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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми.' На. основі досягнень біохімії і моле­
кулярної біології за останні два десятиліття сформувалися прин­
ципово нові уявлення про огранізацію і еволюція геному еукаріот. 
Так, бали детально описані "стрибаючі гени” (зокрема - у куку­
рудза) [Хесин, 19Б4; Финнеган и др., І98ЄЗ, обгрунтовані уявлен­
ня про неканонічні функції ЛИК (“скелетна" ДНК [Cawaiіer-Saіth. 
1932]', "егаістична" і "сміттєва" ДНК ЕДуллитл. 1986]), запропо­
нована теорія нейтральності {Кимура, 19851. Було доведено, що 
геном знаходиться у стані постійного спонтанного поновлення на­
бору складаючих його прінукле.тидних послідовностей (зокрема - 
тих, «о повторяються: ПП) в результаті періодичних циклів де-
лзцій/ампліфікацій [Flave 11. 1984: Флейвелл, і990], Наслідком
цього "кругообігу" ДНК і зв’язаного з ним Феномену узгодженої 
(концертної) еволюції е існуванню так знаного еволюційного “мо­
лекулярного двигуна" [Dover et al.. 1986]. Проте, наявні ево­
люційні теорії в основному грунтуються на генетичних уявленнях, 
що склалися ще в середині століття [Четвериков, 1926; Найр, 
1980]. Зокрема, недооцінюється значення для еволюції особливос­
тей організації і мінливості геному [Dover et al., 1986].

Характерною рисою еволюції покритонасінних рослин tr зв’язок 
видоутворення з перебудовами каріотипу (ало- та автополіплоідія, 
анеу- та гаплоїдія, [Грант, 1984: Готмлак, 1985]. Але ці явкаа 
все ще не отримали гідного пояснення в рамках існуючих ево­
люційних концепцій [Воронцов, 1980; Солбриг, 1982].

До початку нашої роботи були наявні лиже окремі дані про 
особливості організації і функціонування геному у віддалених
гібридів рослин. Молекулярно-біохімічні основи анеуплоїдії 1
гаплоїдії були такої практично не вивчені. Взагалі, робіт, в 
яких цілеспрямовано еивчався б взаємозв’язок мів молекулярною і
хромосомною еволюцією все ще дуже мало, хоча їх теоретична і
практична важливість не викликає сумнівів.

В зв’язку зі сказаним вище метою роботи било вивчення моле­
кулярно-біохімічних передумов і наслідків каріотипічноі еволюції 
у рослин (зміна рівня плоідності, кількості і морфології хромо­
сом). В ході роботи вирішувалися такі експериментальні завдання:

1. Вивчити вплив зміни рівня плоідності на синтез РНК і 
білків у кукурудзи:
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2. Дослідити взаємозв'язок між евслвціею ПП і перетворенням 
хромосом (зокрема - в зв’язку з анеуплоїдією ! алополіплоідіею) 
для груп рослин, «о різняться характером еволюції каріотипу (ро­
ди N і cot і апа і Prunus):

3. Вивчити організацію, рівень мінливості і характер успад­
кування рДНК при міявидовій гібридизації у Nicotiana і Prunus;

4. Провести визначення нуклеотидних послідовностей ВМС рДНК 
диплоідних батьківських видів Jl.sylvestris і N.to^entosiforsis і 
співставити їх з послідовністю ВИС дочірнього алотетраплоідного 
N.tabacuB.

Наукова новизна і практичне значення роботи. На основі 
порівняльного вивчення рослин різного рівня плоідності показано, 
«о інтенсивність синтезу РНК і білків знивуеться при збільшенні 
плоідності. Отримані результати підтвердіують гіпотезу, згідно 
якої визначальне значення має співвідношення об’єму ядра і плоці 
його поверхні.

Проведено вивчення ступеня дивергенції ПП у 'представників 
род. Solanaceae і Rosaceae (роди Nicotiana, Prunus і споріднені 
роди к  Встановлено, цо в еволюції роду Nicotiana процеси онов­
лення наборів ПП протікали з високою швидкістю, а в роді Prunus
- з низькою. Інтенсивність делецій/ампліфікацій пов’язана з пе­
ребудовами каріотипу, а саме - числа і морфології хромосом. По­
казано, цо при рівні гомології ПП 75% і вице мошливе міввидове 
схрещування на диплоідноиу рівні (рекомбінаційне видоутворення). 
При нивчому рівні подібності наборів ПП мовливе одержання тіліки 
алоплоїдних гібридів. ПП предкових видів піддаються перебудовам 
в геномі алоплоїдних гібридів.

Вперше здійснено детальне рестриктне картування рДНК 32 
видів родів Nicotiana, Petunia, Solanum, Datura, lycium, Prunus. 
Показано, цо у вивчених групах спостерігається істотня різниця 
за доввиною ВМС, цо пов’язано з різною кількістю субповторів. 
йна/із мовливих причин, цо визначають характер мінливості ВМС за 
доввиною, показав, цо його збільшення в процесі еволюції не мало 
адаптивного значення, але було пов’язано з посиленням процесів 
ампліфікації при перебудовах каріотипу, У алоплоїдних гібридів 
виявлені три варіанти успадкування рДНК: а) зберевення рДНК обох 
батьків (Nicotiana, Prunus); б) зберевення рДНК одного з батьків 
і елімінація рДНК іншого (Prunus); в) поява нового варіанту рДНК 
внаслідок перетворення рДНК одного з батьківських видів 
(Nicotiana).
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Методами геносистематики уточнені Філогенетичні зв’язки і 
таксономічний статус для Nicotiana і Prunus, підтверджені гіпоте­
зи про алоплоідие походження N.tabacua, Р .donestіса, P.cerasus.

Вперае проведене розшифровування нуклеотидних послідовнос­
тей ВМС рДНК N.LonenLosiformis і N.sylvestris (ці послідовності 
зареєстровані в міжнародних комп’ютерних базах даних (EHBL, 
GenBank and ODBJ Nucleotide Sequence Databases під No X7G055 та 
X7B0S6), Комп’ютерний аналіз розшифрованих послідовностей пока­
зав. во у BMC рДНК N.tonentosiforais і N.sylvestris є по сім об­
ластей, кожна з яких має видомецифічні структурні особливості і 
різниться від інших швидкістю молекулярної еволюції. У ВМС рДНК 
Nicotiana знайдено 4 типи субповторів. запропонована схема їх­
ньої еволюції. Показано, що міжвидова ьізниця за довжиною ВМС в 
основному пов’язана із кількістю субповторів в областях II і VI, 
Проведений комп’ютерний пошук можливих вторинних структур у ВМС, 
який показав, що існування шпилькових структур найбільш імовірне 
в транскрибованій частині спейсера. Встановлений компенсаторний 
характер нуклеотидних замін, що сприяло збереженню шпилькових 
структур в процесі еволюції. Майже всі сім областей ВМС 
Nicotiana демонструють гомологію з відповідними пілотками ВМС 
інших представників родини Solanaceae. Це дозволяє говорити про 
спільність принципів організації рДНК в цій родині. Показано, «о 
T1S (послідовність TflTflTfifl&fiCSGQ) практичні) ідентичний у всіх 
вищих рослин; у представників родини Solanaceae значна 
подібність виявлена і для послідовностей, яо оточують TIS.

Вперже детально вивчено успадкування рДНК у природного 
алопл^ідного гібриду (N.tabacua) з достовірно встановленими 
предковими видами с N . t.o»ient os і f оги і s і N.sylvestris). Показано, 
що у гібриду збереглася рДНК. успадкована від N.toaentosifor- 
rais. імовірною причиною чого є великий розмір ВИС. В подальвому 
ця рДНК піддалася ряду перетворень, пов’язаних з делецією части­
ни субповторів в зоні II і ампліфікацією - в зоні 01.

Одержані результати можуть бути використані в дослідженнях 
по вивченню організації, експресії і еволюції геному, видоутво­
рення, систематики і таксономії вищих рослин, а також - при чи­
танні курсів лекцій з біохімії і молекулярної біології. Застосо­
вані методики успішно використовуються при виконанні кандидат­
ських дисертацій, дипломних і курсових робіт, а також при прове­
денні практичних занять на кафедрі біохімії Чернівецького 
університету.
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Оснсвні полонення, що ииносяться на захист: І) молекулярна 
еволюція пов'язана з каріотипічною: зміни хромосомного апарату
приводять до прискорення перебудов геному на річні ДНК. а саме - 
до інтенсифікації ампліФікацій-делецій послідовностей, цо повто­
ряються; 2) Молекулярно-біохімічна еволюція е невипадковою: вона 
гг. дкоряється певним закономірностям, що випливають з особливос­
тей організації геному рослин. Ці особливості організації геному 
слід розглядати як важливий внутрішній еволюційний фактор.

Апробація роботи. Основні результати дисертації були пред­
ставлен! на XX конгресі FEBS (Будапешт. 1990): U1 Європейському
конгресі по б і о технолог 1 і (Флоренція. 1993); Конгресі австрійсь­
ких біохімічного 1 генетичного товариств (Відень, 1993); робочій 
нараді "Сучасні перспективи молекулярної біології рослин" (Га- 
терслебен, 1S34); Всесоюзних і Українських з ’їздах біохімічного 
(Москва. 1986; Київ,- 1992 ) 1 генетичного (Москва, 198?: Полтава, 
1992) товариств; міжнародних, всесоюзних і українських конфе­
ренціях, симпозіумах і наукових иколах (Москва, 198?, 1830; Ки­
їв. 1994; Санкт-Петербург, 1992; Мінськ, 1986, 1990: Тбілісі. 
198?;' Харків. 1987; Чернівці, 1983. 1991, 1993, 1994; Дніпропет- 
р О Е Ь с к ,  1987; Уфа, 1987, 1989, 1991; Чебоксари. 1990: Саратов. 
1994; Уігород. 1989; Пуиіно-на-Окє, 1991; Канів. 1984).

