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МУТАЦИЯ ГЕНА ARA7/AtRabF2b, УВЕЛИЧИВАЮЩАЯ
СОДЕРЖАНИЕ БЕЛКА ARA7, ВОВЛЕЧЕННОГО В РЕГУЛЯЦИЮ 
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C помощью инсерционного мутанта по гену ARA7/AtRabF (AT4G19640) с повышенной экспрессией
кодируемого им белка – малой ГТФазы Rab5, являющейся одним из ключевых регуляторов везику-
лярного транспорта, исследовали связь эндоцитоза с ионным гомеостатированием и солеустойчи-
востью у Arabidopsis thaliana. У мутантного аллеля было выявлено наличие делеции из 14 нуклеоти-
дов в 5'-нетранслируемой области (5'-НТО) и отсутствие первых трех нуклеотидов на 5'-конце
мРНК. Хотя эти изменения и несколько уменьшили относительный уровень транскриптов данного
гена в листьях мутантных растений при нормальных условиях, при этом в листьях наблюдалось повы-
шенное содержание соответствующего белка ARA7. Это в свою очередь вызвало заметные фенотипиче-
ские изменения у растений, выращенных на питательных средах с NaCl. Электронно-микроскопиче-
ские исследования выявили у мутанта изменения в ультраструктуре клеток корней. Наиболее заметные
отличия мутантных растений от дикого типа (ДТ) состояли в наличии электронно˗плотных отложений
на тонопласте, повышенной вакуолизации и везикуляции цитозоля, увеличенном содержании слива-
ющихся друг с другом микровакуолей, а также в увеличенном содержании мультивезикулярных тел
и аутофагических структур, что указывает на изменение пути эндоцитоза и динамики формирова-
ния вакуоли. На уровне целого растения фенотип данного мутанта выражался в позитивной реак-
ции на длительный солевой стресс по сравнению с растениями дикого типа. Мутантные растения
имели прирост по массе корней и листьев, повышенное содержание K+ и сниженное среднее содер-
жание Na+ в органах, указывая в целом на более высокую солеустойчивость мутанта по сравнению
с растениями ДТ. Предполагается, что вызванные мутацией изменения ультраструктуры отражают
пертурбации в везикулярном транспорте и аутофагии, результатом которых являются изменения в
ионном гомеостатировании и солеустойчивости растений.
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ВВЕДЕНИЕ

Везикулярный транспорт (ВТ) играет важную
роль в распределении (sorting) и доставке веществ
в различные локусы клетки и за ее пределы. Су-
ществует два основных пути ВТ: (1) экзоцитоз, или
секреторный путь, посредством которого белки,
липиды и другие молекулы, синтезированные в ци-
топлазме, транспортируются через эндоплазмати-
ческий ретикулум (ЭР), аппарат Гольджи (АГ) и
транс-Гольджи сеть/ранние эндосомы (ТГС/РЭ)

к плазмалемме (ПМ) или в экстрацеллюлярное
пространство, а также в вакуоль и другие органеллы
клетки, и (2) эндоцитоз, осуществляющий интерна-
лизацию находящихся в ПМ белков и липидов, а
также поглощение молекул из экстрацеллюлярного
пространства. Главной ветвью эндоцитозного пути
является транспорт в вакуоли [1].

Ключевую роль в регуляции сортинга, связы-
вания везикул с мембранами-мишенями и их по-
следующего слияния, играют RAB ГТФазы и
комплексы SNARE (soluble N˗ethylmaleimide˗sen-
sitive factor attachment protein receptors), осуществ-
ляющие слияние транспортируемых везикул с
мембранами-мишенями. Каждый транспортный

1 К статье имеются дополнительные материалы, доступные
для авторизированных пользователей по doi:
10.31857/S0015330322010195.
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путь в клетке характеризуется специфическим
набором молекул Rab ГТФаз и SNARE [2]. Регу-
ляторные белки изменяют соотношение между
ГТФ- и ГДФ-связывающими формами Rab5, из-
меняя этим направление и активность ВТ [3, 4].
Из 57 представителей Rab A. thaliana, три белка при-
надлежат семейству Rab5 ГТФаз. Два из них, кон-
сервативные среди эукариот белки ARA7/AtRabF2b
и RHA1/AtRabF2a, и белок, специфический для на-
земных растений ARA6/AtRabF1, локализованы на
разных популяциях эндосом с частичным перекры-
ванием [2, 5]. ARA7 и RHA1 функционируют на
поздних стадиях эндоцитозного пути, а именно на
стадии слияния мультивезикулярных тел/позд-
них эндосом (МВТ/ПЭ) с вакуолью [6, 7]. Инги-
бирование поздних стадий эндоцитоза приводит
к нарушению ВТ на всем пути от ПМ к вакуоли
[8]. ARA6, в отличие от ARA7 и RHA1, регулирует
транспорт веществ на пути от ТГС к ПМ [2, 5, 9].

Ряд исследований указывает на вовлечение ВТ
в механизмы ионного гомеостатирования и соле-
устойчивости растений, хотя имеющиеся в этой
области сведения ограничены и противоречивы
[10–15]. Например, нокаут-мутация по гену ARA6
(AT3G54840) вызывала у A. thaliana сверхчувстви-
тельность к NaCl, а сверхэкспрессия мутантного
гена ARA6Q93L, фиксирующего ARA6 в ГТФ-свя-
занной форме, повышала их солеустойчивость,
что указывает на регуляторную функцию ARA6
при ответе растений на засоление [10]. Сверхэкс-
прессия гена AtRabG3e (AtRab7, AT1G49300) активи-
ровала эндоцитоз в клетках A. thaliana, приводила к
накоплению натрия в вакуолях и увеличению его
содержания в побегах. Трансгенные растения по
сравнению с диким типом обнаружили более высо-
кую устойчивость к NaCl [11].

В настоящей работе мы сосредоточили внима-
ние на Rab5 ГТФазе AtARA7, являющейся одним
из ключевых регуляторов везикулярного транс-
порта. С помощью инсерционного мутанта по ге-
ну AtARA7, с повышенным содержанием кодируе-
мого им белка, мы исследовали связь эндоцитоза
с ионным гомеостатированием и солеустойчиво-
стью A. thaliana. С этой целью данная мутация была
охарактеризована и определен фенотип мутант-
ных растений. Характеристика мутации включала
определение точного положения вставки Т-ДНК в
последовательности мутантной аллели гена ARA7,
выявление изменений в первичной последова-
тельности ДНК в соседних со вставкой областях,
произошедших в процессе интеграции, а также
влияния данных хромосомных перестроек на от-
носительный уровень транскриптов гена AtARA7
и количество соответствующего белка, а также
относительный уровень транскриптов соседнего
с ним гена TRAM (AT4G19645), относящегося к се-
мейству белков, содержащих липид-сенсорный до-
мен. Для определения фенотипа мутанта изучали

рост, содержание Na+ и K+ в органах, ультраструк-
туру клеток корня у мутантных растений и расте-
ний ДТ, выращенных в условиях водной культу-
ры при наличии или отсутствии NaCl в питатель-
ном растворе (ПР).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал и выращивание растений.

Работу выполняли на растениях Arabidopsis thali-
ana (L.) Heynh. (экотип Col˗0) (ДТ) и его инсерци-
онном мутанте по гену AtARA7 (SALK_090266C)
(http://signal.salk.edu/index.html). Все эксперимен-
ты, за исключением исследования ультраструкту-
ры клеток, проводили на растениях, выращенных
в условиях водной культуры. Семена проращива-
ли на агаризованной среде, приготовленной на
модифицированном питательном растворе (ПР)
1/2 Гибо [16], при температуре 23 ± 2°С, относи-
тельной влажности воздуха 70 ± 5%, фотопериоде
16/8 ч (день/ночь) и интенсивности света 80 мкмоль
квантов/(м2 · с), полученного от люминесцент-
ных ламп ЛБ-80. Проростки 14-дневного возрас-
та переносили на жидкий ПР 1/2 Гибо, который
барботировали воздухом. Остальные условия вы-
ращивания растений на жидком ПР были такими
же, как при проращивании семян. В вариантах с
засолением через 3 сут после перенесения расте-
ний на жидкие ПР в них начинали вносить NaCl.
Концентрацию соли увеличивали постепенно на
25 мМ в сутки до конечных концентраций 50 или
100 мМ. Смену ПР осуществляли еженедельно.
Измерения проводили на растениях 45-дневного
возраста. Для исследования ультраструктуры кле-
ток корня использовали 4-дневные проростки,
выращенные согласно [17] на агаризованной пи-
тательной среде 1/2 Мурасиге-Скуга (MС-среда),
дополнительно содержащей 1% сахарозу, с добав-
лением или без добавления 100 мМ NaCl. Темпе-
ратурный и световой режимы были такими же,
как для водной культуры.

