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Аннотация. Ранее нами установлено, что изолированные митохондрии растений способны импортировать 
двуцепочечную линейную ДНК небольшого размера (<10 тпн) путем активного, не зависящего от последо-
вательности ДНК транспорта. На основе этого явления разрабатывается система стабильной трансформации 
митохондриального генома. В данной работе представлены доказательства интеграции чужеродной ДНК в 
митохондриальный геном картофеля посредством гомологичной рекомбинации. 
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Введение 

Изучение генома митохондрий сильно за-
труднено в связи с отсутствием системы гене-
тической трансформации этих органелл. Не-
смотря на большой фундаментальный и био-
технологический интерес, в настоящее время 
остается недостижимой целью экспрессия чу-
жеродных белков в митохондриях. В связи с 
необходимостью решения данной проблемы 
нами разрабатывается система генетической 
трансформации растительных митохондрий, 
основанная на физиологических механизмах 
переноса нуклеиновых кислот между клеточ-
ными компартментами.  

Как показано ранее, изолированные расти-
тельные митохондрии способны импортиро-
вать двуцепочечную линейную ДНК неболь-
шого размера (<10 т.п.н. – тысяч пар нуклеоти-
дов) путем активного, не зависящего от 
последовательности ДНК транспорта [1; 2]. 
Очевидно, что это явление может эффективно 
использоваться как в фундаментальных иссле-
дованиях структуры и функций генома орга-
нелл, так и в биотехнологических работах по 
генетической трансформации митохондрий. До 
последнего времени, однако, остается невыяс-
ненным вопрос о возможности встраивания 
чужеродных последовательностей ДНК в ми-
тохондриальную хромосому. Целью работы 
было исследование возможности интеграции 
чужеродных последовательностей ДНК в ми-
тохондриальный геном растений. 

Материалы и методы 

Получение конструкций. Для получения 
конструкции nad2-St/gfp, фрагмент гена nad2 
(X93575) амплифицировали и клонировали в 
pKS плазмидном векторе. Затем SphI-
рестрикционный фрагмент заменили на фраг-
мент гена gfp соответствующего размера, по-
лучив плазмиду pBnad2-St/gfp. Для получения 
конструкции DR-Zm/gfp фрагмент прямого ми-
тохондриального повтора кукурузы размером 
5,3 тпн (AY506529) амплифицировали и кло-
нировали в полилинкер pKS вектора. HindIII-
фрагмент промежуточной конструкции заме-
нили на фрагмент гена gfp, получив плазмиду 
рВDR-Zm/gfp. В качестве ДНК субстрата для 
импорта использовали радиоактивно меченные 
ПЦР-продукты, полученные с использованием 
праймеров, специфичных для митохондриаль-
ных последовательностей. 

Эксперименты in organello. В эксперимен-
тах использовали изолированные митохондрии 
клубней картофеля (Solanum tuberosum). Мито-
хондрии выделяли согласно [3]. Реакцию им-
порта ДНК проводили, как описано в [2]. 

Гель электрофорез. Для анализа нуклеино-
вых кислот использовали электофорез в ага-
розном геле в ТАЕ. Для анализа ДНК в денату-
рирующих условиях использовали щелочной 
агарозный гель [4]. 

Рестрикционный анализ. Нуклеиновые ки-
слоты разделяли в агарозном геле с последую-
щей элюцией высокомолекулярной фракции 



ИНТЕГРАЦИЯ ЧУЖЕРОДНЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК 63
 

Серия «Биология. Экология» 2008. Т. 1, № 2    

мтДНК. Полученную ДНК переваривали эндо-
нуклеазами рестрикции ScaI и BamHI. Рест-
рикционные фрагменты разделяли электрофо-
ретически в агарозном геле, переносили на 
нейлоновую мембрану и экспонировали с рент-
геновской пленкой.  

Инвертированная ПЦР. МтДНК перевари-
вали эндонуклеазой рестрикции MseI. 100 нг 
фрагментированной ДНК, лигировали Т4 ДНК 
лигазой при концентрации 5′-концов 5 pМ.  
Лигазную смесь добавляли в ПЦР с праймера-
ми CTAGTTGAACGCTTCCATCTTC и 
AGCAAGCTTGCCTAGCAGAGACGTGG. По-
лученные продукты амплификации клонирова-
ли и секвенировали. 