Публікації. Основні результати дисертації викйадені в 22 
журнальних стагттях і 44 тезах конференцій,

Стоиктчра та вб’єм роботиі Дисертація складається із всту­
пу, огляду літератури, методичної частини, результатів і їх об­
говорення, заключения, висновків, списку літератури (45? джерел) 
та додатку. Робота викладена на 299 сторінках, містить 2) табли­
цю та 48 малюнків.

МЕТОДИЧНІ ПІДХОДИ ДО ДОС/ІІДЯЕНЬ

Поліплоїдія в природі, як правило, пов’язана з міяеидовсю 
гібридизацією [Грант, 1981 ], ад перешкоджав вивченню її в "чис­
тому" вигляді. Зручною моделлю для оцінки ефектів, пов’язаних 
тільки з поліплоїдією, виявились гаплоїдні (Гп-1, Гп-63, Гп-76) 
та похідні від них автодиплоідні (ПІЛ-і, (Д-і), ГП/1-63, (Д-63).
ГПЛ-76 (Д-76)). високогомозиготні форми кукурудзи. Для оцінки 
впливу гетерозиготності на досліджувані параметри були також 
дослідвені гібриди (Гб-1, Г6-63, Гб-76), отримані в результаті
запилення автодиплоїдір.гаплоіндукуючим маркером ЗМС і райокова-
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ний гетерозисний гібри- Буковинський НТВ. Гаплоїди виявляли ме­
тодом генетичного маркув.і іня в сухих зернівках [Тырнов, 1984),

Для вивчення можливого взаємозв’язку мі» хромосомною і мо­
лекулярною еволюцією об’єкти досліджень повинні задовільняти ря­
ду вимог. (1) У досліджуваних групах повинна бути поширена ало- 
илоідія, причому по можливості повинні бути відомі потенційні 
батьки природних гібридів; (2) Б однієї з порівнюваних груп по­
винна бути присутня анеуплоідія (бажано у формі ряду з декількох 
хромосомних чисел), тоді як в д р у і й  групі анеуплоідні форми по­
винні бути відсутніми. Групами; що задовільняють цим вимогам ви­
явились роди N і cot і апл і Prunus: перший з них е прикладом групи
з активною хромосомною еволюцією, тоді як ц другого хромосоми не 
зазнавали Істотніх перебудов (Федоров, іЭ691. Було досліджено 
слідуючі види: N.tomentosiforciis Goodsp.. N.otophora Grіseb.,
N.tabacum L.. N.alata Link et Otto. N.langsdorffі і Неіпя., 
N.longiflora Cav.. N.plumbaginifolia Uiv., N.sanderae hort., 
N.syivestris Speg. et Cones, N.glauca Grah,, N.knigtiana 
Soodsp., N.paniculata L., N.solanlfolla Halp., гібрид N.tabacum 
x N.glauca, Petunia hybrida. Solatium tuberosum L., S.nigruu L., 
Datura innoxia Hill., D.straacniu® L., Lycium halinifoliu« 
Mill., Prunus armeniaca L. (сорт Красноцокий і несортова форма 
Яердель), P.aviu« L. (сорт Бігарро Франц Иосиф 1 дика форма), 
P.fruticosa Pall,, P.tomentosa Thunb,, P. ceragus L. (сорта Гр і - 
от Остгеймський і Ііпанка краснокутська). P. laurocerasus L. 
P.padus L ., P.grayana Maxim., P.perslca L. (сорт Пам’яті Шевчен­
ка). P. cerasifera Ehrh. (дві здичавілі несортові форми), P. 
domest^ca L. (сорти Угорка звичайна, Йнна Іпет і Ренклод жовтий) 
і P.spinosa L.. Malus domestica (сорт Джонатан).

Оскільки при автоплЗідії структурних перебудов в геномі не 
відбувається, то для вивчення наслідків цього явииа впімено бу­
ло звернутися до оцінки змін у функціонуванні геному. Зокрема, 
досліджувалися процеси синтезу РНК і білків, Цо ж стосується 
алоплоідії 1 знеуплоідії, то в цьому випадчу ми, навпаки, зосе­
редили свою увагу на дослідженні перетворень в геномі на струк­
турному рівні.

Вивчення інтенсивності синтезу білка оцінювали за включен­
ням міченого 14-С-лейцину. Цитозольні білки виділяли з другого 
листка паростків за описаним методом ІД^щанов и др., 19811 з не­
значними модифікаціями ІСкоупс. 1945).

f вивчення поліморфізму цитозольних__білків останні



- б -

розділяли на 3 Фракції вляхом висолювання сульфатом амонію, з 
наступним розділенням повної фракції іонообмінною хроматографією 
на мікрокслонці з аніонпобмінннком "Servacel1-DEtiE 32” tОстер- 
ман, 1985].. Білки к о ї н о і  підфракціі розділяли методом 
SDS-ДИск-йяектрофореза ПАЙГі [Laemra1 і. 1370].

Поліморфізм амінотрансферази, пероксидази. супероксиддисму- 
тази та неспецифічної есТерази вивчали методом диск-електрофоре- 
зу в ПййГі з подальшою ідентифікацією ізоферментних форм за за­
гальновідомими методами [Маузр і972. Гааль и др., 1982].

Інтнсивність синтези РНК в паростках кукурудзи оцінювали 
по включенню З-Н-уридину з подальвим виділенням РНК і визначен­
ням питомої радіоактивності. Виділення яРНК, тРНК та рРНК прово­
дили згідно з методами, описаними в літературі [Das et al., 
1990; Булко, 1986; Борисюк и др., 1989],

Підрахунок радіоактивності проводили на сцинтиляційному 
Лічильнику "БЕТА-1". Математична обробка експериментальних даних 
виконувалась за методом варіаційної статистики (Маслов, 1976], 

Для вивчення дивергенції ПП виділяли ядерну ЛИК. [Нактинис 
и др., 1977; Мировниченко и др., 1988). Для її очистки викорис­
товували хроматографію на колонках з сефарозою 1 на гідроксиапа- 
титі (ГАЛ) [Britten, Davidson, 1971; Lurquin et al. 1975].

ДНК Фрагментцвали за допомогою ультразвукового дезінтегра­
тора [Britten et al.. 1974; Петров, 1980], Розмір фрагментів 
визначали Методом електрофорезу у агарозному гелі. З-Н-мічену 
ДНИ отримували методом "нік"-трансляції [Маниатис и др.. fi84], 

Реасоиіаиію та молекулярну гібридизацію ІНК проводили при 
стандартному температурному критерії за описаними методиками. 
Для розділення одно- та двонитчатої ДНК використовували Хрома­
тографію на ГАП [Britten et al.. 1974; Петров, 19001.

На основі отриманих результатів будували дендрограми, во 
відобравали подібність мів вивченими видами. Для цього викорис­
товували Пакет програм "РНУІЛР" (версія 3,2).

Для картування pfltiK використовувала рестриктази Eco R1, Есс 
Rtf, Вав НІ, ХЬа I, Hind III, Dra 1. Розщеплення ДНК рестриктаза- 
ми, розділення продуктів гідролізу електрофорезом в агарозному 
гелі, перенесення фрагментів ДНК на капронові фільтру та їх 
гібридизацію з міченими зондами проводили за описаними методами 
[Маниатис и др.. 1984, Дэвис и др., 1984].

В якості молекулярних зондів використовувалися 1BS-рГ НК. вбо 
25S-pPHK кукурудзи або і клоновані Eco RI фрагменти генів рРНК



Arab I dops і s thaliana [(aruendler et al., 19911. Для виділення pe- 
комйінантних плаямід викиристовували метод лужного лізису ІМани- 
атис и др.. 1984].

Клонивання послідовностей ВМС рДНК Nicotiana проводили в 
полілінкері плазміди Bluescript SK(+) по сайтах Eco RI і Xba 1. 
В експериментах використовували лінів клітин E.coli Sure. Транс­
формацію E.coli проводили з використанням хлористого кальцію 
[Мэниатис и др.. 19843. Скринінг колоній трансформантів здійсню- 
вали методом гібридизації на^чамках [Маниатис и др., 1984]. В 
якості зонду використовували мічену 32-Р клоновану З’-кінцеву 
ділянку рДНК ft,thaliana ISruendler et а!.. 19911. З відібраних
колоній виділяли рекомбінантні плазміди і визначали в них розта- 
иування сайтів впізнавання рестриктаз, використаних раніше при 
рестриктному картуванні. Для остаточної ідентифікації клонів, що 
містять ВМС, проводили сіквенування кінцевих ділянок вставки.

Сіквенування проводили дідезокси-методом з ДНК-полімеразою 
Т7, використовуючи набір Фірми Pharaacia-LKB. Продукти реакції 
розділяли електрофорезом в денатуруючих умовах в ПААГ ІМаниатис 
и др., 1984]. Одержану інформацію аналізували за допомогою 
комп’ютерних програм DNASIS і PC-Fold.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДВЕНЬ ТЙ IX ОБГОВОРЕННЯ

СИНТЕЗ РНИ ТЙ БІЛКІВ У РОСЛИН РІЗНОГО РІВНЯ ПЛОІДНОСТІ

Аналіз літератури показав, що відмінності за морфо-фізіо- 
логічнйми особливостями рослин різного рівня плоідності можуть 
бути пояснені як наслідок зміни розмірів ядра клітини та 
співвідношення площі його поверхні до об’єму. Але відносно особ­
ливостей метаболізму такого ж висновку однозначно зробити немок- 
ливо. Зокрема, в літературі нами не було знайдена даних «одо 
порівняльного вивчення синтезу РНК або білків у рослин різного 
рівня ПЛ01ДН0*ТІ.