Выделение ДНК и определение гомозиготности
растений по гену ARA7. Геномную ДНК выделяли из
листьев методом, приведенным на сайте (http://
www.monsanto.com/products/documents/dna-detec-
tion/dna_im.pdf). Полученную ДНК использовали
в качестве матрицы для определения гомозигот-
ности растений методом ПЦР и для амплифика-
ции необходимых фрагментов. Последовательно-
сти использованных нами праймеров приведены
в Дополнительных материалах (таблица 1). Ам-
плифицированные фрагменты при необходимо-
сти секвенировали в компании Евроген. Для
определения гомозиготности растений A. thaliana
были выбраны праймеры LBa1, Ara7F и Ara7R.
Пара праймеров, LBa1 и Ara7F, использовалась
для амплификации фрагмента размером 1080 п.о.
из мутантного аллеля SALK_090266C гена АRA7,
в то время как пару, Ara7F и Аra7R, использовали



90

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 69  № 1  2022

СЕРГИЕНКО и др.

для амплификации фрагмента размером 1180 п.о.
из аллеля ДТ того же гена. Продукты амплифика-
ции разделяли в 1% неденатурирующем агароз-
ном геле, содержавшем 0.5 мкг/мл бромистого
этидия.

Определение наличия возможных дополнитель-
ных вставок Т-ДНК в геноме ara7 мутантных рас-
тений методом инвертированной ПЦР. Две пары
праймеров (LBa1 и M13F; LBb1 и M13F) и геном-
ную ДНК растений гомозиготных генотипов (ДТ
и ara7) использовали для определения местопо-
ложения Т-ДНК-вставки и возможного наличия
дополнительных вставок методом инвертирован-
ной ПЦР (inverse PCR). Заметим, что Т-ДНК-
вставка из вектора рROK2, использованного для
инсерционного мутагенеза, содержит полилин-
кер и последовательность праймера M13F, распо-
ложенную непосредственно перед ним. Данный
полилинкер находится на расстоянии около 650 п.о.
от конца левой пограничной области Т-ДНК, что
позволяет использовать вышеупомянутые пары
праймеров и различные рестрикционные эндо-
нуклеазы, сайты которых присутствуют в поли-
линкере, для постановки инвертированной ПЦР
после лигирования. Пять мкг геномной ДНК об-
рабатывали 50 ед. рестрикционной эндонуклеазы
BamHI в объеме 75 мкл в течение двух суток, после
инактивации эндонуклеазы (экстракция смесью
фенол/хлороформ с последующим двукратным пе-
реосаждением этиловым спиртом) лигировали с
помощью Т4 ДНК-лигазы (1 ед. Вейса) (Takara,
США) в объеме 100 мкл в течение ночи при ком-
натной температуре. После экстракции смесью
фенол/хлороформ с последующим двукратным
переосаждением этиловым спиртом осадок ДНК
растворяли в 25 мкл деионизованной воды. Для
ПЦР (25 мкл) с Taq-полимеразой (Евроген, Рос-
сия) брали 2 мкл лигированной ДНК. Параметры
программы амплификации: 94°C – 3 мин, затем
35 циклов: 94°C – 1 мин, 58°C − 1 мин, 72°C –
3 мин, и затем 72°C в течение 10 мин. Продукты
амплификации разделяли в 1% неденатурирую-
щем агарозном геле, выделяли из геля с помощью
набора Clean up Mini (Евроген, Россия) и секве-
нировали в той же компании для определения
геномной последовательности, прилегающей к
Т-ДНК-вставке.

Выделение тотальной РНК из A. thaliana и син-
тез первой цепи кДНК. Для экстракции тотальной
РНК из корней и листьев использовали методику,
приведенную в работе [18]. РНК выделяли из ли-
стьев и корней растений 45-дневного возраста,
выращенных в водной культуре, как описано в
разделе “Растительный материал и выращивание
растений”. Образцы (400 мг) отбирали из трех
“средних” смесей, каждая из которых состояла из
мелко порезанных листьев или корней 20 инди-
видуальных растений. После выделения для до-
полнительной очистки от примесей фенола РНК

переосаждали тремя объемами этанола, предва-
рительно внося в раствор РНК 1/10 объема 3М
ацетата натрия (pH 5.9). Для проверки целостности
препараты РНК анализировали методом электро-
фореза в 1% неденатурирующем агарозном геле, со-
держащем бромистый этидий. Примеси геномной
ДНК в выделенных препаратах РНК удаляли при
помощи ДНКазы I (Thermo Fisher Scientific,
США) в соответствии с инструкцией изготовите-
ля. Синтез первой цепи кДНК осуществляли с ис-
пользованием набора MMLV RTkit (Евроген,
Россия) в соответствии с рекомендацией произ-
водителя.

Определение старта транскрипции мРНК гена
ARA7. Для амплификации 5'-фрагмента мРНК ге-
на ARA7 использовали метод Step-Out RACE с на-
бором праймеров Mint RACE primer set (Евроген,
Россия) и ген-специфичным праймером Ara7F.
Полученные ПЦР-продукты клонировали в T-A
вектор pAL2-T (Евроген, Россия) и секвенирова-
ли в компании Евроген.

Количественная ПЦР в реальном времени на
матрице кДНК (кОТ-ПЦР). кОТ-ПЦР использо-
вали для анализа экспрессии генов ARA7 и TRAM
в мутантных растениях и растениях ДТ. Прайме-
ры подбирали с использованием программы Light
Cycler Probe Design 2.0 (Roсhe, США) предпочти-
тельно в 1/3 кодирующей части мРНК, прилегаю-
щей к 3'-нетранслируемой области (3'-НТР). По-
следовательности генов были взяты из базы данных
(http://www.arabidopsis.org). Размер ампликона
при использовании выбранной пары (Ara71F и
Ara71R) для гена ARA7 составлял 105 п.о., a для ге-
на TRAM (при использовании пары праймеров –
TR1 и TRAM_R) − 144 п.о. В качестве референсно-
го гена использовали ACT2 (NM_001338358.1),
последовательности праймеров к которому были
опубликованы ранее [19]. Программа для ампли-
фикации была создана в соответствии с рекомен-
дациями производителя прибора АНК-32 (Синтол,
Россия) и инструкции к набору Готовая Смесь
для ПЦР qPCRmix-HS SYBRmix (Евроген, Рос-
сия); тот же набор использовали для приготовле-
ния реакционного коктейля. В образец вносили
30 нг матрицы (исходя из количества РНК, взятой
для синтеза кДНК). Относительный уровень
представленности транскрипта (R) определяли с
помощью программы Microsoft Excel по формуле:

(1)

где С0 – начальная концентрация транскрипта,
Nt – пороговый цикл.

