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Îðãàíèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé â ðàñòóùèõ ãèôàõ Neurospora crassa

Ñ ïîìîùüþ ïðèæèçíåííûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ èññëåäîâàíû äåòàëè îðãàíèçàöèè ìèòîõîíä-
ðèé ïðè ðîñòå âåãåòàòèâíûõ ãèô Neurospora crassa è èçîëèðîâàííûõ âåðõóøå÷íûõ ôðàãìåíòîâ ãèô, â
òîì ÷èñëå â ñðåäå ñ äåôèöèòîì ãëþêîçû. Ïîêàçàíî, ÷òî ìèòîõîíäðèè N. crassa ôîðìèðóþò ñêîïëåíèÿ
íèòåâèäíûõ ñòðóêòóð íà ïåðåäíèõ êîíöàõ (äëèíîé ïðèáëèçèòåëüíî 30 ìêì) ðàñòóùèõ ãèô è ôðàãìåíòîâ
íåçàâèñèìî îò èñòî÷íèêà óãëåðîäà â ñðåäå. Ýòè ñêîïëåíèÿ ïðîäâèãàþòñÿ âïåðåä âìåñòå ñ óäëèíåíèåì
ãèôû è ïðè ðàçäâîåíèè âåðõóøêè ãèôû ðàñïðåäåëÿþòñÿ ìåæäó íîâûìè âåðõóøêàìè, à ïðè îáðàçîâàíèè
íîâûõ áîêîâûõ âåòâåé ôîðìèðóþòñÿ çàíîâî, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî îïèñàíî äëÿ ìèêðîòðóáî÷åê. Ïðè ñî-
âìåñòíîì îêðàøèâàíèè Mitotracker red è Mitotracker green âûÿâëåíû ïðèçíàêè ôóíêöèîíàëüíîé ãåòåðî-
ãåííîñòè ìèòîõîíäðèé íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ðàñòóùèõ ãèô. Âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îïè-
ñàííûå õàðàêòåðèñòèêè îðãàíèçàöèè ìèòîõîíäðèé â ðàñòóùèõ ãèôàõ îáóñëîâëåíû âçàèìîäåéñòâèÿìè
ìèòîõîíäðèé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè è â ïåðâóþ î÷åðåäü îáåñïå÷èâàþò ôóíêöèþ óäëèíåíèÿ ãèôû. Ðàñ-
ñìîòðåíà âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî îðãàíèçàöèåé êîìïëåêñîâ ìèêðîòðóáî÷åê è ìèòîõîíäðèé â ïðîöåññå
âåðõóøå÷íîãî ðîñòà óïðàâëÿþò ýëåêòðè÷åñêèå ãðàäèåíòû íà ïåðåäíåì êîíöå ãèôû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Neurospora crassa, âåðõóøå÷íûé ðîñò, äâèæåíèå ìèòîõîíäðèè, äåôèöèò ãëþ-
êîçû, ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÐ — âåðõóøå÷íûé ðîñò, L — äëèíà ôðàãìåíòà, MTG — Mitotracker
green, MTR — Mitotracker red, Vm — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, Vóäë — ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ.

Neurospora crassa îòíîñèòñÿ ê êëàññó ñóì÷àòûõ ãðè-
áîâ (Ascomycota), îáúåäèíÿþùèõ îðãàíèçìû ñ ñåïòèðî-
âàííûì ìèöåëèåì, è ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïîïóëÿðíûõ ìî-
äåëüíûõ îðãàíèçìîâ (Davis, 2000; Borkovich et al., 2004).
Âåãåòàòèâíûå ãèôû N. crassa ðàñòóò íà òâåðäîé ïîâåðõ-
íîñòè â âèäå äâóìåðíûõ äåðåâüåâ ñ ïîñòîÿííûì îòíîøå-
íèåì ñóììû äëèí âñåõ âåòâåé ê ÷èñëó âåðõóøåê, êîòîðîå
íàçûâàåòñÿ «hyphal growth unit» (HGU) è ñîñòàâëÿåò äëÿ
N. crassa ïðèìåðíî 360 ìêì (Trinci et al., 1994). Ìíîãî-
êëåòî÷íàÿ ñèñòåìà ðàñòóùåé ãèôû äåéñòâóåò êàê åäèíûé
àíñàìáëü, â êîòîðîì ñîãëàñîâàíû ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ
(Vóäë) è ÷àñòîòà âåòâëåíèé, òàê ÷òî åñëè ïî êàêèì-òî ïðè-
÷èíàì óìåíüøàåòñÿ Vóäë, îäíîâðåìåííî çàêîíîìåðíî ñíè-
æàåòñÿ ÷àñòîòà âåòâëåíèé. Ôðàãìåíò ãèôû, èçîëèðîâàí-
íûé îò ìàòåðèíñêîãî ìèöåëèÿ íà ðàññòîÿíèè áîëåå
360 ìêì îò âåðõóøêè, ïðîäîëæàåò ðàñòè è âåòâèòüñÿ
(õîòÿ è ìåäëåííåå, ÷åì èíòàêòíàÿ ãèôà) è ôîðìèðóåò íî-
âîå äåðåâî ñ òåì æå çíà÷åíèåì HGU (Àñëàíèäè è äð.,
1996).

Ìåæäó êëåòêàìè ãèôû ÷åðåç êàíàëû â ìåæêëåòî÷íûõ
ïåðåãîðîäêàõ (ñåïòàõ) ñâîáîäíî ïåðåìåùàþòñÿ èîíû, ìî-
ëåêóëû è îðãàíåëëû. Ãèôà ïîêðûòà ïðî÷íûì õèòèíîâûì
÷åõëîì (êëåòî÷íîé ñòåíêîé), âûäåðæèâàþùèì âíóòðè-
êëåòî÷íîå äàâëåíèå ~18 àòì. Íîâàÿ êëåòî÷íàÿ ñòåíêà îá-
ðàçóåòñÿ òîëüêî íà ðàñòóùèõ ïåðåäíèõ êîíöàõ âåòâåé ïó-
òåì ïîëèìåðèçàöèè ïîñòóïàþùèõ ñþäà èç îòäàëåííûõ
ó÷àñòêîâ ãèôû ïðåäøåñòâåííèêîâ ñèíòåçà õèòèíà, ñ ïî-

ìîùüþ õèòèíñèíòàç, òàêæå ïîñòóïàþùèõ ñþäà èçäàëåêà
â íåàêòèâíîé ôîðìå. Ïîñòóïëåíèå ñ âûñîêîé ñêîðîñòüþ ê
ðàñòóùèì âåðõóøêàì íåîáõîäèìûõ ìàòåðèàëîâ îáåñïå-
÷èâàþò äâå ñèëû — íàïðàâëåííîå îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå
è îðãàíèçîâàííûé òðàíñïîðò ïðè ó÷àñòèè ýëåìåíòîâ öè-
òîñêåëåòà (Lew, 2011).