Порівняння двтодиплоідних та гібридних форм з гаплоїдними 
показало значн" перевагу останніх по інтенсивності синтезу всіх 
Фракцій РНК (табл. 1): рівень включення З-Н-уридину у гаплоїдних 
Форм був в 1,5-2,6 вищим, ні» у диплоідниХ. В той не час у дип- 
лоідних форм інтенсивність синтезу РНК знаходиться приблизно на 
однаковому рівні незалежно від ступеня гетерозиготності.

Також встановлено (табл. 2), що у гаплоїдних фори рівень
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Таблиця і.
Включення З-Н-уридина (Імп/хв/мкг РНК) у РНК 
паростків кукурудзи різного рівня ПЛОЇДНОІТІ

Форми
КУКУРУДЗИ яРНК РРНК тРНХ

Гп-76 3062+350 362+41 300+23
Д-76 1800+175 153+16 141+13
Г6-76 1546+155 192+17 204+26

.

ГП-1 2944+201 348+29 284+27
Д-1 1472+125 195+17 163+15
Гб-1 1178+120 147+12 113+9 І

J Буко^ ький 1472+121 139+11 125+10

Таблиця 2
Інтенсивність включення 14-С-лейцина в білки 

гаростків кукурудзи різного рівня плоідності (М+«, п=4)

Форми
кукурудзи

ІМП/КВ
на мг білка

ГП-! 4 6 6 + 1 1
Д-1 405 + 10
Г6-1 344 + 25
ГП-76 411 + 15
Д-76 357 + .11
Гб-76 368 + 13
ГП-63 4 2 0 + 1 6
Д-63 3 5 0 + 1 1
Гб-63 339 ♦ 18

БУК ^И|£ЬКИ Й 376 + 37

Примітка! В табл. 1 та 2 наведені -Гвредні значення для 5 - 7 
незалежних дослідів. Різниця мів гаплоїдами та диплоїлами
достовірна (Р < 0,05).

-  в -
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включення 14-С-лейцині; у цитозольні білки на 15-20 V. вищий, ні*
И диплоідних. Мияливоя ..ричимо», що впливає на рівень включення 
14-С-лейцину. могла би бути різниця у амінокислотному складі 
білків. Але раніше було встановлено ІМебрак и др., 1976], що у 
дослідвених нами формах кукурудзи відмінності у вмісті окремих 
амінокислот (зокрема - лейцину) є незначними.

Іншою причиною, що могла би впливати на інтенсивність вклю­
чення 14-С-лейцину є різниця у вмісті окремих білкових фракцій 
цитозолю у рослин з різною плоідкістю. Тому на наступному етапі 
роботи було проведемо вивчення' поліморфізму цитозольних білків у 
форм кукурудзи різного рівня плоідності. Одервані денситограми 
електрофоретичного розділення цитозольних білків листків показа­
ли, що автодиплоіди мають здебільшого такий самий набір білків, 
що і гаплоїди, хоча в ряді випадків при зміні рівня плоідності
була виявлена різниця в 1нтесивності забарвлення в білкових
спектрах і навіть поява (або зникнення) окремих смуг.

Крім того було проведено вивчення поліморфізму деяких фер­
ментів, а саме - амінотрансферази, супероксиддисмутази, перокси- 
дази і неспецифічної естерази. й більшості випадків ізофепментні 
спектри гаплоїдів та відповідних автолиплоїдів були ідентичні: 
лише для пари Г-76 - Д-76 було знайдено незначну різницю у на­
борі ізоформ естерази.

Отеє, відмінності в амінокислотному чи фракційному складі 
не мовуть істотно впливати на інтенсивність включення міченого 
попередника в цитозольні білки у форм кукурудзи різного рівня
плоідності. Та к и м чином, збільшення рівня плоідності веде до 
знищення інтенсивності синтезу РНК та цитозольних білків. Причо­
му ступінь гетерозиготності суттєвого впливу на ці процеси у 
дослідяуваних нами форм кукурудзи не виявляє,

В літературі Існує думка [Cava 1 іег->шіth, Н82; МсКеу, 
19871. що відмінності в метаболізмі рослин при переході на інший 
рівень плоідності обумовлені зміною швидкостей транспорту та ди­
фузії речовин які пов'язані зі змінами розмірів і співвідношен­
ня поверхні та об’ємів клітин (ядер). Основну роль тут повинен 
грати транспорт високомолекулярних сполук - іРНК або регулятор­
них білків. Отримані нами результати узгоджуються з такими уяв­
леннями 1 свідчать, що відмінності в інтенсивностях синтезу РНК 
і білків визначаються самим фактом зміни рівня плоідності.
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ЕВОЛЮЦІЯ КЙРІОТИПУ І ДИВЕРГЕНЦІЯ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ. ЩО ПОВТОРЮЮТЬСЯ

В природі [Грант, ІЭ80], як правило, зустрічаються алспло-
ідні форми, що містять в одному ядрі предкові геноми різних 
батьківських видів. Тому на наступному етапі даслідвень було 
вивчено особливості організації ПП в зв’язку s алоплоїдіею та 
іншими Фермами хромосомної еволюції, зокрема - в зв’язку я ане- 
уплоідіею. Для вирішення цього завдання був використаний метод 
молекулярної гібридизації. Визначались два параметри: (а) рівень 
гібридизаці. та С б) температура плавлення гібридних дуплексів.

Аналіз отриманих результататів та співставлений їх з літе­
ратурними даними для інших груп покритонасінних рослин [Кашева­
ров и др... 1982; Flavell et al.. І.980І дозволяє ствердь,увати, що 
для роду Nicotians характерна висока швидкість мінливості на­
борів ПП - мінімальна подібність в меиах роду становить лише 
45-502. Найвища швидкість оновлення наборів ПП виявлена для 
видів секції fllatae роду Nicotiana. видоутворення яких було 
пов’язане з анеуплоідіею. Мало місце не тільки зникнення ряду 
"старих" родин ПП. але і поява "нових". Таким чином, анеуплоідія 
мала істотне значення для молекулярної еволюції у Nicotiana,

Дослідження подібності ПП для видів роду Prunus показало, 
що в більшості реакцій між ДНК представників різних підродів 
кількість г омологічних ПП була 60-80/!,‘а негібридних видів одно­
го підроду (Cerasus, Prunus та Padus) - 80-952. Таким чином, рід 
Prunus є групою, що має відносно мало мінливі ПП.

На величину рівня гібридизації ДНК перш за все впливають 
делеції і ампліфікації послідовностей, тоді як термостабільність 
гібридних дуплексів відображає накопиченням нуклеотидних замін 
(точкових мутацій) в процесі молекулярної дивергенції видів, 
Співставляючи взаємозв’язок між цими двома параметрами, можна 
судити про характер єволюції ПП в різних групах рослин. Для цьо 
го ми побудували відповідні криві регресії (мал, 1). Найбільш 
достовірно взаємозв’язок и 1 ж рівнем гомології і термо 
стабільністю гібридних дуплексів відображала логарифмічна за 
ленність: у-й+В1в(х)+С1н (х), де х - йТнл,, а у - рівень гомо­
логії. Привертає увагу, що крива для роду Nicotiana преходить 
помітно вище такої для роду Prunus.- Іншими словами, при однако­
вому рівні накопичення нуклео'тидних замін рід Nicotiana маг мен­
ший г.тучінь МІЖВИДОВОЇ ГОМОЛОГІЇ ПП порівняно з родом Prunus. Це 
озндчнк, во в еволюції І1П в роді Nicotiana елімінація і

I



- П1 -

Мал. і. Криві регресії, що відобрамавть взаємозв’язок мів оТпл. 
(відкладено по осі ОХ) та рівнем відносної гібридизо- 
ваності (відкладено по осі 0Y) и дослідах по молеку­
лярній гібридизації: і - рід Nicotiana, 2 - родина
Аріасеае [Вальехо-Роман и др., 1979; Антонов, І98ВІ, З
- рід Iris ІБеридзе, 198В1, 4 - рід Prunus, 5 - рід 
Achillea [Кашеваров, Антонов, 19821.
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ампліфікація займали значне місце, тоді як геноми видів роду 
Prunus переважно не зазнали різких делецій-ампліфіііацій ПП.

Виходячи з даних, що є ц літературі [Беридзе, 1966; Antonov 
et a l .. і487], нами були також побудовані к р и в і  регресії для 
декількох інших груп рослин, а саме - родів Iris, Achillea та іх 
родичів, та для представників род. Аріасеае (мал. і). При 
співставлені цих кривих з отриманими на основі наших експери­
ментів, можна зазначити, що інтенсивність процесів дє- 
лецій-ампліфікацій була висока у Iris і у Аріасеае. Хід кривих 
регресії дл* цих двох груп наближається до такого для Nicotiana, 
Навпаки, в молекулярній еволюції Achillea, як у роду Prunus, де­
лец! і-ампліфікації не грали такої істотної ролі.

Що спільного у родів Nicotiana. Iris і представників род. 
Аріасеае з одного боку, і родів Prunus і Achillea,, з другого? 
Співставлений характеру хромосомної еволюції в цих групах пока- 
зчє, чо в багатьох з вивчених родів Аріасеае. а також - у 
Nicotiana і Iris є велика різноманітність хромосомних чисел, 
пов'язана з анеуплоїдіею. З іншого боку, у Ach’llea і Prunus ми 
знаходимо стабільність основних хромосомних чисел [Федоров;
19691. Таким чином, мояна припустити, що найбільш відчутно онов­
лення наборів родин ПП відбувалися в групах рослин, для яких ха­
рактерна каріотипічна різноманітність.