Содержание Na+ и K+ в органах. Высушенные при
90°С органы 45-дневных растений измельчали. Ио-
ны извлекали водной экстракцией при 100°С, экс-
тракт фильтровали. Концентрацию Na+ и K+ в
фильтратах определяли с помощью пламенного
фотометра ФПА-2-01 (ОАО ЗОМЗ, Россия).

t tN 7 N( )
0

( )2
0R С 7 C 2 2( ) ( ) ,ARA ACTARA ACT −= =
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Электронная микроскопия. Ультраструктуру кле-
ток изучали с помощью трансмиссионной элек-
тронной микроскопии. Образцы подготавливали в
соответствии со стандартной методикой, как опи-
сано ранее [20]. Срезы на сетках контрастировали
уранилацетатом и цитратом свинца и просматрива-
ли в электронном микроскопе LIBRA 120 (Герма-
ния). Площади органелл на срезах измеряли с по-
мощью программы ZEN-2012 Microsoft, исполь-
зуя инструмент “контур”.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку проводили с помощью однофакторного
дисперсионного анализа, используя Microsoft Ex-
cel 2007. Данные представлены как средние значе-
ния и их стандартные ошибки. Достоверность раз-
личий между мутантами и растениями ДТ оценива-
ли при разных значениях вероятности: Р ≤ 0.05 (*),
Р ≤ 0.01 (**), Р ≤ 0.001 (***).

Продукция антител против AtARA7. Кроличьи
поликлональные антитела к белку AtARA7 были
получены компанией PhytoAbInc (Рэдвуд Сити,
Калифорния, США). Синтетический пептид
Leu185-Val194 (LPDRAMDRAV) из AtARA7, име-
ющий уникальную последовательность среди
всех других последовательностей белков семей-
ства Rab5 резуховидки Таля, был использован для
иммунизации двух кроликов. Титр полученных
иммунных сывороток был определен нами с ис-
пользованием в качестве положительного контроля
экспрессированного в E. coli полноразмерного бел-
ка AtARA7, который также содержал дополнитель-
ную C-концевую последовательность 6 × His. Дан-
ный химерный белок был получен путем амплифи-
кации открытой рамки считывания (ОРС) AtARA7 с
помощью пары праймеров, ARA7NCOIp28aF и
ARA7NCOIp28aR, на матрице кДНК A. thaliana,
клонирования полученного продукта амплифи-
кации в вектор pET-28a(+) (Novagen, США) по
сайтам BamHI и NcoI и последующей экспрес-
сии рекомбинантного atARA7-6 × His в штамме
E. coli BL-21 (pLysS) (Novagen, США). Наличие
анти-AtARA7 антител в сыворотках было опре-
делено путем сравнения молекулярных масс бел-
ка в лизате штамма-продуцента BL-21 (pLysS)-at-
ARA7-6 × His, реагирующего как с анти˗6 × His
антителами, так и с иммунными сыворотками,
методом Вестерн-блот анализа. После этого ан-
ти-AtARA7 антитела из сыворотки с большими
титром и авидностью были аффинно очищены на
фирме Phyto Ab. После определения нами титра
аффинно очищенных антител, они были исполь-
зованы для Вестерн-блот анализа препаратов бел-
ков A. thaliana на присутствие AtARA7.

Иммуноблоттинг. Растительные клеточные лиза-
ты готовили с использованием буфера Е (125 мМ
Трис-HCl, рН 8.8; 1% (w/v) SDS; 10% (v/v) глице-
рина; 50 мМ Na2S2O5). После завершения элек-
трофореза в 13% SDS-PAGE белки переносили на

нитроцеллюлозную мембрану с диаметром пор
0.45 мкм (Schleicher and Schuell, Германия) с по-
мощью прибора для полусухого переноса Semy-Dry
в соответствии с инструкцией изготовителя (Хели-
кон, Россия) и затем окрашивали с помощью кра-
сителя Ponceau S. Для детекции atARA7 кроличьи
поликлональные аффинно очищенные антитела
(1 мг/мл) к белку atARA7 использовали в разведе-
нии 1 : 1000 в растворе TBS-Tw-BSA (1 × TBS,
0.2% Tween 20, 1% Бычий Сывороточный Альбу-
мин (BSA), 0.01% NaN3), а вторичные антитела (ан-
ти˗кроличьи козьи Ab, конъюгат с пероксидазой
хрена (HRP) (Imtek, Россия)) в разведении 1 : 2500 в
растворе TBS-Tween 20-DM (1 × TBS, 0.2% Tween
20, 5% Carnation non˗fat dry milk (Nestle, США)).
После последовательной обработки первичными,
а затем вторичными антителами, мембрану отмы-
вали и проводили детекцию с использованием
ECL (GEHeathcare, США). Для визуализации ре-
зультатов иммуноблоттинга использовали систе-
му гель-документации Chemi Doc XRS + System
(BioRad, США). Количественный анализ содержа-
ния белка ARA7 осуществляли с использованием
программы ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Для
данного анализа на блоте для каждой дорожки
выбирали область, содержащую обе близкие по-
лосы ARA7 и пространство между ними.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характериcтика инсерционного мутанта ara7

(OEARA7). Согласно данным сайта TAIR (www.ara-
bidopsis.org) левая граница вставки Т-ДНК в после-
довательности гена ARA7 в инсерционном мутанте
(SALK_090266C) (http://signal.salk.edu/index.html)
располагается в 5'-НТО первого экзона. Для опре-
деления точной локализации вставки в промото-
ре мы амплифицировали и секвенировали фраг-
мент ДНК из генома гомозиготных мутантных
растений с использованием пары праймеров –
LBa1 и Ara7F (рис. 1а). Оказалось, что левая гра-
ница вставки прилегает к четвертому нуклеотиду
вниз от старта транскрипции, который был опре-
делен для аллеля гена ARA7 ДТ. Далее ниже встав-
ки находится участок, соответствующий нуклео-
тидам +4…+15 от старта транскрипции. Сразу за
нуклеотидом +15 следует нуклеотид +30, дальней-
шая секвенированная последовательность полно-
стью идентична приведенной в базе данных TAIR
для ДТ. Таким образом, 5'-НТО мутантного алле-
ля гена ARA7 содержит делецию из 14 нуклеоти-
дов (рис. 1б).

Мы предположили, что наличие вставки Т-ДНК
в промоторе ARA7 может изменить место старта
транскрипции данного гена. Для определения
точного местоположения старта транскрипции в
инсерционном мутанте амплифицированные
5'-фрагменты РНК клонировали в T-A вектор и
секвенировали. Оказалось, что мутантная мРНК
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не содержит первых трех нуклеотидов на 5'-кон-
це, которые присутствуют в ДТ. Также мы обна-
ружили в мутантной мРНК отсутствие нуклеоти-
дов +16…+29, показанное нами на уровне геном-
ной ДНК (см. выше).

Мы также определили относительную представ-
ленность транскриптов аллелей ARA7 в гомозигот-
ных мутантных растениях и в растениях ДТ мето-
дом кОТ-ПЦР. Оказалось, что при нормальных
условиях выращивания, относительная представ-
ленность мРНК аллели гена ARA7 в листьях мутант-
ных растений была примерно в два раза ниже, чем в
растениях ДТ, и эта разница была статистически
достоверной (рис. 2а). В остальных случаях, мы
не нашли существенных различий между расте-
ниями ДТ и мутантами. Таким образом, наличие
вставки Т-ДНК в ARA7-промоторе и изменения в
первичной структуре самого промотора умень-
шило экспрессию (и/или стабильность?) мРНК
мутантного аллеля ARA7 в листьях растений при
нормальных условиях и не оказало существенно-
го влияния на уровень относительной представ-
ленности транскриптов в листьях при засолении
и в корнях при всех условиях выращивания по
сравнению с ДТ. Была также секвенирована по-
следовательность, прилегающая к правой грани-
це вставки Т-ДНК в мутантном аллеле гена ARA7.

Для этой цели нами был получен и секвенирован
фрагмент геномной ДНК мутантов размером
1400 п.о., амплифицированный с использованием
праймеров RBa1 (находящегося в последовательно-
сти правого приграничного участка Т-ДНК) и TR1
(локализованного в последовательности соседнего
с ARA7 гена TRAM) (рис. 1а). Оказалось, что между
последовательностью Т-ДНК и межгенным спей-
сером находится фрагмент ДНК неизвестной при-
роды, состоящий из 111 п.о. Непосредственно за
ним следует последовательность, состоящая из
27 п.о., идентичная началу 5'-НТО ARA7 (вклю-
чая 14 п.о., отсутствующих у мутанта). Вышеупомя-
нутая неизвестная последовательность не относит-
ся ни к последовательности Т-ДНК, ни к последо-
вательности генома A. thaliana и не депонирована в
базе данных NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Таким
образом, изменения в структуре ДНК, возник-
шие в процессе инсерционного мутагенеза, непо-
средственно не затрагивают последовательность
гена TRAM и его нетранслируемых областей.