Êëþ÷åâûì ïðîöåññîì â ôóíêöèîíèðîâàíèè ìèöåëèÿ
ÿâëÿåòñÿ âåðõóøå÷íûé ðîñò (ÂÐ) — ïðîöåññ âåêòîðíîãî
óäëèíåíèÿ, õàðàêòåðíûé äëÿ ìíîãèõ áèîëîãè÷åñêèõ îáú-
åêòîâ, òàêèõ êàê ïðîðîñòêè çèãîò áóðûõ âîäîðîñëåé,
ïûëüöåâûå òðóáêè, êîðíåâûå âîëîñêè ðàñòåíèé è ãðèá-
íûå ãèôû. Ïðè ÂÐ áèîñèíòåç õèòèíà ñîñòàâëÿåò ~50 %
îáùåé ïðîäóêöèè áèîìàññû. Ïðåäøåñòâåííèêè õèòèíà
îáðàçóþòñÿ ó N. crassa èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ óãëåðîäà,
âêëþ÷àÿ ëèïèäû, ñ ïîìîùüþ øèðîêîãî íàáîðà ôåðìåí-
òîâ (Davis, 2000; Borkovich et al., 2004). Â ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâèÿõ ìèöåëèé N. crassa, êàê ïðàâèëî, âûðàùèâàþò íà
ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ëåãêîóñâàèâàåìûå èñ-
òî÷íèêè óãëåðîäà — ñàõàðîçó èëè ãëþêîçó (2 ìÌ). Óäà-
ëåíèå èç ñðåäû ëåãêîóñâàèâàåìûõ èñòî÷íèêîâ óãëåðîäà
ïîñëåäîâàòåëüíî àêòèâèðóåò ó÷àñòêè ãåíîìà, óïðàâëÿþ-
ùèå ñèñòåìàìè, íåîáõîäèìûìè äëÿ âûæèâàíèÿ â íîâûõ
óñëîâèÿõ, — íîâûìè òðàíñïîðòåðàìè, ôåðìåíòàìè, ðàñ-
ùåïëÿþùèìè ðàíåå íàêîïëåííûå çàïàñû âåùåñòâ, è ò. ä.
(Davis, 2000). Ïî îöåíêàì àêòèâíîñòè 1335 ãåíîâ N. cras-
sa 19 % èç íèõ àêòèâèðóåòñÿ ïðèìåðíî âäâîå â óñëîâèÿõ
äåôèöèòà ãëþêîçû (Xie et al., 2004).

828

2 0 1 3 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 55, ¹ 11



Ðàñòóùàÿ ãèôà N. crassa ïðîäîëüíî ïîëÿðèçîâàíà.
Äëÿ âåðõóøêè ãèôû îïèñàíû ãðàäèåíòû: ôîðìû è òîëùè-
íû ñòåíîê (Collinge, Trinci, 1974), ðàñïðåäåëåíèÿ âåçèêóë
(Collinge, Trinci, 1974; Hickey et al., 2005), êîíöåíòðàöèè
èîíîâ Ñà2+ (Silverman-Gavrila, Lew, 2003) è K+ (Àñëàíèäè
è äð., 2000), âåëè÷èíû âíóòðèêëåòî÷íîãî pH (Silver-
man-Gavrila, Lew, 2003), èíòåíñèâíîñòè äûõàíèÿ (Lew,
Levina, 2004) è àêòèâíîñòè ãåíîâ (Tey et al., 2005). Âåð-
õóøêà ãèôû ýëåêòðè÷åñêè äåïîëÿðèçîâàíà îòíîñèòåëüíî
äèñòàëüíîé ÷àñòè ãèôû (Slayman, Slayman, 1962; Potapova
et al., 1988) è åå ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû ëèøåíû
H+-ÀÒÔàç (Riquelme et al., 2005), ÷òî âûçûâàåò íà ïåðåä-
íåì êîíöå ãèôû ïðîäîëüíûå ýëåêòðè÷åñêèå òîêè (Potapo-
va et al., 1988; Takeuchi et al., 1988) è ñîçäàåò ýëåêòðè÷å-
ñêîå ïîëå íàïðÿæåííîñòüþ ~100 Â/ì (Ïîòàïîâà è äð.,
2011; Potapova, 2012). Äåòàëüíî îïèñàíî ïîâåäåíèå ïðè
ðîñòå ãèôû ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê (Steinberg, Schliwa,
1993; Mourino-Perez et al., 2006; Steinberg, 2007; Fisher
et al., 2008; Riquelme et al., 2011).

Íà ïåðåäíåì êîíöå ãèôû ïðîèñõîäèò ìíîæåñòâî ñî-
áûòèé, òðåáóþùèõ ðàñõîäà ýíåðãèè: òðàíñìåìáðàííûé
ïåðåíîñ èîíîâ è ìîëåêóë, ýêçîöèòîç ñîäåðæèìîãî âåçè-
êóë è ýíäîöèòîç, ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà, ñèíòåç õèòèíà
è ôîðìèðîâàíèå êëåòî÷íîé ñòåíêè. Íåóäèâèòåëüíî, ÷òî
ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè â ýòîé çîíå îáíàðóæèâàþòñÿ ñêîï-
ëåíèÿ ìèòîõîíäðèé (Trinci et al., 1994; Lew, 1999; Davis,
2000; Levina, Lew, 2006; Ïîòàïîâà è äð., 2011).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîêà íå óäàåòñÿ ñîçäàòü èí-
òåãðàëüíóþ êàðòèíó îáåñïå÷åíèÿ ïðîöåññà ÂÐ íà ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå (Riquelme et al., 2002; Stein-
berg, 2007; Fisher et al., 2008; Westermann, 2008; Held
et al., 2010; Riquelme et al., 2011). Âûñîêàÿ ñêîðîñòü ðîñòà
(25—30 ìêì/ìèí) êðàéíå çàòðóäíÿåò ðåãèñòðàöèþ ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ äåòàëåé ýòîãî ïðîöåññà â äèíàìè-
êå. Íàèìåíåå ïîíÿòíûìè â ÂÐ îñòàþòñÿ ìåõàíèçìû
óïðàâëåíèÿ ìîðôîëîãèåé è âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçà-
öèåé ìèòîõîíäðèé, à òàêæå ðîëü ïåðâè÷íûõ ãåíåðàòîðîâ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà H+-ÀÒÔàç è ëîêàëüíûõ ýëåêò-
ðè÷åñêèõ òîêîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè îðãàíèçàöèþ
ìèòîõîíäðèé â âåãåòàòèâíîé ãèôå N. crassa. Îñíîâíûì
èíñòðóìåíòîì áûë ôëóîðåñöåíòíûé ìàðêåð Mitotracker
red (MTR), êîòîðûé âõîäèò â ìèòîõîíäðèè ñ âûñîêèì
ìåìáðàííûì ïîòåíöèàëîì («âûñîêîýíåðãèçîâàííûå») è
ïðî÷íî ñâÿçûâàåòñÿ âíóòðè, íå âûìûâàÿñü äàæå â ïðîöåñ-
ñå ôèêñàöèè äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (Haugland,
2002). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè (Ïîòàïîâà è äð., 2011; Potapova
2012), ÷òî ïîñëå 10-ìèíóòíîé îáðàáîòêè ìèöåëèÿ N. cras-
sa 10 ìêì MTR ñèãíàë MTR â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ
îáíàðóæèâàåòñÿ â ìèòîõîíäðèÿõ íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ðàñ-
òóùèõ ãèô.