Вважається [йуковский, і97і; Goodspeed, Thompson, і9591, що 
N.tabacum (2п=4х-4й) виник в результаті спонтанної гібридизації 
N.sylvestris (материнська форма - 2п=2х-24) і одного з видів 
секції Tomentosae - N.tomentosifornis або N.otoptiora (батьківсь­
ка форма - 2п=2х = 2 4 ). Отримані на-,и дані свідчать, що ПП 
N.tahacum (нлыи подібні до ПП N.tomentosiformis. ні* N .otophorз._

Серед вивчених нами видів роду Prunus два - P.do.nestica і 
P.cerasus - мають гібридне походження. Вважається [Нуковский. 
і97і: Рыбин, і967}, що гексаплоідний геном P.doaestica містить
чотири иабори хромосом терну P.spinosa і два набори - аличі 
P.cerasifera. а культурна вишня P.cerasus виникла в результаті 
об’єднання двох геномів P.avium і двох - P.fruticosa, Результати 
молекулярної гібридизації ПП підтверджують ці гіпотези.

В експериментах з використанням в якості реперу мічеіґйх ДНК 
батьківських видів було виявлено* що N .tabanum успадковує не 
весь генетичний матеріал батьків: елімінується близько іІХ ПП
кокноги J гихідних диплоїдів (табл. 3). Аналогічна картина спо- 
с т е р і г а - т с я і для роду Prunus: в геномах алоплсїдів можуть бути
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Таблиця 3.

Гібридизація ПП ДНК представників різних секцій (І) 
та представників секції fllatae (II) рода Nicotiana. 
ft - термостабільність ('С) фрагментів нативноі ДНК, 

використаної для мічення;
Б - відносна гібридизованість (X);
В - Т пя. І’С) гібридних дуплексів ПП ДНК.

(і)

Джерело
Джерело неміченоі Д К

міченої
л к

A
N. tabacum К  otophora

N. tonento- 
siformls

N. ЗУІ- 
vestns

a  eiauca

Б В Б В Б В Б В Б В

N. гаьасші 88, 3 100 74,7 76 72,6 82 73,4 91 74, 1 — —
N. otophora 87,0 85 73,5 100 74,3 95 74,3 63 71,9 45 71, 3
N. tormmtosl- 
formls

87, 1 89 74,4 93 74,4 100 75,4 63 72,4 55 71,7

N. sylvestrls 88,2 90 74,9 49 71,8 49 71, Т 100 75,0 66 72, 3
N. eiauca 88,5 82 74,7 39 71,7 41 72,0 77 74.4 100 80, 5

Ш )

Джерело
міченої
ДНК

Джерело НЄМІЧЄНОЇ ДНК

A N. longl­

flora

N. Plum- 
baeini- 
folla

№ san- 

derae
паї ata

N. langs- 

dorffll

N. sylve­

strls

Petuma

hybrlda

Б В Б В Б В Б В Б В Б В Б В

N. longlflora S’7, 7 100 76,6 93 75,5 70 74,9 — — 70 75,2 48 71,6 - —

N. plunfcael- 88,0 — -- 100 79,6 94 79,5 73 79,0 71 78. 3 52 75,9 9 70, 1
|nifom 
N. alata t 87,9 _ _ 100 78,9 ICE 79,3 100 79,9 97 79,0 75 76,8 _
N. langsdor- 88,0 — — 89 79,0 94 79, 1 73 78,0 100 79,2 68 76.8 - —
I m i
N. sylvestrls 88, 1 57 73,7 57 73,9 70 74, 3 70 74, 1 94 74.4 100 74,8 9ч
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Таблиця 4
Гібридизація ПП ДНК представників різних подродів (І) та 
представників підродів Cerasus та Padus (II) родц Prunus 

й - термостабільність С'С) фрагментів нЬтивної ДНК.
використаної для мічення;

Б - відносна гібридизованість Ш '
В - Т пл. ( ’С) гібридних дуплексів ПП ДНК.

(і)

Джерело

ніченої
ДНК

Джерело неміченоі ДНК

А Р. агпв-

nlaca

P. aviura 
(Франи

ЙОСИП)

P. іаиго- 

cerasus
P. padus

Р, РЄГ- 

зіса

P. SP1- 

іюза

М. dome- 

stica

Б в Б В Б В Б В Б В Б В Б В

Р. гггаепіаса

P. avium

P. lauro- 
сегазиз
ІР. padus

|р. persica

ІР. spinosa

вв. г

86.4
86.5

85,1
87,9
85.4

100
ТЗ

**
83
Т4

84,0 
ТЗ, 1 
T9, 8

Тб, 8 
80,3 
80,6

80
100
67

ЗО
те

ТТ.

79,9
80,4
79.6

77,3
78,8
78.7

65
71
100

70
64
64

81,6
71.4 
81,7

75,'2.
79.5 
75,9

79
81
65

100
75
60

81,8
73.6 
80,5

80, 5 
79, 1
77.7

58
73

54
100
68

ТО. 4 
80,9

73,8 
85, 1 
78. 6

55
78
68

Ч
70
67
100

81,4 
78,0 
80, Т

76.3 
79,8
84.4

25
33

зо

зо

34

68,5
80,0

77.0 
82, 1
81.0

І

(II)

г - .. —
ДЮ9РЄЛ0 Джерело НЄМ1ЧЄН0І Д Я

ніченої
А P. avium P. avium P. ce­ P. fru­ P. tomen- Р. (гга-

д * (Френд (дика Р, PadUS
Йосип) ♦орна) rasus tlcosa tosa •апа У

Б В S В Б В Б В Б В Б В Б
6 1

P. avium 86, 4 100 80,4 93 ео, 3 95 80,2 88 79,2 84 75, J 81 73,6 — -
P. cerasus ЄЄ, 1 99 вг. 6 96 ві, 4 100 83,3 91 вг.з 78 80.1 —  І
Р, frutlcosa 84, 1 96 74. Т 93 74.9 99 75,2 100 75. 1 70 72,5 65 70,7 -- —  1
P. padus 85, 1 ео 77,9 75

(•'
77,2 — — 74 78, 1 69 78,9 100 80,5 93 80, 21
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відсутні до 8Х ГЩ батьківських форм (табл. 4). ;
Можна висловити припущення, цо часткова елімінація 

послідовностей ДНК батьківських видів необхідна для успішного 
Формування алополіплоідного гібриду, оскільки приводить до 
збільшення подібності вихідних геномів. На нашу думку, це мпшїі 
бути необхідно для узгодженої роботи батьківських геномів в ме­
жах одного клітинного ядра. В такому випадку подібність ДНК 
вихідних видів може бути одним з факторів, що полегшують форму­
вання гібридів.

В природі гібридизація відбувається як на диплоїдному 
рівні, так і з переходом на більш високий рівень плоідності. 
Відомо ко, у тютюнів для близьких видів можна отримувати плодючі 
гібриди на диплоїдному рівні [Понерт. 1979 ; Грант, 1984]. Згідно 
з нашими даними, такі види мають в геномах 75-1002 гомологічних 
ПП. У Prunus також порівняно легко вдаються схрещування між 
близькими видами [Жуковский, 197П. За нашими даними, така ситу­
ація спостерігається для форм, що мають рівень гомології ПП 
приблизно 80-10Q/C. При більших дистанціях - 80-80/! гомології - 
отримати в результаті схрещування нормальні рослини важко. Скла­
дається враження, що при рівні гомології нижчому. ні* 75-80И 
схрещування на диплоїдному рівні навряд чи можливе. Гібриди, як 
правило, нежиттєздатні, стерильність пилку висока, насіння має 
низьку схожість [Жуковский, 197і І. В цьому випадку успіх можи 
бути досягнутий при підвищенні рівня плоідності і формуванні 
алоплоідної форми, як -це мало місце в природі стосовно 
N.tabacus, P.donestica і P.cerasus.

Яка мінімальна подібність геномів батьківських форм не­
обхідна . дл« отримання алополіплоідного гібриду? Найменша 
подібність, відома на сьогодні,- встановлена нами для "батьків" 
культурного тютюну - 50-60% гомологічних послідовностей.-Згідно 
нашим даним, рівень гимології ПП у томату L.esculentus I кар­
топлі S.tuberosum складає близько 40 У., В гай іе час вважається, 
що отримання гібридів між представниками цих двох родів цілком 
можливе [O’Connell, Hanson, І986І.

ОРГАНІЗйЦІЯ І ПОЛІМОРФІЗМ рДНК РОСЛИН

Наведені вище експерименти проводились на всій фракції ПП. 
Але для того, щоб зрозуміти молекулярні механізми, що лежать в 
основі перебудов геному, необхідно дослідити еволюцію окремих



його дШ.нок, Зокрема постає питання: чи буде взаємозв’язок-мі* 
каріотипічнсj та молекулярною еволюцією, виявлений нами рля ос- 
н.вної маси ПП. спостерігатись і для І1П, виконують добре 
відохі функції і знаходяться під контролем добору?

Для прояснення цього питання було досліджено організацію 
р^НН в родах N і соt і ana та Prunus, оскільки рДНК є зручною модел­
лю для вивчення молекулярної еволюції та таксономії рослин 
[Rogers, Baniiich, 1967: Ні 1 сох 'et аі.. 1992]. Особлива роль р/ІНК 
при віддаленій гібридизації була продемонстрована ще М.Навашиним 
[Nav^shіп, 13271, який відкрив явище ядерцевого домінування.