Определение относительнoй представленно-
сти транскриптов гена TRAM, граничащего с
ARA7, в гомозиготных мутантных растениях и в
растениях ДТ методом кОТ-ПЦР не выявило за-
метных различий между растениями ДТ и мутан-
тами в одних и тех же органах растений (данные

Рис. 1. Структура мутантного гена OEARA7 и соседнего с ним гена At4g19645.1 (TRAM) A. thaliana. (а) – cхема распо-
ложения функциональных элементов мутантного аллеля (SALK_090266C) гена ARA7 и гена At4g19645.1 (TRAM). Пря-
моугольниками обозначены экзоны (последние экзоны показаны прямоугольниками со стрелкой), нетранслируемые
области и межгенный спейсер. Прерывистой линией обозначены последовательности интронов. Стрелками ниже по-
казаны положения праймеров, использованных в данном исследовании. 1 – делеция, которая располагается в поло-
жении от +16 до +29 нуклеотида в 5'-НТО; 2 – фрагмент ДНК неизвестной природы; 3 – последовательность, иден-
тичная началу 5'-НТО ARA7; 4 – последовательность межгенного спейсера; (б) – скорректированная последователь-
ность промотора мутантного аллеля (SALK_090266C) гена ARA7. Полужирным шрифтом выделена последовательность
первого экзона согласно данным TAIR. Стрелкой указано место вставки Т-ДНК. Строчными буквами обозначена деле-
ция (от +16 до +29 нуклеотида вниз от старта транскрипции). Последовательность инициирующего кодона подчеркнута.
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не приведены). Как было показано выше, отно-
сительный уровень транскриптов мутантного ал-
леля гена ARA7 в листьях был несколько снижен.
При этом 5'-НТО данного аллеля была изменена
в результате мутагенеза. Из этого можно предпо-
ложить, что проявление мутантного фенотипа ге-
на ARA7, возможно, является следствием измене-
ний и в эффективности трансляции мРНК му-
тантного аллеля гена ARA7.

Для проверки данного предположения, мы ис-
пользовали Вестерн-блот анализ суммарных бел-
ков A. thaliana с поликлональными антителами к
синтетическому пептиду, уникальному для atARA7
среди трех белков семейства Rab5 A. thaliana. Дан-
ный подход позволил идентифицировать иммуно-
реактивный белок, имеющий молекулярную мас-
су, приблизительно отвечающую молекулярной
массе, предсказанной для atARA7 (22 кДа) (рис. 2б).
При более внимательном анализе изображения
оказалось, что иммунореактивный белок представ-
лен, по крайней мере, двумя полосами с близкими
молекулярными массами, что, вероятно, отражает
наличие в клетке двух форм atARA7 – мембрано-
связанной и растворимой [4, 5]. Нами также было
показано, что содержание белка atARA7 в мутант-
ных растениях более чем в два раза превышало его
содержание в растениях дикого типа (рис. 2б), не-
смотря на пониженную относительную представ-
ленность ARA7 мРНК в данных растениях. Коли-
чественный анализ результатов Вестерн-блот-
тинга показал, что уровень экспрессии белка
ARA7 в листьях мутантных растений в среднем

превышал таковой в растениях ДТ более чем в два
раза (рис. 2б). Таким образом, используемый в дан-
ной работе инсерционный мутант растений A. thali-
ana по гену AtARA7 является мутантной линией с по-
вышенной экспрессией (т. е. “сверхэкспрессирую-
щей” линией), названной нами OEARA7. Следует
заметить, что термин “сверхэкспрессия” подразу-
мевает повышенную экспрессию исследуемого
белка сверх нормы, без какого-либо знания его
нормальных уровней экспрессии и характера этой
экспрессии [20]. Однако, в нашем случае, наблю-
далась довольно скромная сверхэкспрессия (при-
мерно в 2.5 раза), поэтому мы предпочли исполь-
зовать выражение “повышенная экспрессия” вме-
сто “сверхэкспрессия”.

Проверка наличия дополнительных вставок Т-ДНК
в геноме ara7 (OEARA7) мутантов. По данным сай-
та (www.arabidopsis.org) не исключается наличие
дополнительных вставок Т-ДНК в геноме мутан-
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Рис. 2. Экспрессия гена AtARA7 в органах мутанта
OEARA7 и растений ДТ A. thaliana. (а) – относитель-
ная представленность мРНК гена AtARA7 в органах
A. thaliana, выращенных при различных концентраци-
ях NaCl в питательной среде. Эксперименты проведе-
ны в трех независимых повторностях, каждая из кото-
рых включала смесь органов 20 индивидуальных рас-
тений на каждый вариант. Статистически достоверные
различия между мутантом и ДТ показаны звездочкой:
(*) – Р ≤ 0.05. 1 − ДТ, лист; 2 − OEARA7; лист; 3 − ДТ,
корень; 4 − OEARA7, корень. (б) – иммуноблоттинг и
квантификация экспрессии белка atARA7 в суммар-
ных клеточных лизатах, приготовленных из растений
A. thaliana ДТ и мутантов OEARA7 (три пары индиви-
дуальных растений I–III), выращенных в нормаль-
ных условиях. 40 мкг лизатов были подвергнуты
электрофорезу в 13% SDS-PAGE, перенесены на нит-
роцеллюлозную мембрану и подвергнуты Вестерн-
блоттингу с анти-atARA7 антителами. Результирую-
щие изображения были подвергнуты количественно-
му анализу на относительную экспрессию гена ARA7
с использованием программы ImageJ, как описано в
Материалах и Методах. ДТ – дикий тип, OEARA7 –
мутантная линия OEARA7, ПК – лизат штамма-про-
дуцента BL-21 (pLysS) − atARA7-6 × His (положи-
тельный контроль), анти-atARA7 – детекция с анти-
телами, Ponceau S – окраска красителем Ponceau S
(контроль нанесения), средние значения − средние
значения, вычисленные из значений, полученных
для индивидуальных растений из трех пар.
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тов OEARA7. Для определения наличия и место-
положения в геноме возможных дополнительных
Т-ДНК-вставок использовали метод инвертиро-
ванной ПЦР. При амплификации с использова-
нием в качестве матрицы переваренной BamHI и
затем лигированной геномной ДНК обнаруживал-
ся продукт, соответствующий только гену ARA7 в
случае матрицы, полученной из мутантных расте-
ний. В случае ДТ данный продукт не наблюдался
(данные не приведены). Не наблюдались также спе-
цифические продукты амплификации других раз-
меров, что позволило нам сделать вывод, что, ско-
рее всего, мутанты OEARA7 не содержат дополни-
тельных Т-ДНК вставок в других участках генома.

Масса органов мутанта OEARA7 и ДТ A. thaliana
в норме и в условиях засоления ПР. Сравнение
масс корней ДТ и OEARA7 показывает, что мута-
ция практически не повлияла на рост корней в
отсутствие засоления. Напротив, мутация замет-
но стимулировала рост листьев при отсутствии
соли в ПР (на 39%), но не оказала влияния на рост
цветочных стрелок.

Хлористый натрий, внесенный в ПР в концен-
трации 50 мМ не оказал влияния на рост корней
растений ДТ, 100 мМ NaCl незначительно пода-
вил их рост. У мутантных растений реакция кор-
ней на засоление была иной. NaCl в концентра-
циях 50 и 100 мМ стимулировал их рост на 117 и
78% соответственно. Сравнение масс корней ДТ
и OEARA7 показывает, что мутация оказала сильное
стимулирующее действие на их рост в условиях за-
соления (на 86 и 78% при концентрациях NaCl в ПР
50 и 100 мМ соответственно). На рост надземных
органов (листьев и цветочных стрелок) NaCl оказал
сильное угнетающее действие, как у растений ДТ,
так и у мутанта. 100 мМ NaCl подавил рост надзем-
ных органов сильнее, чем 50 мМ NaCl (рис. 3а–в).
Тем не менее, мутация, как и в случае контроля,
заметно стимулировала рост листьев при засоле-
нии (44 и 37% при 50 и 100 мМ NaCl соответствен-
но). Не было обнаружено условий, при которых
мутация OEARA7 привела бы к снижению массы
корней и надземных органов (рис. 3а–в).