Äëÿ ðÿäà îáúåêòîâ íà îñíîâàíèè âûÿâëåíèÿ ðàçíûõ
ïîïóëÿöèé ìèòîõîíäðèé ïðè ñîâìåñòíîì èñïîëüçîâàíèè
ðàçíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ áûëè ñäåëàíû âûâîäû
î âîçìîæíîñòè ôóíêöèîíàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè ìèòî-
õîíäðèé â ñîñòàâå îäíîé è òîé æå êëåòêè (Chernyak et al.,
2006; Kuznetsov, Margreiter, 2009; Gerstenberger et al.,
2012). Ìû èñïîëüçîâàëè â íàñòîÿùåé ðàáîòå êðîìå MTR
ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûé ôëóîðåñöåíòíûé ìàðêåð ìè-
òîõîíäðèé Mitotracker Green (MTG). Ýòîò ìàðêåð ñâî-
áîäíî ïåðåìåùàåòñÿ êàê ìåæäó êëåòêîé è ñðåäîé, òàê è
ìåæäó ìèòîõîíäðèÿìè è öèòîïëàçìîé è ôëóîðåñöèðóåò
òîëüêî âíóòðè ìàòðèêñà ìèòîõîíäðèé (Haugland, 2002),
÷òî ïîçâîëÿåò íå óäàëÿòü åãî èç ñðåäû íà âðåìÿ íàáëþ-
äåíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò è å ã î â û ð à ù è â à í è å. Ìèöåëèé N. cras-
sa (øòàìì R-2 èç êîëëåêöèè Ò. À. Áåëîçåðñêîé) âûñåâàëè
ñïîðàìè íà ïîâåðõíîñòü àãàðèçîâàííîé ñðåäû Ôîãåëÿ,
îáîãàùåííîé 2 ìÌ ãëþêîçû, âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò
ïðè 24 °C, à çàòåì ïîìåùàëè íà 2—3 ñóò â õîëîäèëüíèê
ïðè 4 °Ñ. Äëÿ îïûòîâ âûðåçàëè èç ýòîé çàïàñíîé êóëüòó-
ðû íåáîëüøîé àãàðîâûé áëîê è ïåðåíîñèëè ìèöåëèåì
âíèç íà òàêóþ æå ñðåäó, ïîêðûòóþ öåëëîôàíîì. Èíêóáà-
öèþ ìèöåëèÿ è âñå îïåðàöèè ïðîâîäèëè ïðè 22—24 °Ñ
ïðè îñâåùåíèè êðàñíûì ñâåòîì, ÷òîáû èçáåæàòü ïåðåâîç-
áóæäåíèÿ ìèöåëèÿ ñèíåé ÷àñòüþ ñâåòîâîãî ñïåêòðà (Pota-
pova et al., 1984).

×åðåç 15—18 ÷ ðîñòà âûðåçàëè êóñî÷êè ìèöåëèÿ íà
öåëëîôàíå ñ äëèíîé ãèô ~1.5 ñì, òùàòåëüíî ïðîìûâàëè
æèäêîé ñðåäîé Ôîãåëÿ, ñîäåðæàùåé 2 ìÌ ãëþêîçû, èëè
2 ìÌ ñîðáèòà, è ïåðåíîñèëè íà ïîâåðõíîñòü öåëëîôàíà
â ÷àøêè Ïåòðè ñ ñîîòâåòñòâóþùåé àãàðèçîâàííîé ñðåäîé.
×åðåç 2 ÷ àäàïòàöèè ãèô ê ñðåäàì ñ ðàçíûìè èñòî÷íè-
êàìè óãëåðîäà è âûõîäà âåðõóøåê ëèäèðóþùèõ ãèô çà
êðàé öåëëîôàíà íà ðàññòîÿíèå > 2000 ìêì ïðîâîäèëè
êîíòðîëüíóþ ôîòîñúåìêó äëÿ îöåíêè Vóäë ëèäèðóþùèõ
âåðõóøåê. Çàòåì íà ïîâåðõíîñòü ãèô, âûøåäøèõ çà ãðà-
íèöó öåëëîôàíà, íàíîñèëè ñðåäó ñ ãëþêîçîé èëè ñîðáè-
òîì, ñîäåðæàùóþ 10 ìêÌ MTR (CMX Rose, M7512, Mo-
lecular Probes, ÑØÀ), è ÷åðåç 10 ìèí ñìûâàëè ñîîòâåò-
ñòâóþùåé ñðåäîé. Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ ó ãèô,
îêðàøåííûõ MTR, èçîëèðîâàëè âåðõóøå÷íûå ôðàãìåíòû
äëèíîé 300—1000 ìêì, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ïîòàïîâà
è äð., 2011).

Äëÿ ïîñëåäóþùåãî ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ àãàðîâûé
áëîê ñ îáðàáîòàííûìè MTR ãèôàìè èëè ñ èçîëèðîâàííû-
ìè ôðàãìåíòàìè âûðåçàëè è ïåðåíîñèëè â êàïëþ ñðåäû ñ
ñîîòâåòñòâóþùèì èñòî÷íèêîì óãëåðîäà êëåòêàìè âíèç â
êàìåðó ñ äíîì èç ïîêðîâíîãî ñòåêëà. Â ÷àñòè îïûòîâ â
ýòó ñðåäó äîáàâëÿëè 8—10 ìêÌ MTG (Molecular Probes,
ÑØÀ).

Ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é. Ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïà Ëþìàì-5 (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ), îáîðóäî-
âàííîãî ñîãëàñîâàííîé ñ êîìïüþòåðîì ôîòîêàìåðîé EOS
300D (Canon Inc., Êèòàé), ìû ïðîâîäèëè ôîòîñúåìêó
â îáû÷íîì ñâåòå ïåðåäíèõ êîíöîâ ãèô èëè èçîëèðîâàí-
íûõ ôðàãìåíòîâ. Ïî ýòèì èçîáðàæåíèÿì îöåíèâàëè êîëè-
÷åñòâåííî õàðàêòåðèñòèêè ÂÐ ñ ïîìîùüþ îðèãèíàëüíîé
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû, îïèñàííîé ðàíåå (Ïîòàïîâà
è äð., 2008).

Ñèãíàëû MTR è MTG ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ìîòîðèçîâàííîãî èíâåðòèðîâàííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà Axiovert 200M (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), óïðàâ-
ëÿåìîãî ïðîãðàììíûì êîìïëåêñîì Axiovision 4.5 (Carl
Zeiss MicroImaging, Ãåðìàíèÿ) è îáîðóäîâàííîãî îáúåê-
òèâàìè Plan-Neofluar ñ óâåëè÷åíèÿìè 10� (NA 0.5) è
100� (NA 1.3). Ìåòêà MTR îáíàðóæèâàåòñÿ â âèäå ñèãíà-
ëà êðàñíîãî öâåòà (âîçáóæäàþùèé ôèëüòð 546/12 íì, äå-
ëèòåëüíîå çåðêàëî 580 íì è çàïèðàþùèé ôèëüòð 590 íì).
Ìåòêà MTG îáíàðóæèâàåòñÿ â âèäå ñèãíàëà çåëåíîãî öâå-
òà (âîçáóæäàþùèé ôèëüòð 470/40 íì, äåëèòåëüíîå çåðêà-
ëî 495 íì è çàïèðàþùèé ôèëüòð 525/50 íì). Ïàðàëëåëüíî
ðåãèñòðèðîâàëè ôàçîâî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå êàæäî-
ãî ïîëÿ çðåíèÿ. Äëÿ ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèé èñïîëüçî-
âàëè öèôðîâóþ êàìåðó ORCA II ERG-2 (Hamamatsu Pho-
tonics, ßïîíèÿ). Ìàñøòàá ðåçóëüòèðóþùèõ èçîáðàæåíèé
áûë 14.93 ïèêñåëÿ íà 1 ìêì. Àíàëèç èçîáðàæåíèé ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision LE.
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Äëÿ îöåíêè ðàñïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ
MTR è MTG âäîëü ïåðåäíèõ êîíöîâ ãèô ìû èñïîëüçîâà-
ëè ïðîãðàììó ImageJ. Ñ ïîìîùüþ ýòîé ïðîãðàììû äëÿ
ñîîòâåòñòâóþùåãî ìàðêåðà ñòðîèëè ïðîôèëü åãî èíòåí-
ñèâíîñòè âäîëü ëèíèè ñ øèðèíîé, ðàâíîé ñðåäíåé øèðè-
íå ãèôû. Ñóììàðíûå ïðîôèëè óñðåäíÿëè è íîðìèðîâàëè
(Iíîðì) ïî ôîðìóëå Iíîðì = (Ii — Iìèí)�K / (Iìàêñ — Iìèí), ãäå Ii

ÿâëÿåòñÿ îðèãèíàëüíûì çíà÷åíèåì èíòåíñèâíîñòè ñèãíà-
ëà ìàðêåðà â äàííîé òî÷êå, Iìàêñ è Iìèí — ñîîòâåòñòâåííî
ìàêñèìàëüíîå è ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè â
çàäàííîì äèàïàçîíå, K = 100 %.

Ðåçóëüòàòû

Ñ ê î ï ë å í è å ì è ò î õ î í ä ð è é â à ï è ê à ë ü í î é
÷ à ñ ò è ð à ñ ò ó ù å é ã è ô û. Ìèòîõîíäðèè, îêðàøåííûå
MTR, îáíàðóæèâàþòñÿ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ ïîñëå
óäàëåíèÿ ýòîãî âåùåñòâà èç ñðåäû. Îíè âûãëÿäÿò êàê òîí-
êèå íèòè è ñêàïëèâàþòñÿ íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ðàñòóùèõ
ãèô. Ïðè äâîéíîì îêðàøèâàíèè (MTR è MTG) ñèãíàëû
îáîèõ ìàðêåðîâ òàêæå îáíàðóæèâàþòñÿ â íèòåâèäíûõ
ìèòîõîíäðèÿõ â àïèêàëüíîé çîíå ãèôû (ðèñ. 1).

Âåðõóøå÷íûå ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé
ïåðåìåùàþòñÿ âïåðåä âìåñòå ñ óäëèíåíèåì ãèôû. Åñëè
ðîñò îñòàíàâëèâàåòñÿ, ñèãíàëû ìèòîõîíäðèàëüíûõ ìàðêå-
ðîâ èëè îñëàáåâàþò, èëè îáíàðóæèâàþòñÿ â âèäå äèôôóç-
íîãî ñâå÷åíèÿ. Èñ÷åçíîâåíèå ìèòîõîíäðèàëüíûõ íèòåé
îáû÷íî ñîïðîâîæäàëîñü âàêóîëèçàöèåé öèòîïëàçìû íà-
áëþäàåìîãî ó÷àñòêà ãèôû (Ïîòàïîâà è äð., 2011). Èçâåñò-
íî, ÷òî ìèòîõîíäðèàëüíûå íèòè ãðèáíûõ ãèô ëåãêî ôðàã-
ìåíòèðóþòñÿ â ñòðåññîâûõ ñèòóàöèÿõ (Êàìçîëêèíà,
Ìàòðîñîâà, 2007). Ïðåäïîëàãàÿ, ÷òî ôàêòîðîì ñòðåññà
ìîæåò áûòü îáëó÷åíèå, âîçáóæäàþùåå ôëóîðåñöåíöèþ
ìàðêåðîâ, ìû ïîñòàðàëèñü ìèíèìèçèðîâàòü äîçó îáëó-
÷åíèÿ âî âðåìÿ ñúåìêè. Îñîáåííî áîëüøèå ñëîæíîñòè
ïðè ýòîì ïðåäñòàâëÿëà ðåãèñòðàöèÿ ñèãíàëîâ MTG, êâàí-
òîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè êîòîðîãî íèæå, ÷åì ó MTR,
è, êðîìå òîãî, ôëóîðåñöåíöèÿ MTG âîçáóæäàåòñÿ ñè-