Першим етапом у вивченні рДНК було рестриктн§ картування 
(кал. 2), Встановлено. що у досліджених нами видів локалізація в 
генах 18 S та 26 S рРНК більшості сайтів впізнавання використа­
них нами рестриктаз співпадає з такою для більшості покрито­
насінних [Колоша, 1981; Yakura et al., 1984: Capes і us. 199 і:
Bortsjuk, Heuleben, 19923. В той же час у пасльонових є 1 спе­
цифічні сайти Eco R1 на S ’- та на З ’-кінцях гену 25 S рРНК, а у
Prun"S - сайт Ваш НІ у гені 18 S рРНК в позиції 1,4 тпн. Що сто­
сується гену 5,8 S та малих мімгенних спейсерів, то тут в деяких
випадках знайдена різниця навіть для близьких родів та видів, що 
проявляються в наявності чи відсутності сайтів Dra І та Eco Р.І.

Порівняння між. собою отриманих рестриктних карт дозволяє 
виділити в меяГах великого міжгенного ‘ спейсера (BMC) N і cot іана 
щонайменше п ’ять основних областей - й. В, С . Т) та Е (мал. 2а). 
Різниця,ВМС по довжині пов’язана переважно зі зміною розмірів 
областей В та D,

В інших вивчених нами представників род. Пасльонових в за­
гальних рисах спостерігається подібність з Nlcotiaria в ор­
ганізації ВМС. Так, область Е присутня і має ідентичні розміри у 
ВМС всіх вичених пасльонових. Що стосується інших областей ВМС, 
то найбільшу подібність з Nlcotiaria демонструє філогенетично 
близький вид Petunia hybrida. Дальнє йдуть представники другої 
підродини - Solanoldea [Hunzikcr. 1979]: Solarium tuberosum та
S.nigrum. . Найменша подібність виявляється з рДНК філогенетично 
далекого Lyciuu halinifoliun. Проте, на основі резуль­
татів рестриктного картування можна висунути гіпотезу про 
універсальність організації ВМС в рДНК пасльонових.

Співставлення рестриктних карт для різних видів родч Prunus 
дозволяє умовно виділити в межах ВМС щонайменше чотири області - 
ft, В, С та D (мал. 26). Зміни довжини повторів рДНИ пов’язані, в

- 16 ■
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І?ал. 2 (початок). Локалізація сайтів впізнавання рестриктаз Вав 
НІ (В), Dra I CD), Eco RI (El), Eco RU (EU), Hind III 
(H). ‘ Xba I (X) в кодуючій частині (ft) та у великому 
мі*генному спейсері (Б) рЛІЇК видів родини Solanaceae , 
(роди Nicotiana та інші) та роду Prunus.

лш
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Кал. 2 (продовіеннг).
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К&л. 2 (закінчення).



осноеном'ї, зі змінами областей 0 та С.
Особливо слід сказати про "короткі" варіанти рДНК а 

Р persica і у P.cerasifera. їх осооливістю et суттєва різниця 
(2,1-2,? тгін) в розмірах ВМС мі* довгим і коротким варіантом 
рДНК при відсутності повторів проміжної довжини та відсутність у 
ВЧС коротких повторів сайтів впізнавання для всіх шести викорис­
таних рестриктаз. Можна припустити, що ці повтори з ’явились не в 
результаті серії послідовних делецій відносно невеликих субпов- 
торів, а як наслідок різкої втрати значної частини ВМС, в тому 
числі - ділянок, що несуть сайти впізнавання рес’риктаз. йде 
однією тільки делецією більшої частини ВМС пояснити зникнення 
всіх сайтів неможливо, оскільки в цьому випадку короткі варіанти 
повинні Ьули б мати ще менші розміри. Можливо, мало місце повне 
метилкжання сайтів, що залишилися в ВМС після делеціі,

Одержані нами дані свідчать про помітну мінливість за дов­
жиною повторів рДНК у досліджених родах. Які фактоои визначають 
мінливість рДНК і чи пов’язана ця мінливість з еволюцією на 
інших рівнях організації, зокрема - з хромосомною еволюцією?

•Аналізуючи причини, що визначають характер мінливості дов­
жини молекули гістона Ні в макроеволюційному аспекті, Бердников 
[Бердников. 1992) формулює такі положення. При нейтралістському 
характері молекулярної еволюції повинна спостерігатися кореляція 
між рівнем мінливості (дисперсією) -по довжині білка і гео­
логічним віком таксономічної.групи. При адаптивному характері 
молекулярної еволюції повинна спостерігатися кореляція між 
мінливістю білка Та інтенсивністю видоутворення в таксономічній 
групі. Про цю інтенсивність автор пропонує судити по кількості 
видів, що входять в досліджуваний таксон.

Наявні уявлення прр структуру і Функції ВМС дозволяють за­
стосувати згадану вище'концепцію так званого мобілізуючиго добо­
ру до молекулярної еволюції рДНК. Для цього ми розрахували дис­
персію (0) по довжині повтору рДНК в декількох групах рослин 
(табл. 5). Для розрахунку були*використані як отримані нами дані 
(Prunus, Nicotiana, Juglans-Caria, частково - Solarium), так і 
наявні в літературі (Solanum IBprisjuk et а 1.. 1994), Beta
ISantonl, Вегу I lie, 1992), Aegilops-Triticum [Вахитов. 19891 ).

Більша частина даних, що є по рДНК роду Solanum, відносить­
ся до видів секції Tuberarium. Тому розрахунки проводилися двічі
- як для всього роду (варіант 0), так і окремо для вказано і 
секції (варіант Б) - табл. 5. В результаті було встановлено, що

- 20 -
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■ Середня Дис­ Аси­ ВІК Кількість

таксон довжина персія метрія Ексаес ІМЛН, D/tXlO ВИДІВ У
ПОВТОРУ D As ЕХ РОКІВ) сучасні*

рДНК, тпн t Флорі

Jug Ians-Сагуа 11. 3 1.040 -0, 554 1, 693 100 10, 40 40
Prunus

(ІА:&5)
0. 774 (1, 322) < ш >

95
{11: bh 400

So1anum в, 96 0, 266 0. 068 0. 099 95 2. вО 1700
Soianum. (секяія iuberarjum) в, 96 0. 273 0. 072 0, 096 75 3.64 80-200

Hicotlana (амери­канські яиди) 10, 35 0. 658 0. 188 0, 523 80 в. 23 45

АевІІОРії-ТГПІСШП в, Т5 0. 442 -0.085 0. 749 70 6, 31 30-40
Beta 10, 89 0, 216 -0, 014 0. 008 65 . 3, 32 15

Примітка: Для розрахунків параметрів для Micotiane та Primus були використані аригінвльні 
дані, наведені в ці* роботі: дла 3uslans-Carya - наві неопубліковані результати; для So- 
Іапив - наві дані та результати Borisjuk et al. [19521, йеді1ops-Tritiсия - дані Врхитовэ 
Г1Э891. Beta - дані Santoni, Berville 1І392]. Для роду Promts без дувок наведені пара­
метри.. отримані без врахування “коротких" повторі* у P.cerasifera і P.persica, в дужках - 
э врахуванням цих повторів С див. пояснення у тексті). Бік таксонів оцінювали, виходячи з 
відомостей, чо містяться в літературі [Зуковский, 1371; Мейен. 19В71.

Таблиця 5.

го
-Д
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взаємозв'язок мі* рівнем мінливості рДНК за довжиною (D) і гео­
логічним ві :ом таксону може бути описаний рівнянням лінійної 
ргресії. При цьому я варіанті Й коефіцієнт кощляції був істот­
но нижчий (г = 0.644), ні» у варіанті Б (г-0,'143). Значення ко­
ефіцієнтів регресії та кореляції були достовірними в усіх випад­
ні X. Різниця міх варіантами й і Б пояснюється малою мінливістю 
довжини рДНК у роді Solanun: якщо варіабельність оДНК в секції
ТиЬегагіии можна вважати просто низькою, то для всього роду 
Solanun п  слід розглядати як аномально низьку.

Із припущення про адаптивний характер еволюції рДНК випли­
ває ІБердников, 19921, «о між мінливістю рДНК за одиницп часу 
(D/t) та кількістю видів, во входять до таксону, має спостеріга­
тися позитивна кореляція. Яле проведені нами розрахунки показа­
ли, що кореляція міс кількістю видів в групі та мінливістю рДНК 
відсутня. Іншими словами, аналіз характеру мінливості рДНК в 
різних групах рослин показав, по в макроеволюцій'іих масштабах 
мінливість рДНК по довнині ВМС не пов’язана з темпом видоутво- 
ренн", тобто - вона не входить до числа- основних факторів, що 
визначають пристосованість вивчених таисонів.

Досліджені нами роди рослин відрізняються по середній дов- 
нин1 повтору рДНК. Наприклад, у роді Nicotiana близька до 
відповідної у Ouglandaceae (табл., 5). В то *е час ця довжина 
становить 10,36 тпн, цо значно більге, ніж середнє значення для 
роду Solanum - 8,96 тпн. Таким чином. Nicotlaha відрізняється, 
по-перше, більшими розмірами повтору рДНК і, по-друге, розшире­
ними меками варіювання цих розмірів. І те, і друге свідчить про 
підвищену швидкість молекулярної еволюції рДНК через ампліфі­
кація у Nicotiana. Різниця між Nicotiana і Solanun є особливо 
ваїливою'та наочною, оскільки з усіх наведених в табл. 5 ’ак­
сонів тільки ці два роди належать до однієї родини і, крім того, 
подібні за такими параметрами, як географічне походження, життє­
ва форма (переважно - травянисті однолітки), характер поширення
1 еволюції, екологічна роль {^ковский. 1971; Денисова, Василь­
ченко, 1980], Однак між цими двома родами є істотня різниця в 
характері хромосомної еволюції - у Nicotiana широко представлена 
анеуплоідія, тоді як у Solanum анеуплоідні хромосомні числа - 
виняток. Напрошується висновок, що мінливість по довжині рДНК у 
пасльонових взаємозв’язана з мінливістю каріотипу.

