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Изучено влияние тонопласта и изолированных из него рафтов на импорт ДНК в митохондрии картофеля
(Solanum tuberosum). Показано, что добавление рафтов тонопласта в 8 раз увеличивало активность импор-
та ДНК в митохондрии по сравнению с фракцией вакуолярных мембран, из которых они были выделены.
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ВВЕДЕНИЕ

Многочисленные экспериментальные данные
в настоящее время указывают на то, что нормаль-
ное функционирование митохондрий эукариот,
включая высшие растения, в значительной степени
зависит от физических контактов этих органелл с
другими клеточными органеллами, в особенности с
мембранами эндоплазматического ретикулума
(ЭР), пероксисомами и вакуолями [1–6]. Участки
контактов разных типов органелл, получившие на-
звание “мембранных контактных сайтов” (МКС), в
последние годы интенсивно изучаются [7]. Так, в
исследованиях на клетках человека установлен
факт значительного содержания в составе МКС
стеринов, что позволяет отнести их к так называ-
емым “рафтовым структурам” или “рафтам” [2].
Рафтами принято называть небольшие (10–200 нм),
высоко динамичные, обогащенные стеринами и
сфинголипидами мембранные домены, принимаю-
щие участие, в зависимости от типа контактирую-
щих органелл, в регуляции функций мембранных
каналов, импорте липидов, доставке белков из ап-
парата Гольджи в плазматическую мембрану, внут-
риклеточной передаче Ca2+-сигналов, эндоцитозе и
некоторых других процессах [8]. Если в отношении
липидного состава рафтов мембран разного проис-
хождения значительных различий не обнаружено,
то белковый состав рафтов, определяющий их

функциональную роль, зависит от типа органелл, из
мембран которых рафты были выделены [9].

Общепризнано, что одним из важных условий
нормального функционирования митохондрий
растений является наличие у них мембранных си-
стем транспорта макромолекул (белков, тРНК и
ДНК) [10, 11]. Предполагается, что природная
способность митохондрий растений к импорту
ДНК [11, 12] может иметь прямое отношение к го-
ризонтальному переносу генов в эти органеллы,
происходящему со значительно более высокой
частотой, чем в ядерный и хлоропластный гено-
мы. Однако в целом, в отличие от импорта белков
и тРНК, детальных сведений о биологической ро-
ли и мембранном механизме импорта ДНК в ми-
тохондрии растений пока не существует.

Ранее нами было обнаружено стимулирующее
влияние мембран ЭР на импорт ДНК в изолирован-
ные митохондрии растений [13]. Целью данной ра-
боты было изучить влияние вакуолярной мембраны
и выделенных из нее рафтов на активность импорта
ДНК в митохондрии картофеля (Solanum tuberosum).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение митохондрий из клубней картофе-

ля (Solanum tuberosum) осуществляли, как описа-
но в работе [14]. Содержание белка определяли по
методу Бредфорда [15]. В качестве субстрата им-
порта в митохондрии использовали фрагмент
ДНК размером 717 п.н., включающий в себя по-1 Авторы, внесшие равный вклад в выполнение исследования.

УДК 577.352+115+113+123.5
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следовательность гена GFP. Для получения мито-
пластов наружную мембрану митохондрий разру-
шали с помощью осмотического шока: осадок
митохондрий ресуспендировали в 1 мл 5 мМ фос-
фата калия, pH 7.5, инкубировали на льду 5 мин,
затем осаждали и промывали в буфере, содержа-
щем 0.3 М сахарозу.