íèì ñâåòîì — ôèçèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì ôàêòîðîì äëÿ
N. crassa (Potapova et al., 1984). Â îòëè÷èå îò MTG ñèãíà-
ëû MTR ìîæíî áûëî ñòàáèëüíî ðåãèñòðèðîâàòü â òå÷å-
íèå äëèòåëüíûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè áåç çàìåòíûõ ïîáî÷-
íûõ ýôôåêòîâ, õîòÿ ïðè ýòîì ìû òîæå ñòàðàëèñü èçáåãàòü
ïîâòîðíûõ çàñâåòîê îäíîãî è òîãî æå ïîëÿ çðåíèÿ. Ñ ýòîé
öåëüþ äëÿ íàáëþäåíèé íà Axiovert 200M â ïðîõîäÿùåì
ñâåòå ìû èñïîëüçîâàëè êðàñíûé ôèëüòð, à îöåíêó ñèþìè-
íóòíûõ çíà÷åíèé Vóäë äëÿ êàæäîé êîíêðåòíîé âåðõóøêè
ïðîâîäèëè ïî ïàðíûì êàäðàì, çàðåãèñòðèðîâàííûì ñ èí-
òåðâàëîì 1 ìèí áåç âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè.

Ï î â å ä å í è å ì è ò î õ î í ä ð è é ï ð è â å ò â ë å í è ÿ õ
ã è ô û. Âåðõóøå÷íûé ðîñò N. crassa îáû÷íî ñîïðîâîæäà-
åòñÿ âåòâëåíèÿìè: ëèáî ïóòåì äåëåíèÿ àïèêàëüíîé çîíû,
ëèáî ïóòåì îáðàçîâàíèÿ íîâûõ âåòâåé íà íåêîòîðîì ðàñ-
ñòîÿíèè îò âåðõóøêè. Ïðè ïåðâîì òèïå âåòâëåíèÿ, êàê
ïðàâèëî, ñíà÷àëà ïðîèñõîäèò òîðìîæåíèå óäëèíåíèÿ
äàííîé âåðõóøêè, à çàòåì âîçíèêàþò äâå íîâûå âåòâè, êî-
òîðûå ïðîäîëæàþò äàëåå íåçàâèñèìûé ðîñò (Harris,
2008). Áîêîâîå âåòâëåíèå ïðîèñõîäèò íà íåêîòîðîì ðàñ-
ñòîÿíèè îò ëèäèðóþùåé âåðõóøêè è íèêàê íå îòðàæàåòñÿ
íà ñêîðîñòè åå óäëèíåíèÿ.

Ðàíåå ìû íàáëþäàëè (Ïîòàïîâà è äð., 2011), êàê ïðè
ïîÿâëåíèè íîâûõ âåòâåé ïóòåì ðàçäâîåíèÿ ðàñòóùèõ âåð-
õóøåê àïèêàëüíûå ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé
òîæå ðàçäâàèâàëèñü è ðàñïðåäåëÿëèñü ìåæäó íîâûìè âåò-
âÿìè, ïðîäîëæàÿ çàòåì ïåðåìåùàòüñÿ âìåñòå ñ íèìè ïî
ìåðå èõ óäëèíåíèÿ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû óáåäèëèñü, ÷òî â òî÷êå çàðîæ-
äåíèÿ íîâîé áîêîâîé âåòâè ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòî-
õîíäðèé ñíà÷àëà îòñóòñòâóþò. Ïî ìåðå ðàçâèòèÿ íîâîé
âåòâè ïðîèñõîäèò èíòåíñèâíîå äâèæåíèå â íåå âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ñîäåðæèìîãî, âêëþ÷àÿ íèòåâèäíûå ìèòîõîí-
äðèè, èç ïðèëåæàùèõ àïèêàëüíûõ è äèñòàëüíûõ ÷àñòåé
ãèôû. Ïðè ýòîì îò÷åòëèâûå ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòî-
õîíäðèé, îêðàøåííûõ êàê MTG, òàê è MTR, ôîðìèðóþò-
ñÿ íà ïåðåäíèõ êîíöàõ íîâûõ áîêîâûõ âåòâåé òîëüêî â òå-
÷åíèå íåñêîëüêèõ ìèíóò. Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî îáðàçîâà-
íèå íîâîé áîêîâîé âåòâè íà íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè îò

830 Ò. Â. Ïîòàïîâà è äð.

Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå ìèòîõîíäðèé Neurospora crassa ÷åðåç 1.5 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ìèöåëèÿ ìàðêåðîì ìèòîõîíäðèé MTR.

à, á — ìèöåëèé â ôàçîâîì êîíòðàñòå è ñèãíàëû MTR ñîîòâåòñòâåííî (îá. 100�); ðÿä â — âåðõóøêà íèæíåé âåòâè ó÷àñòêà, ïîêàçàííîãî íà à; ñëåâà íà-
ïðàâî: ñèãíàëû MTG, ñèãíàëû MTR è â ôàçîâîì êîíòðàñòå (ÔÊ) ñîîòâåòñòâåííî (îá. 100�).



âåðõóøêè ãèôû íå îñòàíàâëèâàåò óäëèíåíèÿ ýòîé âåð-
õóøêè è ïåðåìåùåíèÿ âìåñòå ñ íåé ïðèíàäëåæàùåãî ýòîé
âåðõóøêå ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé.

Î ñ î á å í í î ñ ò è ï î â å ä å í è ÿ ì è ò î õ î í ä ð è é
ï ð è è ç î ë ÿ ö è è ð à ñ ò ó ù è õ â å ð õ ó ø å ê î ò ì è ö å -
ë è ÿ è ä å ô è ö è ò å ã ë þ ê î ç û â ñ ð å ä å. Â ýòîé ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ ìû íàáëþäàëè îäíîâðåìåííî çà ìèòîõîí-
äðèÿìè, ìå÷åííûìè MTR (âûñîêîýíåðãèçîâàííûìè), è çà
ñóììàðíîé ïîïóëÿöèåé ìèòîõîíäðèé (ìåòêà MTG) íà ïå-
ðåäíèõ êîíöàõ (äëèíîé ïðèáëèçèòåëüíî 100 ìêì) ðàñòó-
ùèõ ãèô. Äëÿ êàæäîé òàêîé îöåíêè îïðåäåëÿëè ñèþìè-
íóòíîå çíà÷åíèå Vóäë. Ïîñëå ýêñïåðèìåíòà ñ ïîìîùüþ

ïðîãðàììû ImageJ äëÿ êàæäîãî ìàðêåðà ñòðîèëè ïðîôèëü
åãî èíòåíñèâíîñòè âäîëü ïåðåäíåãî êîíöà ãèôû.