При формуванні алополіплоїдного геному теоретично можливі 
три варіанти успадкування рДНК: 1) успадкування повторів, що ха­
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рактерні для обох батьків; 2) успадкування повторів, «о харак­
терні для одного з батьків; 3) поява нових варіантів рДНК, які 
відсутні у батьківських видів.

Периа із вказаних моиливостей реалізується для гібриду пер- 
*ого покоління від схрещування N.tabacue х N.glauca - набори 
Фрагментів рДНК на радіоавтографах для цієї форми являють собою 
комбінацію відповідних фрагментів обох батьків.

Крім того, двобатьківське успадкування рДНК встановлене для 
P.cerasus: один з варіантів рДНК у P.cerasus е Ідентичним з
P.aviun, годі як д р у ы й  успадкований від Р fruticosa. Отримані 
нами дані моїна розглядати як молекулярно-генетичне підтвердмен- 
ня гіпотези про гібридне походження культурної вивні P.cerasus.

■Однобатьківське успадкування рДНК було встановлено для 
P.doeestica (Угорка звичайна), організація рДНК у якого ідентич­
на з організацією рДНК P.spinosa.

Інша картина виявлена для N.tabacu*. З аналізу результатів 
рестрнктного картування випливає, що природний алптетраплоїд 
N.tabacui мае організацію рДНК. по істотно різниться від ана­
логічної у батьківських видів N.sylvestrls і N.tonentosiformis. 
На ?аль, дані рестриктного картування не дозволяють детально 
прослідкувати молекулярну еволюцію рДНК N.tabacue. Для біль* 
повного розуміння перебудов рДНК у гібридного виду необхідно 
клонування відповідних ділянок геному, про що п^де мова нимче.

ОРГАНІЗАЦІЯ ВЙС рДНК NIC0T1ANA.

Які фактори контролювали мінливість рДНК, яким чином відбу­
валися перебудови рДНК в роді Nicotiana? Як відбувалося станов­
лення рДНК N.tabacun? Для того, щоб відповісти на ці питання бу­
ло проведено розшифровування первинних нуклеотидних послідовнос­
тей (сіквенування) ВМС рДНК батьківських видів N.sylvestrls і 
N.&onentoslf'orris.

Комп’ютерний аналіз отриманих послідовностей показав, що у 
ВМС дослідкенчх видів Nicotiana мояна виділити по 7 областей, що 
відрізняються певними структурними с- .бливостями та мають різний 
нуклеоітидний склад (мал. З, 4). !іа границі III та V областей була 
знайдену, послідовність TATftTAfifcr&GSS6, яка ідентична з TIS у 
Lycoper S і con esculentua EPerry, Palukaitis 1990].

Дві області - II та U1 - складаються з субповторів 1 сут­
тєво відрізняються у N.tomentosiforaiis та N.sylvestrls за довий-
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Мал. 3 .  (прйдов«енкя).
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й л  , 3. (продовяення).
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Мал. З (закінчення), Нцклвотидна послідовність ВМС і ділянок, 
чо прилягавть, рДНК N.to*entosifor*is і N.sylvestris С3’-кі­
нець гена 26S рРНК 1 5 '-кінець гену 18S рРНК набрані дрібними 
літерами), Рииські цифри позначають області ВМС,
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Мал, 4. Організація ВИС N.sylvestfis і N.toientosifornis.



--Зо­

ною. Область II мае ряд копій варіантів субповторів типу С. 
(табл. б). Деякі з цих субповторів присутні в рДКН обок видів 
Nicotiana, тоді кк інші варіанти видоспецифічні. Область UI 
містить два варіанти субповтору типу Р. (А. та 82). На 5’-кінці 
області III є три копії сильно дивергузамх субповторів (тип В), 
які з ’явились на ранніх стадіях еволюції Solanaceae задовго до 
дивергенції родів Nicotiana та Soianua. Субпсзтори D-типу 
(близькі до С-субпоЕТорів) присутні тільки у ВМС N.sylvestrls. 
Інші суттєві структурні відмінності між двома видами Nicotiar.a 
пов’..зані з GT-багатою областю III, яка у N.sylvestrls коротша. 
Крім того, у ВМС обох видів Nicotiana неявні видоспецифічні еле­
менти на-З’-кінці області II та на З’-кінці області UI.

Аналіз можливих вторинних структур у ВМС рДНК Nicotiana по­
казав, ідо в областях U, UI та U11 е декілька обернених повторів, 
які можуть Формувати шпилькові структури. Цікаво, що найбільш 
досконала шпилькова структура була ■ знайдена в ‘області V у 
Nicotiana, але ця частина ВМС відсутня у BMC S .tuberosum. Кожний 
A-суоловтор також може Формувати шпилькову структуру (мал. 5). 
Встановлено, що в процесі молекулярної еволюції шпилькових 
структур у області UI мали місце компенсаторні мутації. Це гово­
рить про існування стабілізуючого добору, направленого на збере­
ження цих вторинних структур.

ttHami дані показують, що молекулярна еволю.ція ВМС рДНК у 
Nicotiana відбувалася як шляхом накопичення нуклеотидних замін, 
так і шляхом ампліфікації і делеції окремих субповторів (мал. 6, 
7), Молекулярна еволюція А-субповторів носила концертний, узгод­
жений характер. Ампліфікація й-субповторів проходила порівняно 
акуратно; всі субповтори представлені повними копіями. Амплі­
фікація С-субповторів відбувалася частіше і більш хаотично', в 
результаті чого відповідна зона спейсеру являє собою комбінацію 
великої кількості коротких субповторів декількох підтипів спіль­
ного походження, які чергуються між собою без помітного Порядку.

Співставлення послідовностей ВМС двох досліджених нами ви­
дів Nicotina та S.tuberosui [Borisjuk, Henleben, 19921 показує, 
чо накопичення точкових мутацій відбувалося в різних областях з 
різною «видкіств (табл. 7): найбільш мінливими ь області II 1 
III, причому якщо у S.tuberosuu область субповторів, що 
відповідає області II Nicotiana присутня, хоча гомологія між 
представниками різних родів тут не виявляється, то' область III у 
картоплі відсутня взагалі.
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Таблиця в

Конценсцсні послідовності для найбільш поширених 
варіантів субповторів типу С в області lib ВМС рДНК Nicotiana.

Об'єкт
Назва в ар іан ту Конненсусна Число |
субпонтора послідовність копій |

І Н. sTlvestrls СІА CAL.JACATGG 30
СІВ CAGGACGTGG 6

І С1С CAGGACGTGT 24 A
І CiD CAGGACGTCG 10

I " ' CSA CCATGGCACGTGT іг
сгв CCATGGCACGAGT 13 1І сз GATGGCACGAGT 3 В
С4 GCCATGGCAGGCGT г

* С5 CGCACCACGT 7

І Н. tomentosi- СІА CAGGACATGG 4T
I formls СІВ CAGGACGTGG S I

С1С CAGGACGTGT г
I СІЕ CAGGACArGA 17

C1F AAGGACATGG в
I C1G CGGGACATGG 5

. СіН CAGGGCGTGG 16
;; -jyV.; : CS CGCACCACGT г

5 Сб CCATGGCACGGCGTCGGACGTGG 37
I СТ CCACGGCAGGACG її
I се CAGGACG її

I > С9 CCATGGCACGACG 3° I

Примітка: В області lib ЬИС присутні як субповтори, цо співпадавть 
з конценсусними послідовностями, так ' субповтори, цо виникли від 
наведелих у таблиці внаслідок точкових замін, двлецій та вставок 
нуклеотидів.
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flG = -66. 8

..... GACAlС ТГ GA —  -GAG < AT AAGTA —  OCA
іж л ош хх&л ш а їс ttogcaaog ас q x  gc алое gc e x
OOGGCGrntJITOGCTACXS A3XGITEC ТС TO3 CG OTACG OG 03G A

Q3GAG0CTACAA IT AA AT AATG GG ....  ТА TOG

Нал. 7. Шпилькова вторинна структура, яку може утворювати
консенсусна послідовність А ~ с у 6 п о в т о р і в  Nicotiana,

В иілому рілянки, більш консервативні по довжині, є також і 
більш стабільними за ступенем накопичення занін. а варіабільні 
по довжині - мінливими по послідовності нуклеотид! в.

Для отримання відповіді на питання про успадкування рДНК 
п р и  алоплоідії послідовності ВНС батьківських видів н, sylvestrls
1 N. tomentosiformis були співставлені , з послідовністю ВНС 
N. tabacum [BorisJuK. 1995, особисте повідомлення).