Результаты и обсуждение 
Подготовка ДНК субстратов. Для изуче-

ния возможности интеграции чужеродной им-
портируемой ДНК в митохондриальный геном 
были разработаны конструкции на основе по-
следовательностей мтДНК двух видов высших 
растений (Zea mays и Solanum tuberosum). Обе 
конструкции содержат фрагмент гена  
GFP (Green Fluorescent Protein), фланкирован-
ный последовательностями митохондриальной 
ДНК, размер которых составлял от 0,8 до  
1,5 тпн. (рис. 1). Одна из них, nad2St/gfp, в ка-
честве фланкирующих gfp ген содержала 
фрагменты митохондриального гена nad2 кар-
тофеля с размерами 0,8 и 0,9 тпн. Вторая кон-
струкция, DR-Zm/gfp, включала два участка 
прямого повтора (DR, от англ. Direct Repeat) 
митохондриального генома кукурузы, размеры 
которых составляли 1 и 1,5 тпн.  

 

 
Рис. 1. Схематическое изображение конструк-

ций, используемых для изучения возможности ин-
теграции чужеродной импортируемой ДНК в мито-
хондриальный геном растений. DR1, DR2 – фраг-
менты прямого повтора митохондриального генома 
кукурузы; nad2 – фрагменты митохондриального 
гена nad2 картофеля (Solanum tuberosum); gfp – 
фрагмент гена GFP (green fluorescent protein) из ме-
дузы Aequoria victoria, цифрами обозначен размер 
фрагментов, тпн 

 
Влияние последовательности ДНК на взаи-

модействие импортированной и эндогенной 
ДНК. В экспериментах с митохондриями клуб-

ней картофеля использовали обе подготовлен-
ные конструкции. При импорте радиоактивно 
меченой ДНК в митохондрии картофеля пока-
зано, что поведение импортированной ДНК за-
висит от последовательности (рис. 2, А). Так, 
при импорте конструкции nad2St/gfp кроме 
пятна засветки, соответствующего импортиро-
ванному фрагменту, присутствует дополни-
тельная полоса, соответствующая высокомоле-
кулярной фракции мтДНК. В то же время при 
импорте DR-Zm/gfp наблюдается только одно 
пятно засветки, которое соответствует импор-
тированному фрагменту. 

Для выяснения количества сайтов взаимо-
действия мтДНК и импортированной конст-
рукции nad2St/gfp был проведен рестрикцион-
ный анализ высокомолекулярной фракции 
мтДНК. Для этого в стандартном эксперименте 
после первичного разделения экстрагирован-
ных нуклеиновых кислот высокомолекулярную 
фракцию элюировали из геля и переваривали 
эндонуклеазами рестрикции BamHI и ScaI. По-
лученную смесь рестрикционных фрагментов 
разделяли в агарозном геле и подвергали авто-
радиографии (рис. 2, Б). Кроме полосы, соот-
ветствующей собственно импортированной 
ДНК, обнаруживалась лишь одна дополни-
тельная полоса около 7 тпн, что соответствует 
предсказанному размеру продукта (6,8 тпн). 

Стабильность взаимодействия импорти-
рованной и эндогенной ДНК. При использова-
нии конструкции nad2St/gfp для импорта в ми-
тохондрии картофеля значительная часть экзо-
генной ДНК оказывалась связанной с 
высокомолекулярной фракцией нуклеиновых 
кислот (рис. 3, А), которая соответствует хро-
мосоме митохондрий. Это могло быть связано 
как с интеграцией импортированной ДНК в ге-
ном, так и с комплементарным взаимодействи-
ем гомологичных последовательностей без об-
разования ковалентных связей. В дальнейшем, 
чтобы проверить характер взаимодействия ме-
жду молекулами ДНК, часть выделенных нук-
леиновых кислот подвергали электрофорезу в 
денатурирующих условиях (рис. 3, Б). На ри-
сунке видно, что и в денатурирующих услови-
ях сигнал связан с мтДНК, что служит указа-
нием в пользу интеграции импортированной в 
органеллы ДНК в геном.  