Импорт ДНК в митохондрии проводили со-
гласно описанному ранее протоколу [16]. Инку-
бацию митохондрий (200 мкг белка в одной про-
бе) с ДНК проводили в стандартных условиях
(25°С при постоянном мягком покачивании) в те-
чение 40 мин в 20 мкл буфера импорта (0.4 М са-
харозы, 40 мМ фосфата калия, рН 7.0). Для инку-
бации с митохондриями рафты и фракцию вакуо-
лярных мембран добавляли в количестве 5 мкг.
После инкубации митохондрии дважды отмыва-
ли от избытка ДНК в среде инкубации, затем ре-
суспендировали в исходном объеме буфера им-
порта и добавляли ДНКазу I (1 ед. акт./проба)
(Thermo Scientific) и хлорид магния до конечной
концентрации 10 мМ. ДНКазную обработку про-
водили в течение 20 мин при 25°С, отмывали от
ДНКазы центрифугированием и проводили экс-
тракцию нуклеиновых кислот. Для выделения то-
тальной ДНК из митохондрий использовали метод
термообработки изолированных митохондрий,
как описано в [16]. Анализ активности импорта
ДНК в митохондрии проводили с использовани-
ем метода мультиплексной количественной ПЦР
в реальном времени (ПЦР-РВ) и программного
обеспечения CFX 96 (BioRad). Активность им-
порта, определяемая как количество чужеродной
ДНК, поглощенной митохондриями за фиксиро-
ванный период времени, оценивали в условных
единицах, полученных нормированием в каждом
образце показателей уровней амплификации гена
GFP (GenBank: U73901.1) и митохондриального
гена СOX2 (GenBank: DQ185064.1) (табл. 1).

Вакуолярные мембраны получали из находя-
щихся на стадии покоя корнеплодов столовой
свеклы (Веta vulgaris L.) методом [17]. Чистоту
мембранных фракций оценивали при помощи та-
ких специфических ингибиторов H+-АТP-аз F-,
P- и V-типа, как азид натрия, ванадат натрия и ба-
филомицин. Рафты выделяли по методу [18]. Ма-
териал, полученный после высокоскоростного
центрифугирования, делили на зоны. В экспери-
ментах использовали везикулы вакуолярной мем-
браны и зону, которая, как нами ранее установле-
но [18], содержала рафты.

Используемые фракции перед эксперимента-
ми промывали буферным раствором, содержа-
щим 300 мM сахарозу, 10 мM фосфат калия, 1 мM
EDTA, 5 мM глицин (pH 7.5) и осаждали центри-
фугированием при 100 000 g.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с применением программы SigmaPlot 12.5.
Полученные данные представлены в виде средне-
го арифметического ± стандартное отклонение.
Для доказательства наличия значимых различий
между средними проводили анализ с использова-
нием t-критерия Стьюдента. Различия между экс-
периментальными данными считали статистиче-
ски значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Нами установлено, что добавление рафтовых

структур тонопласта в систему митохондриально-
го импорта ДНК приводило к существенному (в
8 раз) увеличению активности импорта ДНК в
эти органеллы по сравнению с эффектом вакуо-
лярной мембраны, из которой они были выделе-
ны (рис. 1). Мы полагаем, что при добавлении
рафтов к митохондриальной суспензии создают-
ся условия в некоторой степени аналогичные
условиям in vivo, при которых формируются МКС
между митохондриями и вакуолями. Одним из

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и флуоресцентных зондов

Олигонуклеотид Нуклеотидная последовательность

COX2 Rev 5'-AGCCTGCAATGTCCGATAAC-3'

For 5’-ACCATTCCGAAGGTTACTG-3'

Проба FAM~5'-TGGTATACAACTTTGGACCTAACAGCCGGC-3'~FQ

GFP(2) Rev 5'-CGGGGCATGGCACTCTTGA-3'

For 5'-CTGTTCCTTGGCCACACT-3’

Проба Cy5~5'-TGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGA-3'~BHQ2
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вероятных последствий, происходящих при этих
структурных изменениях наружной и внутренней
митохондриальных мембран, может быть актива-
ция работы мембранных каналов, обеспечиваю-
щих перенос молекул ДНК в эти органеллы. Ра-
нее экспериментально продемонстрировано су-
ществование МКС между митохондриями и
вакуолями [6]. Из полученных в данной работе ре-
зультатов следует, что ключевую роль в формирова-
нии контактных сайтов между митохондриями и
тонопластом играют, по-видимому, компоненты
наружной мембраны митохондрий, поскольку при-
сутствие рафтов в среде инкубации оказывало акти-
вирующий эффект только на импорт ДНК в мито-
хондрии, но не в митопласты (митохондрии, ли-
шенные наружной мембраны) (рис. 1).