Проведений нами аналіз показав, шо у вне рднк N. tabacum 
можна виділити такі ж сім областей, як і у ВНС батьківських ви­
дів. При пьому для N. ta ba cu m характерні всі ті ж с т р у к т у р н і  осо­
бливості. шо і для N. tomentosiformis. Більше того - відмінності 
гомадіогічних ділянок у ВНС цих двох видів мінімальні. Так, поча­
ток 1 кінець області II. повністю .III. IV, V області, початок

Таблиця 7
Рівні гонології лолінуклеотидних послідовностей 

різних областей ВНС рДНК пасльонових

Порівнювані види Область

I п а  ііб III IV V vr VII
N. sylvestrls*
+N. tomentoglfprmls

82 68 72 71 90 88 78 92

N. sylvestrls* 
+S. tuberosum

63 0 64 60 41 74

N. tomentoslformls+ 
I +S, tuberosum

61 0 64 76 42 7B

Л
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Нал, 6, Гіпотетична схема виникнення основних підтипів С-суб- 
повторів. Нуклеотиди, що змінилися в результаті точкових замін, 
набрані маленькими літерами.

Мал. 1. Гіпотетична схема молекулярної еволюції субповторів в 
зоні UI ВМС рЛНК Nicotiana. АО - предковий субііовтор; Аі, А2 - 
субповтори підтипів А1 і А2: Alt, A2t, Als, A2s - субповтори 
A1 1 П2 після дивергенції ліній "toBentosіfогш1S" (підрід
Tabacum) і "sylvestrls" (підрід Petunioides).
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області UI І вся область UII у N.tabacua практично Ідентичні 
відповідним областям N.toaentosiforais - тут знайдені лише поо­
динокі точкові мутації. І ливе область І у N.tabacua 
відрізняється від N.toaentosiforais делеціею кількох сусідніх 
ьуклеотидів, Області II та UI у N.tabacum містять ті ■ варіанти 
ft- і С-субповтирів, цо і у N.toaentosIforBis. Більм того, значна 
частина точкових мутацій, що відрізняють ft' та Й2 субповтори від 
відповідних конценсусних послідовностей, ідентична у N.toaen- 
tosiforais та N.tabacua.

Природно. во при порівнянні N.tabacua і N.sylvestrls спо­
стерігається помітна різниця. Таким чином, співставлення нуклео- 
тидних послідовностей дозволяє зробити висновок, во N.tabacua 
успадкував рДНК від своєї батьківської форми N.toaentosiforais.

Наявні дані дозволяють стверджувати, цо внутрішньогеномна 
гетерогенність ВМС як у N.sylvestrls, так і N.tabacua пов’язана 
саме зі зміною кількості субповторів в областях II І UI. Зокре­
ма, у короткого варіанту рДНК N.tabacua розмір області U1 
дорівнює такому у N.toaentosiforais, тоді як сбласть II зменви- 
лася приблизно на і,б тпн. Імовірно, це відбулося за рахунок 
зменшення кількості С-субповторів, У довгого варіанту рДНК 
N.tabacua довіина області II не змінилася порівняно з коротким
варіантом, тоді як область UI стала дчвва приблизно на 800-650
пн. Це пов’язано зі збільвенням кількості ft-субповторів. Тобто у 
довгого варіанту рДНК N.tabacua зменвення розмірів зони Ifc. част­
ково компенсовано збільвенням зони UI.

Таким чином, аналіз всіх наявних даних показує, цо в про­
цесі формування алоплоїдного геному N.tabacut відбулося перетво­
рення рДНК предкових видів, яке проявилося у втраті рДНК
N .S%1vestrіs 1 в Перебудові сруктури рДНК N.toaentosiforais.

Раніве було показано. Цо вміст рДНК в розрахунку на один
набір хромосом знивуеться при зростанні рівня плоідності в родах 
Nicotiana 1 Tritlcua-fteBilops [Hard, 1973; Cullis, Davies, 
19741. Зокрема, вказувалося, цо кількість копій рДНК у N.tabacua 
менва суми копій рДНК його батьків. Одержані нами результати 
підтвердвують ці дані і дозволяють стверджувати, цо зменвення 
питомого вмісту рДНК в геномі алотетраплоїдного N.tabacua відбу­
валося за рахунок елімінації рДНК IfTsy 1 vestr 1 s.

На цитологічному рівні інактивація частини рДНК при гібри­
дизації проявляється як ядерцеве домінування. Тобто у гібриді с 
як правило активні ядерця тільки одного з батьківгьких видів
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tNavashin. 19271. В наш час доведено, що ядерця містять активно
транскрибовані такдемні олоки рДНК [Kaplan, 1993; Skorupska et 
al., 19891. На хромосомах N.tabacun існує декілька блоків рДНК 
[Kenton et al., 19933, але активні ядерця формуються переважно 
блоками рДНК, успадкованими від батьківської форми, тоді як ма­
теринські блоки е неактивними. Цікаво відмітити, що на бать­
ківських хромосомах у тетраплоїдному геномі присутній такоя до­
датковий активний рДНК блок, якого немае у близькоспоріднених 
диплоїдних видів. Стає, рДНК N.sylvestris моше бути представлена 
також і в геномі N.tabacim, але згідно нашим даним - думе малою 
кількістю копій. Виходячи з наших даних мовна описати моїливі 
молекулярні події, пов'язані з еволюціеи рДНК N.tabacun. і - 
ядерцеве домінування: після гібридизації двох диплоїдних
батьківських видів рДНК з б і льш довгим ВМС *: N . tonentos і formis) 
стала домінувати над рДНК з більв коротким ВКС (N .syivestris); 2
- зменшення числа копій рДНК: транскрипційно неактивна рДНК
(N.sylvestris) принаймні частково втрачалась з геному N .tebacua: 
З - перебудови рДНК: транскрипційно активна рДНК (N.tomen-
tos1fогиіs ) підлягала змінам завдяки зменшенню числа субповторів 
у області II ВМС та збільшенню числа счбповторів у області ','1.

Для злаків було показана, що у гібридів домінуючим є ядер- 
цевий організатор, ио містить рДНК з більшим розміром ВМС 
[Dvorak, 1993; Gustafson et al.. 1988]. Наші дані показують, «о 
аналогічний механізм контролює і ядерцеве домінування у 
Nicotiana. Таким чином, складається враяення, що перетворення 
рДНК в зв’язки з ядерцевим домінуванням мають універсальний ха­
рактерні підкоряються олним і тим ше законам, щонайменше, у всіх 
покритонасінних рослин.

ЗАКЛЮЧЕНИЯ

Отримані нами експериментальні дані свідчать, що видоутво­
рення в обріних для дослідяення модельний групах (Nicotiana та 
Prunus) було пов’язане з чисельними перебудовами на молекулярно­
му рівні. Співгтавлення зібраної інформації з даними літератури 
дозволяє дійти висновку, що перебудови генетичного матеріалу у 
процесі еволюції е невипадковим: вони підкоряються певним зако­
номірностям. які випливають з механізмів Функціонування геному. 
Ці закономірності мають свою специфіку для різних таксономічних 
груп і накладають певні обмекення на молекулярну еволюцію.
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Монна вказати на ряд внутрішніх особливостей організації 
геному, що мають безпосереднє значення для еволюції:

1) Взаємозв'язок мі* розміром ядра (точніше - співвідноиен- 
ням між його об’ємом та площе» поверхні), метаболічними процеса­
ми, (зокрема - інтенсивністи синтезу РИК та білків) та три­
валістю клітинного циклу I.Bennett. і9?2; Narayan, І988]; зміна 
розміру ядре внаслідок поліплоїдії або зміни розміру геному при 
збереяенні незмінною кількості хромосом, які автоматично приво­
дить до змін фізіолого-біохімічних та морфологічних параметрів.

2) Кругообіг ДНИ (в першу чергу - ПП) у геномі [Финнеган и
др., 1980; F 1 awe 11, i960], молекулярний драйв, що е наслідком
кругообігу та пов’язане з ними явище концертної еволюгії [Доу­
вер, 1986; Dover, Tautz, 1980]. Ваиливо, цо процеси де-
лецій/ампліфікацій, які лежать в основі кругообігу ДНК, пов’я­
зані з пребудовами хромосомного апарату, тобто - з видоутворен­
ням (формування бар’єрів репродуктивної ізоляції, вплив хромо­
сомної локалізації на активність генів, тощо). Суттєво, цо цей 
взаємозв’язок охоплює не тільки “надлишкову" ДНЧ, функція якої 
досі не з ’ясована, але поширюється й на ділянки геному з відоми­
ми функціями (зокрема - на спейсерні ділянки рДНК).

Зв’язок мім особливостями організації геному та видоутво­
ренням дуве рельєфно видно при дослідценні каріотипічноі ево­
люції (гібридизації, поліплоїдії, анеуплоідії). Так, рівень
подібності геномів є одним з факторів, що визначають можливий 
спосіб міввидової гібридизації (алополіплоїдія або рекомбінацій­
не видоутворення). З другого боку, перебудови геному у гібридної 
форми в значній мірі детерміновані: гібридизація (а це більше -
анеуплоідія) прискорюють молекулярну еволюцію. Це проявляється 
як у інтенсифікації кругообігу ДНК (зникнення та поява деяких 
родин ПП, перебудова інших, так і у зоостанні швидкості накопи­
чення замін у структурних генах [Sarcia-Olaedo et a l., 1978;
Hutchinson et al., 19831. Останнє викликане знивенням тиску 
стабілізуючого добору внаслідок дуплікації генів у поліплоїдів.

Найбільш докладно перебудови геному при алоплоїдії вивчені 
нами для рДНК (ядерцеве домінування). В цьому випадку 
Функціональна супресія передує структурним перебудовам. Зйэначи- 
мо. цо аналогічне явище добре відоме на рівні цілого організму 
(Северное, 1945; Северцов, 19901, але для молекулярного рівня 
встановлено вперше.

