndhD, має 1536 п. н. у 
N. tabacum і містить практично весь ген trnL (кодує 
тРНК лейцину UAG), відкриту рамку зчитування 
313 і частину З'-кінця гена ndhD, який кодує 
субодиницю 4 НАД дегідрогенази. Послідовність 
останньої пари праймерів запропонував проф. Кун 
з Мюнхенського університету. 

Результати і обговорення. Три ампліфіковані 
ділянки хлДНК тютюнів були ідентичними за роз
міром у всіх без винятку видів роду, в тому числі 
Cestrum parqui і Petunia axillaris. Ампліфіковану 
послідовність atpB-rbcL (1047 п. н.) гідролізували 
дев'ятьма рестриктазами (Clal, EcoRI, Dral, Ncol, 
Pvul, Rsal, Sspl, Styly Tagl). Розмір гідролізованих 
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Petunioides 

фрагментів для шести рестриктаз (Dral, Rsal, TagI, 
Clal, Ncol і Pvul) був однаковим у всіх видів. Styl 
гідролізує спейсер хлДНК N. tabacum між atpB і 
rbcL на три фрагменти 680, 252 і 115 п. н. [13]. 
Таку кількість фрагментів мають всі проаналі
зовані види за винятком N. alata і N. langsdorffii. У 
них є додатковий сайт у фрагменті 680. У N. 
sanderae (статевий гібрид між N. forgetiana і N. 
alata), який отримав Сандер на початку минулого 
століття [1 ], відсутній Styl-стт у фрагменті 680, і 
тому цитоплазма N. sanderae може походити лише 
від N. forgetiana. Тоді як N. alata і N. langsdorffii 
близькі між собою види [1] і мають ідентичні 
£ґу/-фрагменти в цій ділянці хлДНК. Малоймо
вірно, що додатковий Styl-сат у фрагменті 680 у 
них з'явився незалежно. Ймовірніше, що їхня ци
топлазма походить від спільного попередника, який 
не міг походити від видів секції Paniculatae тому, 
що суцвіття і квіти диплоїду N. langsdorffii є 



РЕСТРИКТНИЙ ПОЛІМОРФІЗМ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ ХЛОРОПЛАСТНОЇ ДНК 

результатом комбінації секцій Paniculatae і Alatae. 
У N. alata така комбінація відсутня [1 ]. 

Рестриктаза EcoRI має п'ять сайтів у atpB-rbcL 
хлДНК N. tabacum (71 + 250 + 172 + 282 + 32 + 240) 
[13]. Усі види роду мають аналогічні фрагменти за 
винятком N. suaveolens (фрагменти менше 100 п. н. 
не враховували). У N. suaveolens в atpB-rbcL від
сутній сайт між фрагментом 172 і 282 (рисунок, 
доріжка 10). Щоб виключити внутрішньовидовий 
поліморфізм цієї ділянки хлДНК, ми проаналі
зували окремі рослини N. suaveolens, насіння яких 
отримали з трьох незалежних колекцій: в Крас-
нодарі (Росія), Нью-Джерсі (США) і К'ю (Англія), 
і не виявили різниці між ними. Згідно з [І], N. 
suaveolens, N. debneyi і N. fragrans є прямими 
нащадками попередників сучасних австралійських 
видів, які потрапили до Австралії з Південної 
Америки 60 млн років тому. Ці види вважаються 
базовими, в результаті гібридизацій і наступних 
інтрогресій між ними виникла решта австралій
ських тютюнів. З проведеного нами аналізу видно, 
що один з попередників N. suaveolens не є донором 
цитоплазми для австралійських видів. Подібний 
результат отримано нами раніше — мітохондріаль-
ні гени N. suaveolens сохі і сохІІ відрізняються від 
інших австралійських видів, у тому числі і N. eastii 
[14]. Останній вид, за твердженням [1] , є авто-
поліплоїд N. suaveolens, але отримані нами резуль
тати цього не підтверджують. Більшу рацію, на 
наш погляд, має Костов [2 ], вважаючи N. eastii 
(п - 32) природним гібридом між N. maritima (п = 
16) і N. velutina (п = 1 6 ) . Крім того, донорами 
цитоплазми по материнській лінії для австралій
ських видів також не могли бути попередники N. 
debneyi і N. fragrans, оскільки вони мають по 
одному /?ш/-сайту в ділянці trnL-ndhD (на відміну 
від решти видів Австралії) і через більшу подібність 
пластому N. debneyi до американських видів [15] . 
Результати здійсненого нами аналізу не узгоджу
ються з висновками [3] стосовно того, що N. 
plumbaginifolia — донор цитоплазми австралійських 
видів. Дійсно, N. plumbaginifolia причетна до по
ходження N. debneyi і N. suaveolens, але винятково 
як донор частини ядерного геному. Друга частина 
ядерного геному N. suaveolens походить від одного 
з попередників N. acaulis, що належить до секції 
Noctiflorae [16] , тому донора цитоплазми австра
лійських видів треба шукати там. 