Ó áûñòðî ðàñòóùèõ ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì,
á*îëüøàÿ ÷àñòü íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé, ìå÷åííûõ êàê
MTG, òàê è MTR, ýôôåêòèâíî ñêàïëèâàåòñÿ íà ïåðåäíåì
êîíöå ãèôû êàê â ñðåäå ñ ãëþêîçîé (ðèñ. 3, à), òàê è â ñðå-
äå ñ ñîðáèòîì (ðèñ. 3, á). Ó ãèô, ìåäëåííî ðàñòóùèõ â
ñðåäå ñ ãëþêîçîé, ýôôåêòèâíî ñêàïëèâàþòñÿ íà ïåðåäíåì
êîíöå äëèíîé 30 ìêì òîëüêî âûñîêîýíåðãèçîâàííûå ìè-
òîõîíäðèè (ìåòêà MTR); á *îëüøàÿ æå ÷àñòü ìèòîõîíäðèé,
ìå÷åííûõ MTG, îñòàåòñÿ çà ïðåäåëàìè ýòîé çîíû (ðèñ. 3,
à). Ïðè ìåäëåííîì ðîñòå ãèô â ñðåäå ñ ñîðáèòîì çà ïðå-
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Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ áîêîâîé âåòâè ðàñòóùåé ãèôû Neurospora crassa.

Ðÿä ñëåâà — èçîáðàæåíèÿ â ôàçîâîì êîíòðàñòå; ðÿä ñïðàâà — ñîîòâåòñòâóþùèå èì ñèãíàëû MTR; à — çàðîæäåíèå íîâîé áîêîâîé âåòâè, á — ýòîò æå
ó÷àñòîê ãèôû ÷åðåç 60 ñ, â — ëèäèðóþùàÿ âåðõóøêà, ã — âåðõóøêà íîâîé âåòâè ÷åðåç 6 ìèí 30 ñ ïîñëå íà÷àëà âåòâëåíèÿ (îá. 100�).



äåëàìè ïåðåäíåãî ó÷àñòêà ãèôû äëèíîé 30 ìêì îñòàåòñÿ
çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü îáåèõ ìåòîê: è MTR, è MTG (ðèñ. 3, á).

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè (Ïîòàïîâà è äð., 2008), ÷òî äåôè-
öèò ãëþêîçû â ñðåäå â ïåðâûå íåñêîëüêî ÷àñîâ íå âëèÿåò
íà Vóäë êàê ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì, òàê è ôðàãìåíòîâ,
èçîëèðîâàííûõ îò ìèöåëèÿ, íî çàìåäëÿåò âåòâëåíèå
ôðàãìåíòîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðè èññëåäîâàíèè ÂÐ
ôðàãìåíòîâ, èçîëèðîâàííûõ îò ìèöåëèÿ, ìû íàáëþäàëè â
ñðåäå ñ íåäîñòàòêîì ãëþêîçû âñå ðàíåå îïèñàííûå íàìè
ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè óãëåðîäíîãî ãîëîäàíèÿ:
1) íàðóøåíèå óãëîâ áîêîâûõ âåòâëåíèé, 2) òåíäåíöèþ íà-
ïðàâëåííî ñòûêîâàòüñÿ ñ ëþáûìè ñîñåäíèìè âåòâÿìè
âïëîòü äî îáðàçîâàíèÿ àâòîàíàñòîìîçîâ, 3) ñíèæåíèå ÷àñ-
òîòû áîêîâûõ âåòâëåíèé. Ïðè ýòîì, êàê è â íàøèõ ïðåäû-
äóùèõ èññëåäîâàíèÿõ, Vóäë ëèäèðóþùèõ âåðõóøåê ôðàã-
ìåíòîâ â ñðåäå ñ ñîðáèòîì íå îòëè÷àëàñü îò ýòîé õàðàêòå-

ðèñòèêè â ñðåäå ñ ãëþêîçîé, õîòÿ, êàê ýòî è ïîëàãàåòñÿ
èçîëèðîâàííûì ôðàãìåíòàì (Àñëàíèäè è äð., 1996), Vóäë

ôðàãìåíòîâ áûëà ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì ó ñâÿçàííûõ ñ
ìèöåëèåì ãèô.

Íåçàâèñèìî îò èñòî÷íèêà óãëåðîäà â ñðåäå ó âåðõó-
øå÷íûõ ôðàãìåíòîâ, ïðîäîëæàþùèõ ðîñò ïîñëå èçîëÿöèè
îò ìèöåëèÿ, íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ðàñòóùèõ âåòâåé îáíàðó-
æèâàþòñÿ ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé (ðèñ. 4).

Âñåãî ìû èññëåäîâàëè â ïîëíîöåííîé ñðåäå 65 âåð-
õóøåê îò 31 ôðàãìåíòà íà÷àëüíîé äëèíû îò 400 äî
1100 ìêì (L0ñð = 753 ìêì). Â ñðåäå ñ äåôèöèòîì ãëþ-
êîçû èññëåäîâàëè âñåãî 86 âåðõóøåê îò 62 ôðàãìåíòîâ íà-
÷àëüíîé äëèíû îò 400 äî 1180 ìêì (L0ñð = 742 ìêì). Ê ñî-
æàëåíèþ, â ýòîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ îòñóòñòâóåò òî÷íàÿ
ïðèâÿçêà äàííûõ î ðàñïðåäåëåíèè ìàðêåðîâ íà ïåðåäíåì
êîíöå ãèôû ê èíäèâèäóàëüíîé äëèíå ôðàãìåíòà.

832 Ò. Â. Ïîòàïîâà è äð.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå óñðåäíåííûõ íîðìàëèçîâàííûõ èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè MTR (êðèâûå 1, 3) è MTG (êðèâûå 2, 4)
âäîëü ïåðåäíèõ êîíöîâ ãèô Neurospora crassa, ðàñòóùèõ â ñðåäå ñ ãëþêîçîé (à) è ñîðáèòîì (á).

à: Vóäë = 18 ± 1 ìêì/ìèí (êðèâûå 1, 2; n = 10) è Vóäë = 5.3 ± 0.6 ìêì/ìèí (êðèâûå 3, 4; n = 10); á: Vóäë = 15.1 ± 3.8 ìêì/ìèí (êðèâûå 1, 2; n = 17) è
Vóäë = 6.7 ± 1.8 ìêì/ìèí (êðèâûå 3, 4; n = 13).