Водный статус органов мутанта OEARA7 и ДТ
A. thaliana в норме и в условиях засоления ПР. На
рис. 3г–е представлено действие мутации OEARA7
на водный статус органов A. thaliana при разных
концентрациях NaCl в ПР. Мутация привела к
снижению оводненности корней на 27%, когда
соль отсутствовала в ПР. Не было найдено разли-
чий в оводненности надземных органов (листьев
и цветочных стрелок) между OEARA7 и ДТ при
отсутствии NaCl. NaCl, понижающий водный по-
тенциал ПР, практически не оказал влияния на
оводненность (содержание воды в расчете на еди-
ницу сухой массы) корней ДТ и привел к замет-
ному повышению оводненности корней мутанта
(на 28 и 25% при 50 и 100 мМ NaCl соответственно).

Под действием NaCl наблюдалось относительно
небольшое снижение оводненности надземных ор-
ганов, как у OEARA7, так и у ДТ. Наиболее замет-
ный эффект соли наблюдался на цветочных стрел-
ках ДТ (снижение оводненности на 19 и 24% при 50
и 100 мМ NaCl соответственно). Мы не увидели
различий в оводненности надземных органов
между мутантом и ДТ в присутствии соли в среде.
В условиях засоления (50 и 100 мМ NaCl) овод-
ненность корней мутанта была такой же, как у ДТ.

Содержание ионов K+ и Na+ в органах мутанта
OEARA7 и ДТ A. thaliana. В отсутствие засоления
содержание K+ в листьях и цветочных стрелках
мутанта OEARA7 и ДТ было одинаковым. Содер-
жание K+ в корнях у OEARA7 в отсутствие соли
были выше, чем у ДТ (статистически достоверное
различие 19%). Наличие NaCl в ПР в целом при-
вело к снижению содержания K+ в корнях и над-
земных органах, как у растений ДТ, так и у му-
танта (рис. 4а–в). Средние значения содержания
K+ в корнях у OEARA7 были выше, чем у ДТ при
обеих концентрациях NaCl в ПР (50 и 100 мМ). В
листьях OEARA7 более высокое содержание K+ по
сравнению с ДТ было обнаружено при 100 мМ
NaCl (на 27%). При 50 мМ NaCl содержание K+ в
листьях обоих типов растений было одинаковым.
В цветочных стрелках мутация привела к увеличе-
нию содержания K+ на 17 и 56% при 50 и 100 мМ
NaCl соответственно. Не было найдено условий,
при которых содержание K+ в корнях и надзем-
ных органах OEARA7 было бы ниже, чем у ДТ.

Мутация не привела к изменению содержания
Na+ во всех органах растений при нормальных
условиях (рис. 4г–е). Содержание Na+ в корнях,
листьях и цветочных стрелках растений, как му-
танта OEARA7, так и растений ДТ многократно
возрастало по мере увеличения концентрации
NaCl в ПР. Мутация OEARA7 в целом привела к
снижению содержания Na+ в органах растений,
выращенных в условиях засоления. В корнях
OEARA7 при 100 мМ NaCl в ПР содержание Na+ бы-
ло ниже, чем у ДТ на 42%, однако при 50 мМ NaCl
статистически достоверного снижения содержания
Na+ в корнях у мутанта не произошло. Снижение
содержания Na+ в листьях у OEARA7 по сравнению
с ДТ составило 43% при 50 мМ NaCl, при этом не
было обнаружено статистически достоверного сни-
жения содержания Na+ в листьях при 100 мМ NaCl.
Мутация привела к сильному снижению содер-
жания Na+ в цветочных стрелках (на 76 и 46% при
50 и 100 мМ NaCl соответственно). Ни при каких
условиях данного эксперимента мутация не вы-
звала увеличения содержания Na+ в корнях, ли-
стьях и цветочных стрелках A. thaliana. В целом
можно заключить, что мутация OEARA7 привела к
снижению содержания Na+ и увеличению содер-
жания K+ в органах A. thaliana.
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Рис. 3. Сырая масса (а–в) и оводненность (г–е) органов мутанта OEARA7 и растений ДТ A. thaliana при разных кон-
центрациях NaCl в ПР. 1 – ДТ, 2 – OEARA7; (а), (г) – корень; (б), (д) – лист; (в), (е) – цветочная стрелка. Представлены
средние значения и их стандартные ошибки. Эксперименты проведены в четырех независимых повторностях, каждая
из которых включала по четыре растения на каждый вариант. Статистически достоверные различия между мутантом
и ДТ при разных значениях достоверности показаны звездочками: (*) – Р ≤ 0.05, (**) – Р ≤ 0.01, (***) − Р ≤ 0.001.
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Рис. 4. Содержание K+ (а–в) и Na+ (г–е) в органах мутанта OEARA7 и растений ДТ A. thaliana при разных концентра-
циях NaCl в ПР 1 – ДТ, 2 – OEARA7; (а), (г) – корень; (б), (д) – лист; (в), (е) – цветочная стрелка. Представлены сред-
ние значения и их стандартные ошибки. Эксперименты проведены в четырех независимых повторностях, каждая из
которых включала по четыре растения на каждый вариант. Статистически достоверные различия между мутантом и
ДТ при разных значениях достоверности показаны звездочками: (*) – Р ≤ 0.05, (**) – Р ≤ 0.01, (***) − Р ≤ 0.001.
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Ультраструктура клеток корней мутанта OEARA7
и ДТ A. thaliana, выращенных на засоленном пита-
тельном растворе. Электронно-микроскопическое
исследование клеток эпидермы и коры корней му-
танта OEARA7 и ДТ A. thaliana проводили на 4-днев-
ных проростках, выращенных на ПР, который со-
держал или не содержал NaCl. Ультраструктура кле-
ток корня растений ДТ, выращенных на ПР без
NaCl, была типичной для растений, растущих на
пресном субстрате (рис. 5а–е). Цитоплазма содер-
жала различные органеллы и включения. Эндоплаз-
матический ретикулум (ЭР) был хорошо развит. По-
мимо большой центральной вакуоли встречались
микровакуоли (МВ), которые иногда сливались
друг с другом или с центральной вакуолью (рис. 5а).
Некоторые из микровакуолей содержали мем-
бранный материал, который подвергался лизису.
При этом обнаруживались мультивезикулярные
тела (МВТ/ПЭ) (рис. 5д, е). Иногда наблюдалось
слияние наружной мембраны МВТ с ПМ и выход
внутренних везикул МВТ в периплазматическое
пространство (ПП), т. е. происходило образование
экзосом (Экз) (рис. 5д). Можно было также наблю-
дать слияние МВТ с тонопластом (рис. 5е). Диктио-
сомы аппарата Гольджи (АГ) были плотно упакова-
ны, на транс-стороне иногда наблюдались отпоч-
ковывающиеся от диктиосом везикулы ТГС/РЭ
(рис. 5в, г, е). В цитоплазме встречались ауто-
фагосомы (АФ), а в вакуолях аутофагические

тела (АТ), содержащие разного рода цитоплазма-
тический материал, который, по-видимому,
подвергался деградации (рис. 5б–г).