Важно отметить, что существует определенное
сходство в механизмах импорта стеринов и ДНК в
митохондрии, состоящее в участии в этих процес-
сах таких переносчиков, как порин (VDAC) на-
ружной митохондриальной мембраны и аденин-
нуклетидтранслоказа (ANT) внутренней мито-
хондриальной мембраны [12, 19, 20]. В случае
импорта стеринов установлено, что в состав транс-
портного комплекса помимо VDAC и ANT входит
периферический бензодиазепиновый рецептор
(PBR), именуемый в последнее время транслока-
торным белком TSPO [20, 21]. Ранее уже высказы-
валась гипотеза о важной роли PBR/TSPO в импор-
те ДНК в митохондрии животных [22]. В связи с
этим нельзя исключать, что такие компоненты раф-
тов, как стерины могут выступать в качестве актива-
тора субстратного типа при работе транспортосом-
ного комплекса PBR/TSPO-VDAC-ANТ в данном
случае в отношении импорта ДНК в митохондрии.

Ранее показано, что предшественник β-субъеди-
ницы ATP-синтазы принимает участие в переносе
ДНК через наружную мембрану митохондрий [11].
В составе многочисленных белков рафтов тонопла-
ста содержится также и β-субъединица ATP-синта-
зы [23]. Таким образом, данный белок мог также
служить одним из факторов, вызывающих эф-
фект активации импорта ДНК в митохондрии.

Примечательно, что добавление к митохон-
дриям собственно вакуолярной мембраны не
оказывало какого-либо влияния на импорт ДНК
(рис. 1а). Это можно объяснить тем, что тоно-
пласт и его рафты мы вносили в систему митохон-
дриального импорта ДНК in organello в равных по
содержанию белка количествах. Однако очевид-
но, что в рафтах тонопласта липиды и белки, ока-
зывающие влияние на мембранный механизм
импорта ДНК, содержатся в существенно бóль-
шем количестве, чем в тонопласте.

Таким образом, в настоящей работе впервые
установлено, что в системе in organello добавление
рафтов тонопласта вызывает значительное воз-
растание активности импорта ДНК в митохон-
дрии Solanum tuberosum. Обнаруженный эффект,
по-видимому, связан с активирующим влиянием
структурных компонентов рафтов на работу
транспортных систем митохондрий, которые за-
действованы в импорте ДНК. Важно подчерк-
нуть, что в случае добавления рафтов к митохон-
дриям, лишенным наружной мембраны, актива-
ции импорта ДНК в органеллы не наблюдалось
(рис. 1б), что указывает на необходимость наруж-
ной мембраны для проявления обнаруженного
эффекта. Выяснение молекулярной природы ак-
тивации митохондриального импорта ДНК в

Рис. 1. Влияние рафтов тонопласта и вакуолярной мембраны на активность импорта ДНК в митохондрии (а) и мито-
пласты (б). Условные обозначения: митохондрии – контроль; митохондрии + Р-тон – митохондрии + рафты тонопла-
ста; тон – митохондрии + тонопласт; митопласты + Р-тон – митопласты + рафты тонопласта. *p < 0.05, M± SD, n = 3.
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присутствии рафтов требует проведения допол-
нительных исследований.

Работа выполнена с частичным использовани-
ем средств грантов МК-6666.2020.11, РФФИ
№ 18-04-00603 и 19-04-00013 на оборудовании ЦКП
“Биоаналитика” Сибирского института физиоло-
гии и биохимии растений СО РАН (г. Иркутск).
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The Effect of Tonoplast Rafts on the DNA Import into Potato 
(Solanum tuberosum) Tuber Mitochondria

E. S. Klimenko1, I. S. Nesterkina1, N. V. Ozolina1 ,*, V. V. Gurina1,
M. V. Koulintchenko1, and Yu. M. Konstantinov1, **

1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Irkutsk, 664033 Russia

*e-mail: ozol@sifibr.irk.ru
**e-mail: yukon48@mail.ru

The effects of tonoplasts and rafts isolated from tonoplasts on the import of DNA into mitochondria of potato
(Solanum tuberosum) was studied. It was shown that the presence of tonoplast rafts produced a 8-fold increase
in the activity of the DNA import into mitochondria as compared with the effect of the fraction of vacuolar
membranes, from which rafts were isolated.

Keywords: Solanum tuberosum, mitochondria, DNA, import, tonoplast, lipid rafts
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