Серед 10 рестриктаз, які ми використали для 
гідролізу ділянки trnL-ndhD, лише PvwZ-фрагменти 
були ідентичними у всіх видів. Наявність сайтів 
Есо47І і НаеІІІ відрізняє ампліфіковану ділянку 
видів секції Acuminatae від решти тютюнів. Есо47І 
має 4 сайти в trnL-ndhD на хлДНК N. tabacum 

п. и. 

М 1 2 3 4 5 б 7 Н 9 10 11 

Електрофорез ампліфікованої послідовності atpB-rbcL після гід
ролізу EcoRI: М — маркер; 1 — N. petunioides; 2 — N. ingulba; 
З — N. umbratica; 4 — N. excelsior, 5 — N. gossei; 6 — N. ro-
tundifolia; 7 — N. fragrans; 8 — N. debneyi', 9 — N. eastii', 10 — 
N. suaveolens; J J — N. occidentalis 

(773 + 130 + 264 + 305 + 64) [13] , тоді як в усіх 
видів Acuminatae відсутній сайт між 305 і 64. Дана 
ділянка гідролізується НаеІІІ у тютюну на два 
фрагменти розміром 472 і 1064 п. н. [13] . Види 
секції Acumanatae мають додатковий сайт у фраг
менті 1064 (100 + 964). Дві рестриктази Dral і Sspl 
дають ідентичні фрагменти (699 + 837 і 540 + 649 + 
+ 347 відповідно) у всіх видів за таких винятків: 
перша гідролізує trnL-ndhD N. otophora на три 
фрагменти 200 + 499 + 837, тоді як друга поділяє 
trnL-ndhD N. africana на чотири фрагменти (540, 
199, 450 і 347 п. н.). 

Згідно з первинною структурою хлДНК тютю
ну (сорт Bright yellow 4) , в trnL-ndhD іденти
фіковано два сайти для НраІІ (509 + 901 + 126) 
[13] . Грунтуючись на наших даних, аналогічну 
будову мають майже всі тютюни за винятком 
кількох видів. У N. plumbaginifolia і N. repanda 
відсутній сайт між 509 і 901. На відміну від них 
види секції Acuminatae мають іншу послідовність 
Яра//-фрагментів на даній ділянці хлДНК (510 + 
+ 776 + 250). Додатково у N. pauciflora відсутній 
сайт між 510 і 776, а у N. corymbosa — між 776 і 
250. 

За результатами гідролізу ділянки trnT-trnL 
(773 п. н.) рестриктазою Hinfl (93 + 371 + 9 2 + 
+ 100 + 1 1 7 ) , пластом роду можна поділити на дві 
великі групи. До першої належить N. tabacum, а 
також усі види секції Paniculatae (виняток стано
вить N. glaucd), N. rustica, види секції Undulatae, 
N. sylvestris. Хлоропласти останнього виду успадку
вав культурний тютюн по материнській лінії при 
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гібридизації N. sylvestris з N. tomentosiformis [17]. 
Таким чином, пластом N. sylvestris, який належить 
до секції Alatae, походить від попередників підроду 
Rustica. До другої групи належить решта видів 
роду і відрізняються вони від видів першої групи 
наявністю додаткового сайта у фрагменті розміром 
371 п. н. 

5. / . Komarnytskyy, І. К Komarnytskyy 

Restriction polymorphism of amplified fragments of the genus 
Nicotiana chloroplast DNA 

Summary 

Using the PCR amplification of short regions of the chloroplast 
DNA together with their subsequent restriction digestion, it is 
possible to follow the cytoplasm inheritance during the genus 
Nicotiana development. The data obtained confirmed the cultivated 
tobacco cytoplasm to originate from the Rustica subgenus ancestors. 
Two Australian species, N. debneyi and N. fragrans, have nothing 
in common with the cytoplasm of other species of Suaveolentes 
section of the genus. 

С. И. Комарницкий, И. К Комарницкий 

Рестриктный полиморфизм амплифицированных последова
тельностей хлоропластной Д Н К рода Nicotiana 

Резюме 

Проведение полимеразно-цепной реакции на небольших участ
ках хлДНК с последующим их рестриктным гидролизом по
зволяет проследить за перемещением цитоплазмы табаков в 
процессе развития рода. Полученные результаты подтвер
ждает тот факт, что цитоплазма культивируемого табака 
унаследована от предшественников подрода Rustica. Два ав
стралийских вида N. debneyi и N. fragrans не имеют ничего 
общего с цитоплазмой остальных видов секции Suaveolentes. 
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