В клетках корней растений OEARA7, выращен-
ных на ПР без NaCl, не было обнаружено замет-
ных качественных отличий в структуре большин-
ства органелл от растений ДТ (рис. 6а–е). Так же
как у ДТ, наблюдалось слияние микровакуолей
друг с другом или с центральной вакуолью и сли-
вающиеся с тонопластом МВТ/ПЭ (рис. 6б, в, е).
ЭР был хорошо развит, цистерны ЭР не были на-
бухшими. АФ в цитоплазме и АТ в вакуолях име-
ли такой же вид, как у растений ДТ, выращенных
в ПР без NaCl. В отличие от ДТ у OEARA7 наблю-
дались некоторые количественные отличия. Со-
держание МВТ в расчете на единицу площади
срезов у OEARA7 имело тенденцию к снижению,
однако различие с ДТ не было статистически до-
стоверным. Средняя площадь МВТ в результате
мутации стала на 47% меньше, чем у ДТ (табл. 1).
У мутанта также на 31% снизилось содержание АГ.
В отсутствие засоления мутация не привела к из-
менениям количества МВ и их средней площади,
а также количеств АФ в цитоплазме и АТ в вакуо-
лях (табл. 2).

Ультраструктура клеток корня ДТ A. thaliana в
условиях засоления ПР претерпела ряд измене-
ний (рис. 5ж–м). В частности, наблюдалось набу-

Таблица 1. Количество и размеры мультивезикулярных тел (МВТ) на срезах клеток корней проростков ДТ и му-
танта OEARA7 А. thaliana

Примечание. Растения выращены на средах с добавлением или без добавления 100 мМ NaCl. Учитывали МВТ площадью от
0.02 до 2.37 мкм2 (0.07–0.65 мкм в диаметре). Статистический анализ выполнен с помощью Microsoft Excel 2007 (по 100 клеток
на каждый вариант).

Варианты
Количество

МВТ/100 мкм2
Средняя площадь 

МВТ, мкм2
% площади всех МВТ
к площади всех срезов

ДТ 2.01 ± 0.1b 0.36 ± 0.08c 0.72

ДТ + NaCl 3.94 ± 0.18c 0.12 ± 0.03a 0.48

ara7 1.39 ± 0.02a 0.19 ± 0.04ab 0.20

ara7 + NaCl 4.49 ± 0.3d 0.25 ± 0.06b 1.11

Таблица 2. Количество комплексов Гольджи, аутофагосом и аутофагических тел на срезах клеток корней про-
ростков ДТ и мутанта OEARA7 А. thaliana

Примечание. Растения выращены на средах с добавлением или без добавления 100 мМ NaCl. Статистический анализ выпол-
нен с помощью программы Microsoft Excel 2007 (по 100 клеток на каждый вариант).

Варианты
Количество
КГ/100 мкм2

Количество
АФ/100 мкм2

Количество
АТ/100 мкм2

ДТ 2.56 ± 0.13b 0.91 ± 0.05a 1.00 ± 0.09a

ДТ + NaCl 2.88 ± 0.16b 1.41 ± 0.09b 1.31 ± 0.11b

ara7 1.76 ± 0.1a 0.89 ± 0.03a 1.27 ± 0.13b

ara7 + NaCl 1.69 ± 0.08a 1.71 ± 0.1c 2.98 ± 0.19c
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Рис. 5. Ультраструктура клеток корня 4-дневных проростков A. thaliana ДТ, выращенных на ПР без NaCl (а–е) или ПР,
содержащем 100 мМ NaCl (ж–м). Обозначения: МВ – микровакуоль, В – вакуоль, АТ – аутофагическое тело, ЭР – эн-
доплазматический ретикулум, Экз – экзосомы, АГ – аппарат Гольджи, АФ – аутофагосома, АП – амилопласт, ПМТ –
парамуральное тело. Стрелками отмечены мультивезикулярные тела (МВТ). Масштабный отрезок ‒ 0.5 мкм (а, г–ж);
1 мкм (б, в, з–м).
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Рис. 6. Ультраструктура клеток корня 4-дневных проростков мутанта OEARA7 A. thaliana, выращенных на ПР без
NaCl (а–е) или ПР, содержащем 100 мМ NaCl (ж–м). Обозначения: МВ – микровакуоль, Ог – осмиофильные гло-
булы, В – вакуоль, АТ – аутофагическое тело, АП – амилопласт, АФ – аутофагосома, ЭР – эндоплазматический
ретикулум, Экз – экзосомы, ПМТ – парамуральное тело. Стрелками отмечены мультивезикулярные тела (МВТ).
Масштабный отрезок ‒ 0.2 мкм (з); 0.5 мкм (а–е, ж, и–л); 1 мкм (м).
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хание цистерн ЭР, которые фрагментировались и
формировали микровакуоли угловатой формы
(рис. 5ж, з). Наблюдалась более выраженная ва-
куолизация цитоплазмы в целом, чем при отсут-
ствии NaCl в ПР. Число вакуолей в расчете на
единицу площади поверхности срезов и их сред-
няя площадь возросли на 70 и 32% соответствен-
но (табл. 3). Инвагинации тонопласта в вакуоль, а
также микровакуоли, сливающиеся друг с другом
или с центральной вакуолью в условиях засоле-
ния у ДТ встречались чаще, чем при отсутствии
NaCl в ПР (рис. 5ж, з, к–м). Иногда обнаружива-
лись двумембранные инвагинации, в сторону ва-
куоли, образованные одновременно двумя мем-
бранами – ПМ и тонопластом (рис. 5и). Такие
структуры, известные как парамуральные тела
(ПМТ) [3], ранее наблюдались нами у галофита
Suaeda altissima [21]. У растений ДТ в отсутствие
засоления они практически не встречались. При
засолении у ДТ увеличилось также количество
МВТ/ПЭ. Их число в расчете на единицу площа-
ди поверхности срезов возросло практически в
2 раза, при этом их средняя площадь уменьши-
лась в 3 раза (табл. 1, рис. 5ж, л, м). Экзосомы в
ПП в варианте с NaCl встречались чаще, чем в от-
сутствие засоления (рис. 5з–м). Аппарат Гольджи
у растений ДТ, выращенных на ПР с NaCl, казал-
ся более активным, то есть больше отпочковывал
от себя везикул ТГС/РЭ, чем в отсутствие засоле-
ния (рис. 5ж, л, м). При этом количество ком-
плексов Гольджи (КГ) в расчете на единицу пло-
щади срезов было таким же, как у растений, выра-
щенных на ПР без NaCl (табл. 2). АФ в цитоплазме
и АТ в вакуолях растений ДТ в условиях засоле-
ния встречались на 55% чаще, чем при его отсут-
ствии (табл. 2, рис. 5ж, и, к, л). Наблюдалась так-
же тенденция к увеличению содержания АТ в ва-
куолях, хотя различие в этом параметре в
присутствии и отсутствии NaCl в ПР не была ста-
тистически достоверной.

Наличие NaCl в ПР вызвало небольшое (18%),
но статистически достоверное увеличение коли-
чества МВ у мутанта. В результате мутации про-

изошло снижение, как количества, так и средней
площади МВ в условиях засоления (на 24 и 32%
соответственно) (табл. 3). И мутация, и NaCl ока-
зали существенное влияние на количество и раз-
меры МВТ. Засоление ПР привело к увеличению
содержания МВТ у OEARA7 в 3 раза, при этом
средняя площадь МВТ возросла на 37%. В усло-
виях засоления влияние мутации выразилось в
небольшом (14%), но статистически достоверном
увеличении количества МВТ и в двукратном уве-
личении их средней площади (табл. 1), а также в
снижении на 41% содержания АГ (табл. 2). Клет-
ки мутантов, выращенных на ПР с NaCl, характе-
ризовались повышенным содержанием АФ в ци-
топлазме и АТ в вакуоли, что может указывать на
активный процесс аутофагии и перенос цито-
плазматического материала в вакуоль посред-
ством аутофагии (табл. 2, рис. 6к, м). При этом
увеличение содержания аутофагических структур
было результатом, как засоления ПР, так и мута-
ции. При выращивании растений на ПР с NaCl в
клетках OEARA7, также как в клетках ДТ, встреча-
лись ПМТ (рис. 5л). Следует отметить, что у мутан-
та в условиях засоления мы не наблюдали набуха-
ния цистерн ЭР и формирования МВ неправиль-
ной формы, а также редко встречали экзосомы в
ПП. Характерной особенностью ультраструктуры
клеток мутантных растений, выращенных на ПР
с NaCl (рис. 6ж–м), было наличие на тонопласте
и в вакуоли электронно-плотного материала, ко-
торый имел вид отдельных точечных скоплений
(рис. 6ж, и, л) и часто, отделившись от тонопла-
ста, оказывался в вакуоли (рис. 6и). Не исключе-
но, что отложение этого материала на вакуоляр-
ной мембране приводит к нарушению переноса
веществ в вакуоль.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе мы использовали инсерцион-

ный мутант OEARA7 (SALK_090266C), белка се-
мейства малых ГТФаз Rab5. Определение точной
локализации вставки Т-ДНК и секвенирование
примыкающих к ней областей хромосомы выяви-

Таблица 3. Количество и размеры микровакуолей (МВ) на срезах клеток корней проростков ДТ и мутанта
OEARA7 А. thaliana

Примечание. Растения выращены на средах с добавлением или без добавления 100 мМ NaCl. Учитывали МВ площадью от
0.07 до 18.5 мкм2 (0.25–5.0 мкм в диаметре). Статистический анализ выполнен с помощью Microsoft Excel 2007 (по 100 клеток
на каждый вариант).