Що « стосується адаптивного значення перебудов геному, то
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но нейтральною, тоді як інша частина знаходиться під контролем 
добору. Зокрема було прсдемостровано, що зміна розміру ВМС у 
рДНК за рахунок зростання кількості субповторів скоріше за все 
не мала адаптивного значення. Взагалі, значна частина виявлених 
нами перебудов геному маже бути пояснена без використання ідеї 
добору. В той ке час існує стабілізуючий добір, їло зберігав 
певні вторинні структури у ВМС і особливо - первинну 
послідовність кодуючих.ділянок_та точки ініціації транскрипції.

Таким чином, при вивченні молекулярної еволюції ми маємо 
справу з комбінацією як випадково виникаючих змін, гак і перебу­
дов, що детерміновані самою організацією геному. Складається 
враження, що ці останні грають дуже важливу, можливо навіть виз­
начальну роль, Інакше кажучи, особливості організації геному, 
його спонтанну здатність до самооновлення слід розглядати як 
важливий внутрішній еволюційний фактор.

ВИСНОВКИ

1. Активність синтезу РНК І білку у рослин понижується 
внаслідок підвищення рівня плоїдності. При цьому компонентний 
склад цитоплазматичних білків змінюється в незначній мірі.

2. Процеси поновлення наборів ПП проходять з високою швид­
кістю в роді Nicotiana, та з низькою - в роді Prunus. Між мінли­
вістю геному на хромосомному і молекулярному рівнях організації 
існує взаємозв’язок. Перетворення геному є нерівномірними у часі: 
посилення делецій /амлпіФікацій ПП. в тому числі - субповторів в 
ВМС рДНК. пов'язано з перебудовами каріотипу (кількості та мор­
фології хромосом).

3. Ступінь мінливості за довжиною ВМС рДНК не сднаковий в 
різних родах покритонасінних рослин. Збільшення розмірів ВМС в 
процесі еволюції не мало адаптивного значення, але було, 
імовірно, пов'язане з посиленням ампліфікації нуклеотидних 
послідовностей та змін каріотипу.

4. У ВМС рЯНК видів роду Nicotiana можна виділити 7 облас­
тей. кожна з яких має видоспецифічні структурні особливості. 
Більша частина цих областей присутня і в рДНК S.tuberosun, що 
дозволяє говорити про спільність принципів організації рДНК в 
родині Solanaceae. Вказані області ВМС істотно різняться по 
швидкості молекулярної еволюції.
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5. й рДНК Nicotiana виявлено 4 типи субповторів. Еволяція 
ВМС рДНК в цьому роді пов’язана з кількома циклами ампліфікації 
цих субповїорів та їх частковою втратою. Молекулярна еволлція 
субповторів мала узгоджений (концертний) характер. Аналіз вто­
ринних структур, що Формуються субповторими типу А показав, що 
нуклеотидні заміни мали компенсаторний характер, що було пов’­
язано зі 8бер°женнам шпилькових структур в області UI ВМС.

6. Існує зв’язок між подібністю геноми У схрещуваних видів 
та способом гібридизації. При рівні гомології 752 і вище більш 
імовірне рекомбінаційне видоутворення. 75У. і нижче - алоплоїдне. 
Вивчення фракції fill і, зокрема, рДНК підтверджує гіпотези про 
алоплоїдне походження N.tabacum від N.sylvestris і N.toMen- 
tosiformis, P.dofflestica - від P.cerasif'era і P.spinosu, P.ce­
rasus - від P.fruticosa і P.avium.

7. ПП в геномі алоплоідних гібридів піддаються ряду змін.
Частина "старих" ПП втрачається, з ’являються "нові" послідов­
ності. Аналогічна картина спостерігається і для рДНК - у алопло- 
їдів виявлені три варіанти успадкування цих послідовностей: а)
збереження рДНК обох батьків: б) збереження рДНК одного з
батьків і елімінація рДНК іншого: в) поява нового варіанту рДНК
внаслідок перетворення рДНК одного з батьківських видів,

8. Ядерцеве домінування у Nicotiana визначається структурою 
рДНК. Домінуючою є рДНК того виду, який має більший розмір ВМС. 
Функціонально активна, що знаходиться в домінуючому ядерцевому 
організаторі рДНК (успадкована від N.toMentoslforais) збереглася 
в еволюції алотетраплоїдного N.tabacui, тоді я-: Неактивна рДНК 
(успадкована від N.syluestris) була втрачена. рДНК N.toaentosi- 
formls піддалася істотнім перебудовам: мали місце делеція части­
ни субповторів облает і II і ампліфікація субповторів області UI 
Співставлення одержаних результатів і даних літератури показує, 
що молекулярні механізми ядерцевого домінування е універсальними 
як для дводольних, так і для однодольних рослин.

9. Перебудови геному починаються вже у гібридів першого по­
коління і продовжуються в подальшому. Геном алоплоідного гібриду 
не є сумою геномів батьківських видів, а являє собою якісно но­
ве утворення. Міжвидова гібридизація є генетичним стреаом. що 
активує перетворення спадкового матеріалу на молекулярному рівні.
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The presumptive interactions betueen molecular and
karyological evolution in plants has been studied.

It has been demonstrated that the nolecular evolution in 
the genus Nicotiana was connected with the intensive
rearrangements of repeated sequences (RS) by deletions and 
amplifications. However the Intensity of tbese processes in the 
genus Prunus «as essentially lower. The intensity of RS 
rearrangements correlates with the karyotype evolution.

rDNfi variability has been measured by restriction mapping 
in the genera Nicotiana. Petunia, Solanum, Datura, Lycium and 
Prunus. It has been found that lengths of the large intergenic 
spacers (16S) are different for the major species studied. Only 
closely related species with identical karyotypes have equel ICS 
lengths and a very similar localization of restriction sites.

The rDNA organization was also compared In hybrids from the 
genera Nicotiana and Prunus and in its presumptive diploid 
progenitors. The following have been found (i) biparental (F І 
hybrid N.tabacum x N.glauca and P.cerasus) or (ii) uniparental 
(P.vulgaris) inheritance of ISS organizatio . but (iii) the 
natural alloplold N.tabacum has an U S  organization which 
differs from that parents (N.sylvestrls and N.tomentosiformis).

rDNfi IBS regions of N.sylvestrls and N.tomentosiformis were 
cloned, sequenced and compared with the N.tabacum I6S sequence. 
This comparison shows that there are 7 reeions in the I6S of all 
Studied Nicotiana species, but that distinct structural features 
exist in all IGS regions of N.sylvestrls and N.tomentosiformis. 
Regions I, III. IV, U and UII, 5'- and З’-portlon of regions ІІ 
and ЦІ in N.tabacum are practically identical to the respective 
regions in N.tomentosifomis. Thus it is possible to claim that 
N.tabacum Inherited rDNfi from the parental species 
N.tomentosiformis. but tomentosiformis-like rDNft underwent
reconstruction by subrepeat deletions/amplifications (regions П  
and У1 ̂ during the evolution of the N.tabacum genome.

The mechanisms and factors of molecular evolution are 
discussed.
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Волков P.ft.__ Молекулярно-биохимические процессы И НарИ'ЗТИ-
пическая эволюция растений.

Диссертация на соискание ученой степени доктора биологичес­
ких наук по специальности 03.00,26, - молекулярная генетика, 
Черновицкий государственный университет, Черновцы, 1993.

В диссертационной работе изучаетесь розненная взаимосвязь 
мешду молекулярной и кариотипической етолвцией у растений.

Было пока?зни, что молекулярная зеолацчя роьа Nicotiana 
связана с интенсивными перестройками повторявшихся последова­
тельностей. Эти персетройки могут происходить путем делеций и 
амплификаций. Скорость ?тих процессов в сод® Prunuf была значи­
тельно нияе. Интенсивность перестроек повторявшихся последова­
тельностей коррелирует с гволюцией ке.риоткпа.

Вариабельность рДНК в родах Nicotiana, Petunia, Solanua, 
Datura, Іусіив и Prunus оценивалась с помошьа рестриктазного 
картирования. Было показано, что Длины болы/х мешгояных спейсе- 
ров (БИС) отличается у большинства изучениях видов. Только очень 
близкие виды с идентичным кариотипом имели одинаковые длины БИС 
и очень сходные локализации сайтов узнавания рестриктаз.

Сравнивалась такяе организация рДНК у гибридов родов 
Nlcztiana и Prunus и их предполагаемых диплоидних предков. Било 
обнаружено (I) двуродительсиое СF1 гибрид НДаЬасиш х N.glauca и 
P.cerasus) или (it) однородительское (P.vulgar is) наследование 
строения БМС, но (111) природный аллоплоид N.tahacua имеет орга­
низация ВМС. которая отличается от таковой обоих родителей 
CN.sylvestris and N.touentosiforHlS).

БМС генов рРНК N.sylvestris и N.tonentoslforjils были клони­
рованы. сиквенированы и сравнены с полинуклеотидной последова­
тельностью БМС N.tabacuu. Это сравнение показало, что суцествует 
7 областей в БМС всех изученных видов Hicotiana, но во всех об­
ластях БМС N.sylvestris и N . ^ e n t o s l f o ^ i s  имеются специфичес­
кие особенности. Области I, III, IU, U и UII, 5 ’- и З’-конец об­
ласти II и U I у N.tabacuB практически идентичны соответственным 
областям у N.toBentosifoais. Таким образом, мошна считать, что 
N.tobacum наследует рДНК от водительского еида 
N.to«er,tosiforals. но to«entosifo™is-nw6Haa рЛНК подвергалась 
перестройкам путем делеций и ампеификаций субповторчп (область
II и 01 ? втечение зволяции генома N.tabaciw.

В работе обсушдаются механизмы и факторы молекулярной эво- 
лгции.
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