Интеграция репортерной (gfp) последова-
тельности в митохондриальный геном. Для 
подтверждения интеграции экзогенной ДНК в 
митохондриальный геном использовали инвер-
тированную ПЦР (рис. 4). Митохондриальную 
ДНК обрабатывали экзонуклеазой рестрикции 
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Mse I, сайты узнавания которой присутствуют 
в репортерном гене и в геномной ДНК за пре-
делами конструкции. Таким образом, в случае 
интеграции репортерной последовательности в 
геном, образуется рестрикционный фрагмент, 
состоящий из трех сегментов: фрагмента мито-
хондриальной ДНК на 5'-конце, участка гомо-
логии nad2-R и фрагмента гена gfp на 3'-конце. 
Переваренную рестриктазой Mse I ДНК лиги-
ровали для получения миникольцевых ДНК и 
использовали в качестве матрицы для полиме-
разной цепной реакции. Праймеры подобраны 
таким образом, чтобы продукт ПЦР образовы-
вался только в случае интеграции репортерного 

гена в геном органелл. В проведенных экспе-
риментах был получен предполагаемый ПЦР-
продукт (рис. 4), а также фрагменты большего 
размера. ПЦР-продукты были клонированы и 
секвенированы. Анализ последовательностей 
показал, что ПЦР-продукт размером 500 пн. 
соответствует предполагаемому, а фрагменты 
большего размера представляют собой допол-
нительные продукты лигирования, содержащие 
кроме фрагментов репортерного гена и экстрапо-
следовательности также небольшие (50–300 пн.) 
фрагменты мтДНК. Дополнительные последо-
вательности всегда фланкированы сайтами уз-
навания экзонуклеазы рестрикции Mse I.  

 
Рис. 2. Анализ специфичности рекомбинативного встраивания импортированной ДНК в митохондри-

альный геном картофеля: 
А – авторадиограмма ДНК после импорта; М – молекулярный маркер длины двухцепочечной ДНК, 

стрелками обозначены длины некоторых фрагментов; 1 – митохондриальная ДНК, окрашенная бромистым 
этидием; 2–3 – авторадиограмма: 2 – ДНК после импорта nad2St/gfp в митохондрии; 3 – ДНК после импорта 
DRZm/gfp; стрелками обозначен размер фрагментов в тпн; Б – авторадиограмма рестрикционных фрагмен-
тов высокомолекулярной фракции мтДНК 

 
Рис. 3. Выявление событий интеграции импортированной ДНК конструкции nad2-St/gfp в митохондри-

альный геном картофеля: 
А – электрофорез в обычных условиях, Б – электрофорез в денатурирующих условиях; М – молекуляр-

ный маркер длины фрагментов ДНК, стрелками указаны размеры некоторых фрагментов; 1 – образец мт-
ДНК, окрашенный бромистым этидием; 2–4 – авторадиограмма: 2 – образец ДНК после импорта; 3 – обра-
зец ДНК после импорта и постинкубации в течение 1 часа; 4 – образец ДНК после импорта и постинкубации 
в течение 2 часов 
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Рис. 4. Доказательство интеграции чужеродной ДНК в митохондриальный геном с помощью инвертиро-

ванной ПЦР. М – молекулярный маркер длины фрагментов ДНК, 1 – образец ДНК после импорта; 2 – обра-
зец ДНК после импорта и постинкубации в течение 1 часа 

 
Таким образом, нами получено подтвер-

ждение интеграции чужеродной импортируе-
мой ДНК в митохондриальный геном картофе-
ля посредством гомологичной рекомбинации. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке грантов РФФИ 05-04-49137, 05-04-
22004-НЦНИ и интеграционного комплексного 
проекта СО РАН № 5.1. 
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Integration of foreign DNA into the plant mitochondrial genome 
D. V. Mileshina (Nepomnyashikh)1,2, А. Dietrich2, Yu. М. Konstantinov1 
1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, RAS, 
2Institut de Biologie Moleculaire des Plantes, CNRS/ULP. 

Abstract. We previously demonstrated that isolated plant mitochondria can actively import and retain double-
stranded small (<10 kb) size DNA through sequence unspecific DNA uptake. On the base of this phenomenon we 
develop the system to stably transform plant mitochondrial genome. Here we present the evidence for the integration 
of foreign imported DNA into the potato mitochondrial genome through homologous recombination. 

Key words: plant mitochondria, DNA import, homologous recombination. 
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