Варианты
Количество

МВ/100 мкм2
Средняя площадь МВ, 

мкм2
% площади всех МВ

к площади всех срезов

ДТ 10 ± 0.96a 0.47 ± 0.11a 4.73

ДТ + NaCl 17 ± 0.51c 0.62 ± 0.15a 10.80

ara7 11 ± 0.98a 0.54 ± 0.11a 6.08

ara7 + NaCl 13 ± 0.44b 0.47 ± 0.12a 5.96
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ли многочисленные изменения в первичной по-
следовательности ДНК. Данные изменения при-
вели к статистически достоверному уменьшению
относительной представленности мРНК гена
ARA7 в листьях мутантных растений, примерно в
два раза по сравнению с ДТ, при нормальных усло-
виях (рис. 2а). Можно предположить, что мутации в
промоторе гена ARA7 изменили последователь-
ность сайта связывания и вызвали ослабление свя-
зывания или полностью предотвратили связывание
транскрипционного фактора(ов) – положительно-
го регулятора при нормальных условиях, и менее
активного или неактивного при условиях засоле-
ния. Также возможно, что вставка Т-ДНК измени-
ла расстояние между сайтом связывания выше-
упомянутого фактора и ТАТА-боксом гена ARA7,
уменьшив вклад этого фактора в активацию тран-
скрипции. Это, в свою очередь, привело к умень-
шению экспрессии гена ARA7 в мутантных расте-
ниях. Также не исключено, что данная мутация
каким-то образом привела к уменьшению ста-
бильности ARA7 мРНК при выращивании расте-
ний в условиях засоления. В остальных случаях,
изменения в первичной структуре примыкающих
к вставке областей хромосомы не оказали суще-
ственного влияния на относительную представ-
ленность мРНК гена ARA7, а также соседнего с
ним гена TRAM (At4g19645.1) при всех условиях
выращивания. Таким образом, мутантный фено-
тип не является следствием нарушения экспрес-
сии гена TRAM.

Вестерн-блот анализ тотальных клеточных ли-
затов листьев растений ДТ и мутантов показал,
что иммунореактивный белок представлен, по
крайней мере, двумя полосами с близкими моле-
кулярными массами (рис. 2б), что, возможно,
отражает наличие в клетке двух форм AtARA7 –
мембраносвязанной (верхней) и растворимой
(нижней) [4, 5]. Молекулярная масса нижней
полосы меньше, чем у контрольного рекомби-
нантного белка atARA7-6 X His, какую и следует
ожидать у посттрансляционно немодифициро-
ванного белка AtARA7. Возможно также, что
множественность иммунореактивных форм (по-
лос) отражает посттрансляционные модификации
данного белка, например, его фосфорилирование.

С использованием Вестерн-блот анализа мы
показали, что мутантные растения содержали в
2.5 раза больше белка ARA7, чем растения ДТ, при
нормальных условиях выращивания (рис. 2б). Вы-
яснение точной природы повышенной экспрессии
гена ARA7 у данной мутантной линии OEARA7 A.
thaliana не входило в цели данного исследования.
Можно предположить, что это увеличение могло
произойти в результате мутаций, произошедших
в 5'-НТО гена ARA7 при проведении инсерцион-
ного мутагенеза. Хорошо известно, что лидерная
5'-НТО мРНК участвует в регуляции ее трансляции
c использованием множественных механизмов, а

также в регуляции ее экспорта из ядра клетки. На-
пример, эффективность инициации трансляции
мутантной мРНК ARA7 может быть повышена, т. к.
три первых нуклеотида в ее 5'-НТО отсутствуют,
что, в свою очередь, может повлиять на кэпирова-
ние и, как следствие этого, привести к повышению
эффективности рекрутирования eIF4F – иниции-
рующего комплекса данной мутантной мРНК. Уча-
стие других механизмов регуляции трансляции
через 5'-НТО также возможно, т. к. описанная
нами делеция в данной области ARA7 должна из-
менить ее вторичную структуру, важную для ре-
гуляции трансляции (например, по механизму
riboswitches). Нельзя исключить и комбинацию
вышеописанных механизмов. Необходимо также
отметить, что изменение стабильности белка ARA7
в мутантных растениях в данном случае малове-
роятно, т. к. его первичная последовательность в
результате инсерционного мутагенеза осталась
неизменной. Все вышеприведенные возможные
механизмы являются только гипотетическими и
требуют экспериментальной проверки. По-види-
мому, увеличение синтеза белка в мутантных рас-
тениях “пересилило” уменьшение экспрессии
мРНК гена ARA7, что в конечном итоге и привело
к накоплению ARA7 в мутантных растениях.

Следует отметить, что фенотипы растений,
сверхэкспрессирующие различные формы (алле-
ли) белка ARA7, были описаны ранее [9]. Было
показано, что сверхэкспрессия конститутивно
активного мутанта ARA7, GFP-ARA7 (Q69L), ин-
дуцирует увеличение МВТ с образованием боль-
ших кольцеобразных структур, что также может
быть вызвано экспрессией мутантного белка
ARA7 (Q69L), не слитого с GFP. В то же время, при
сверхэкспрессии ДТ версии белка GFP-ARA7 по-
добного не наблюдалось. Более подробного опи-
сания фенотипа растений, сверхэкспрессирую-
щих ДТ версию белка GFP-ARA7, в том числе, на
уровне ультраструктуры, авторами не приводит-
ся. Таким образом, наша работа является первым
исследованием, где подробно описывается фено-
тип растений, экспрессирующих повышенные
количества ДТ версии белка ARA7, в том числе и
на ультраструктурном уровне.

В нашем случае, мутация OEARA7 привела к
существенному увеличению биомассы корней и
листьев A. thaliana при выращивании растений в
условиях засоления, а листьев также и при отсут-
ствии NaCl в ПР (рис. 3а–в). Мутантные расте-
ния, выращенные на ПР с NaCl, были способны
поддерживать содержание воды на уровне, на-
блюдавшемся у растений ДТ (рис. 3г–е). В кор-
нях, листьях и цветочных стрелках у мутантов в
условиях засоления содержание K+ было выше, а
содержание Na+ ниже, чем у ДТ (рис. 4). Соответ-
ственно, отношение содержания Na+ к содержанию
K+ в органах (K+/Na+), используемое как индика-
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тор солеустойчивости растений, у мутанта было бо-
лее высоким, чем у ДТ. В целом, эти данные пока-
зывают, что мутация OEARA7 стимулирует рост и
улучшает ионный и водный статус растений в усло-
виях засоления, что позволяет сделать вывод о бо-
лее высокой солеустойчивости мутанта OEARA7,
чем растений ДТ.

Проведенное нами электронно-микроскопи-
ческое исследование клеток корня OEARA7 и ДТ
A. thaliana выявило у мутанта существенные изме-
нения в структурах, вовлеченных в эндосомальный
транспорт и аутофагию (рис. 5, 6). Интегральный
показатель степени вакуолизации клеток – про-
цент площади, занятой на срезах микровакуоля-
ми (табл. 3), возрастал, как вследствие засоления
ПР, так и в результате мутации, хотя не наблюда-
лось синергизма в действии этих двух факторов.
Наоборот, у мутанта, выращенного на ПР с NaCl
этот показатель был ниже, чем у ДТ, выращенно-
го в тех же условиях. Повышенная вакуолизация
цитоплазмы клеток корней мутанта и растений
ДТ при засолении, по-видимому, связана с необ-
ходимостью компартментализации Na+. С этим
предположением согласуется более высокое со-
держание Na+ в корнях ДТ, чем в корнях мутанта,
при выращивании растений на ПР с NaCl (рис. 4).
По-видимому, существенный вклад в вакуолиза-
цию цитоплазмы растений ДТ при засолении
вносил ЭР, формирующий в этих условиях МВ
неправильной формы (рис. 5ж, з). Соответствую-
щий интегральный показатель для МВТ, процент
площади, занятой этими органеллами на срезах,
отражающий как их среднюю площадь, так и их
количество (табл. 1), снижался в результате мута-
ции и в ответ на засоление. Однако при совмест-
ном действии этих двух факторов он возрастал,
указывая в целом на интенсивное образование и
развитие МВТ у мутанта в условиях засоления.
МВТ играют важную роль в везикулярном транс-
порте. Эти органеллы вовлечены как в секретор-
ный, так и в эндоцитозный пути переноса ве-
ществ и участвуют в реконструкции белкового со-
става мембран [1, 22]. Интенсивное образование
и развитие МВТ/ПЭ могут указывать на активи-
рование путей эндосомального транспорта и бо-
лее эффективную доставку белков в мембраны,
необходимых для преодоления солевого стресса.
Такими белками могут быть ионные каналы,
транспортеры, транспортные АТФазы и компо-
ненты путей передачи сигналов.

МВТ/ПЭ образуются в результате созревания
РЭ, которые, в свою очередь, являются продук-
том АГ [1, 22]. Вовлеченные в ВТ органеллы, в
том числе аппарат Гольджи, являются динамич-
ными структурами [23, 24]. Уменьшенное содер-
жание комплексов Гольджи в цитоплазме клеток
корня мутанта OEARA7 (табл. 2) может быть свя-
зано с ускорением биогенеза пост-Гольджи орга-

нелл (ранних и поздних эндосом). Изменения в
размерах МВТ под действием мутагенеза и NaCl
(табл. 1, рис. 5ж, л, м) также можно отнести к из-
менениям в скоростях образования и последую-
щего превращения этих органелл.

Недавно было показано, что МВТ/ПЭ у расте-
ний вовлечены не только в эндоцитозный и сек-
реторный пути транспорта веществ, но также и в
деградацию белков посредством аутофагии [23].
Мы обнаружили, что количество аутофагических
структур в клетках A. thaliana возрастало, как в от-
вет на засоление, так и в результате мутации
OEARA7 (табл. 2). Активирование этого процесса
было особенно выражено при одновременном
действии этих двух факторов и сопровождалось
возрастанием содержания МВТ/РЭ (табл. 3). По-
лученный результат подтверждает наличие взаи-
модействия между эндосомальным транспортом
и аутофагией и указывает на вовлечение ARA7 в
регуляцию переноса цитоплазматического мате-
риала в вакуоль посредством аутофагии при дей-
ствии на растение NaCl. Известно, что аутофагия
является ответом растений на засоление и водный
дефицит [25], а также на окислительный стресс [26],
который является вторичным по отношению к
другим стрессам, в том числе, к вызванному вы-
сокими концентрациями NaCl.

Мы предполагаем, что мутантный фенотип
связан с изменениями содержания ион-транс-
портирующих белков в мембранах, опосредован-
ными везикулярным транспортом. Имеются сведе-
ния о динамической регуляции содержания ион-
транспортирующих белков в мембранах посред-
ством ВТ. Например, абсцизовая кислота (АБК),
контролирующая ионный транспорт и транспи-
рацию при водном дефиците, индуцировала се-
лективный эндоцитоз входного (inward rectifying)
K+-канала KAT1 в ПМ замыкающих клеток
устьиц A. thaliana. Это, в свою очередь, уменьша-
ло поток K+ в клетки, приводило к снижению тур-
горного давления и стимулировало закрывание
устьиц [26, 27]. Другим примером регуляции транс-
портного белка посредством эндоцитоза у растений
являются индуцированные высокими концентра-
циями бора в среде изменения в содержании транс-
портера BOR1 плазмалеммы, который загружает бор
в ксилему корня A. thaliana. Транспортер BOR1 в
этих условиях подвергался эндоцитозу и с везикула-
ми транспортировался от ПМ к ТГС/РЭ, которые
созревали затем в ПЭ/МВТ/ПВК. Находясь в со-
ставе мембран внутренних везикул ПЭ, наружная
мембрана которых сливалась с тонопластом, BOR1,
в конце концов, оказывался в вакуоли, где под-
вергался деградации [28].

Встает вопрос, каким образом изменения в
экспрессии белка ARA7, регулирующего ВТ, мо-
гут быть связаны с предполагаемыми изменения-
ми в содержании ион-транспортирующих белков
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мембран. В нашем случае, увеличение экспрес-
сии активной формы ARA7 могло быть причиной
таких изменений. Известно, что биологические по-
следствия сверхпродукции исследуемого белка ча-
сто определяются не наличием самой этой сверх-
продукции, а, скорее, являются результатом изме-
нения баланса между начавшим экспрессироваться
сверх нормы целевым белком и другими белками
или мультисубъединичными белковыми комплек-
сами клетки [29, 30]. Подобный “loss of fidelity” фе-
нотип является индикатором участия изучаемого
белка в клеточных процессах, интересующих иссле-
дователей. Например, повышение уровней экс-
прессии индивидуальных факторов, участвующих в
адресации мембранных везикул к целевым мем-
бранам может уменьшить специфичность этого
процесса, что в результате приведет к нарушению
правильной локализации целевых белков. Так, у
пекарских дрожжей Saccharomyces cerevisiae, сверх-
экспрессия Sec22 (R-SNARE, циркулирует между
ЭР и Гольджи), Bet1 (V-SNARE, необходим для
транспорта между ЭР и Гольджи) или Sly41 (необ-
ходим для транспорта между ЭР и Гольджи, упа-
кован в везикулы CopII), способна восстанавли-
вать даже летальную для клетки полную потерю
функции малой Rab ГТФазы Ypt1 (SNARE˗свя-
зывающая ГТФаза, необходима для причалива-
ния и отпочковывания везикул и мембранных
взаимодействий внутри комплекса Гольджи, ло-
кализована в ЭР и Гольджи), что, скорее всего,
связано с “loss of fidelity” фенотипом, как след-
ствие нарушения правильной доставки вышеупо-
мянутых сверхпродуцируемых белков [29, 30].
Возможно, в нашем случае, вызванное мутацией
OEARA7 повышение количества ARA7 в клетке
изменило баланс между тремя Rab5 ГТФазами
(ARA6, ARA7 и RHA1), что, в свою очередь, приве-
ло к пертурбациям секреторного пути к ПМ, моди-
фикации состава ион-транспортирующих белков
ПМ и, соответственно, к изменению ионного ста-
туса растений A. thaliana. Повышенное содержа-
ние K+ и сниженное содержание Na+ в клетках, в
свою очередь, стимулировало рост мутантных
растений в условиях засоления.

В целом проведенное исследование показыва-
ет, что повышенный уровень экспрессии гена
ARA7, участвующего в регуляции ВТ, приводит к
повышению солеустойчивости A. thaliana. Наши
дальнейшие исследования будут направлены на вы-
яснение роли везикулярного транспорта в регуля-
ции содержания ион-транспортирующих белков в
ПМ в условиях солевого стресса.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (тема № АААА-
А121040800153-1). Авторы благодарят к.б.н Е.С. По-
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экспериментов на приборе АНК-32 и к.б.н. Д. В. Бе-

ляева за помощь в подборе праймеров для определе-
ния гомозиготности растений по гену ARA7.
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