Ðèñ. 4. Ñêîïëåíèå ìèòîõîíäðèàëüíûõ íèòåé íà âåðõóøêå ðàñòóùåãî ôðàãìåíòà.

à — ôðàãìåíò ñðàçó ïîñëå èçîëÿöèè; á — ÷åðåç 110 ìèí ïîñëå èçîëÿöèè; â — ñèãíàë MTR íà âåðõóøêå ôðàãìåíòà ÷åðåç 112 ìèí ïîñëå åãî èçîëÿöèè;
ã — ôðàãìåíò ÷åðåç 142 ìèí ïîñëå èçîëÿöèè.



Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè
MTG è MTR ïðè îäèíàêîâûõ Vóäë (d 5—6 ìêì/ìèí)
ó ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì, è ó èçîëèðîâàííûõ îò ìè-
öåëèÿ ôðàãìåíòîâ â ñðåäàõ ñ ðàçíûìè èñòî÷íèêàìè óãëå-
ðîäà. Âèäíî, ÷òî ìèòîõîíäðèè, ìå÷åííûå ðàçíûìè ìàð-
êåðàìè, ïðè îäèíàêîâûõ Vóäë âåäóò ñåáÿ ïðèìåðíî îäèíà-
êîâî íåçàâèñèìî îò ñâÿçè ñ ìèöåëèåì è èñòî÷íèêà
óãëåðîäà â ñðåäå (ðèñ. 5, á—ã). Èñêëþ÷åíèå — ìåäëåí-
íûé ðîñò ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì ãèô â ñðåäå ñ ãëþêîçîé
(ðèñ. 5, à).

Ýòè äàííûå, áåçóñëîâíî, ãîâîðÿò î ôóíêöèîíàëüíîé
ãåòåðîãåííîñòè ìèòîõîíäðèé íà ïåðåäíåì êîíöå ðàñòó-
ùåé ãèôû N. crassa, îäíàêî äëÿ àíàëèçà ïðèðîäû ðàçëè-
÷èé â ðàñïðåäåëåíèè ìèòîõîíäðèé, ìå÷åííûõ MTR è
MTG, ïðè ðàçíûõ ñêîðîñòÿõ ÂÐ íåîáõîäèìû äîïîëíè-
òåëüíûå èññëåäîâàíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Âåðõóøêà ãèôû N. crassa óäëèíÿåòñÿ ñî ñêîðîñòüþ
äåñÿòêîâ ìèêðîìåòðîâ â 1 ìèí, íåïðåðûâíî îáðàçóÿ ïðè
ýòîì íà ïåðåäíåì êîíöå íîâóþ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðà-
íó è êëåòî÷íóþ ñòåíêó èç ìàòåðèàëîâ, ïîñòóïàþùèõ ê
òî÷êå ðîñòà îò áîëåå âçðîñëûõ ó÷àñòêîâ ãèôû. Íà ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå îïèñàíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî
äåòàëåé ýòîãî ïðîöåññà, êîòîðûå ïîêà íå óäàåòñÿ ñîáðàòü
â åäèíóþ òåõíîëîãè÷åñêóþ ñõåìó. Ïî-âèäèìîìó, òàêóþ
ñáîðêó ñëåäóåò ïðîâîäèòü óæå íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Îá-
ðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî íà ïåðåäíåì êîíöå

ðàñòóùåé ãèôû N. crassa ïðèíöèïèàëüíî ìåíÿåòñÿ ïîâå-
äåíèå ìèêðîòðóáî÷åê.

Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà GFP ïîêàçàíî,
÷òî ìèêðîòðóáî÷êè N. crassa áûñòðî ðàçáèðàþòñÿ è ñî-
áèðàþòñÿ âíîâü, à òàêæå äâèãàþòñÿ ñ ïîòîêîì öèòîïëàç-
ìû ê ðàñòóùåé âåðõóøêå ãèôû ÷åðåç êàíàëû â ìåæêëå-
òî÷íûõ ñåïòàõ è ïðîíèêàþò â íîâûå áîêîâûå âåòâè. Ïðè
ýòîì â ñòâîëîâîé ÷àñòè ãèôû âñå îðãàíåëëû äâèæóòñÿ
âìåñòå ñ ïîòîêîì öèòîïëàçìû, íî íà ïåðåäíåì ó÷àñòêå
äëèíîé 100—150 ìêì ìèêðîòðóáî÷êè îðèåíòèðóþòñÿ
ñòðîãî ïàðàëëåëüíî îñè ãèôû è äâèãàþòñÿ âïåðåä óæå ñ
ïîìîùüþ ñîáñòâåííîé âåêòîðíîé ñáîðêè (ðàçáîðêè), ÷òî
ñíèæàåò ñêîðîñòü èõ äâèæåíèÿ, íî äåëàåò åãî áîëåå îðãà-
íèçîâàííûì (Mourino-Perez et al., 2006; Held et al., 2010;
Riquelme et al., 2011). Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåõà-
íèçìû, óïðàâëÿþùèå òàêîé ñàìîîðãàíèçàöèåé, ïîêà äà-
ëåêè îò ïîíèìàíèÿ (Riquelme et al., 2011).

Ïî îöåíêàì â ðàìêàõ ìàòåìàòè÷åñêîé ìîäåëè (Sugden
et al., 2007), êîëè÷åñòâåííî õàðàêòåðèçóþùåé ðàáîòó
ìèêðîòðóáî÷åê ïî òðàíñïîðòó âåçèêóë ê ïåðåäíåìó êîíöó
ãèôû, óïîðÿäî÷åííûé àíñàìáëü èç d10 ìèêðîòðóáî÷åê
ñïîñîáåí ðåøàòü çàäà÷ó äîñòàâêè â çîíó ðîñòà ñ íåîáõî-
äèìîé ñêîðîñòüþ äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà âåçèêóë ñ ìà-
òåðèàëàìè, íåîáõîäèìûìè äëÿ óäëèíåíèÿ ãèôû. Î÷åâèä-
íî, ÷òî óïîðÿäî÷åííàÿ ñáîðêà (ðàçáîðêà) ìèêðîòðóáî÷åê
è òðàíñïîðò ïî íèì âåçèêóë òðåáóþò çíà÷èòåëüíîãî ðàñ-
õîäà ýíåðãèè â âèäå ÀÒÔ. Â ýòîé ñâÿçè ïîíÿòíî, çà÷åì íà
ïåðåäíèõ êîíöàõ ðàñòóùèõ ãèô ñîáèðàþòñÿ íèòåâèäíûå
ìèòîõîíäðèè (ðèñ. 1—5) è ïî÷åìó ýôôåêòèâíîñòü èõ
ñêîïëåíèÿ çàâèñèò îò ñêîðîñòè óäëèíåíèÿ ãèôû.

Îðãàíèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé â ðàñòóùèõ ãèôàõ Neurospora crassa 833

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå óñðåäíåííûõ íîðìàëèçîâàííûõ èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè MTR (êðèâûå 1) è MGT (êðèâûå 2) âäîëü
ïåðåäíèõ êîíöîâ âåòâåé ãèô Neurospora crassa, ðàñòóùèõ ñ îäèíàêîâîé ñêîðîñòüþ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ.

à — ñâÿçàííûå ñ ìèöåëèåì ãèôû â ñðåäå ñ ãëþêîçîé (Vóäë = 5.14 ± 1.1 ìêì/ìèí, n = 10); á — èçîëèðîâàííûå îò ìèöåëèÿ ôðàãìåíòû â ñðåäå ñ ãëþêî-
çîé (Vóäë = 5.1 ± 0.9 ìêì/ìèí, n = 7); â — ñâÿçàííûå ñ ìèöåëèåì ãèôû â ñðåäå ñ ñîðáèòîì (Vóäë = 5.3 ± 0.9 ìêì/ìèí, n = 9); ã — èçîëèðîâàííûå îò ìè-

öåëèÿ ôðàãìåíòû â ñðåäå ñ ñîðáèòîì (Vóäë = 6.1 ± 0.7 ìêì/ìèí, n = 20).



Ïðÿìàÿ ñâÿçü ïîâåäåíèÿ ìèòîõîíäðèé ñ ïîâåäåíèåì
ìèêðîòðóáî÷åê, îáíàðóæåííàÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå, âû-
ãëÿäèò åùå áîëåå îò÷åòëèâî ïðè àíàëèçå ñîáûòèé, ñâÿçàí-
íûõ ñ âåòâëåíèÿìè. Èçâåñòíî, ÷òî âåðõóøå÷íûå ñêîïëå-
íèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ïðè ðàçäâîåíèè âåðõóøêè òàêæå ðàç-
äâàèâàþòñÿ è ðàñïðåäåëÿþòñÿ ìåæäó íîâûìè âåòâÿìè, â
òî âðåìÿ êàê ïðè áîêîâîì âåòâëåíèè ìèêðîòðóáî÷êè ñíà-
÷àëà ïàññèâíî ïåðåíîñÿòñÿ â íîâóþ âåòâü òîêîì öèòî-
ïëàçìû è ëèøü ïîñòåïåííî ôîðìèðóþò íà ïåðåäíåì êîíöå
ýòîé âåòâè óïîðÿäî÷åííûé àíñàìáëü (Mourino-Perez et al.,
2006; Held et al., 2010). Òî÷íî òàê æå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
ðàçäâàèâàþòñÿ ïðè ðàçäâîåíèè âåðõóøêè íàõîäÿùèåñÿ
çäåñü ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé, ðàñïðåäåëÿÿñü
ìåæäó âåðõóøêàìè íîâûõ âåòâåé (Ïîòàïîâà è äð., 2011), â
òî âðåìÿ êàê ïðè áîêîâîì âåòâëåíèè âåðõóøå÷íûå ñêîïëå-
íèÿ ìèòîõîíäðèé ôîðìèðóþòñÿ çàíîâî â òå÷åíèå íåñêîëü-
êèõ ìèíóò ïî ìåðå óäëèíåíèÿ íîâîé âåòâè (ðèñ. 2).

Ó ìèòîõîíäðèé N. crassa åñòü íåîáõîäèìûé íàáîð
ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ äåòàëåé äëÿ âçàèìîäåéñòâèé ñ
ìèêðîòðóáî÷êàìè (Steinberg, Schliwa 1993; Prokisch et al.,
2000; Fuchs et al., 2002; Borkovich et al., 2004; Fuchs, Wes-
termann, 2005; Fischer et al., 2008; Westermann 2008; Kato
et al., 2010; Wideman et al., 2012). Âîçìîæíî, ÷òî íèòåâèä-
íàÿ ôîðìà — îäèí èç ïðèçíàêîâ íàëè÷èÿ òàêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ, òàê êàê ïðè îñòàíîâêå ðîñòà èëè íà óäàëåíèè
áîëåå 100 ìêì îò òî÷êè ðîñòà ìû íå îáíàðóæèâàåì ñêîï-
ëåíèé íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé. Âîçíèêàåò âîïðîñ: ÷åì
è êàê ðåãóëèðóåòñÿ îáðàçîâàíèå óïîðÿäî÷åííîãî àíñàìá-
ëÿ ìèêðîòðóáî÷åê è ìèòîõîíäðèé íà ïåðåäíåì êîíöå ðàñ-
òóùåé ãèôû? Âîçìîæíî, ÷òî êàêóþ-òî ðîëü â ýòîì ïðî-
öåññå èãðàåò ýëåêòðè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü ïåðåäíåãî
êîíöà ãèôû.

Ïî äàííûì ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ èçìåðåíèé è òå-
îðåòè÷åñêîãî ìîäåëüíîãî àíàëèçà (Potapova et al., 1988;
Àñëàíèäè è äð., 1996, 1997; Ñìîëÿíèíîâ, Ïîòàïîâà, 2003;
Ïîòàïîâà, 2004), ïåðåäíèå êîíöû ãèô äëèíîé 200 ìêì âå-
äóò ñåáÿ êàê ó÷àñòêè, ëèøåííûå ãåíåðàòîðîâ ìåìáðàííî-
ãî ïîòåíöèàëà (Vm). Ó N. crassa îñíîâíûìè ãåíåðàòîðàìè
Vm ÿâëÿþòñÿ Í+-ATÔàçû ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí (Slay-
man, 1987), à ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè íåäàâíî
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû âåðõóøåê
âåãåòàòèâíûõ ãèô N. crassa äåéñòâèòåëüíî ëèøåíû
H+-ÀÒÔàç (Riquelme et al., 2005).

Ñðàâíèòåëüíî âûñîêèå çíà÷åíèÿ Vm íà âåðõóøêàõ
ãèô ïðè íàëè÷èè ýëåêòðè÷åñêîé ñâÿçè âåðõóøåê ñ äèñ-
òàëüíûìè ÷àñòÿìè ãèôû ñîçäàþòñÿ ãåíåðàòîðàìè Vm áî-
ëåå âçðîñëûõ êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ íà ðàññòîÿíèè
800—1000 ìêì îò ðàñòóùåãî êîíöà (Potapova et al., 1988).
Ïî íàøèì îöåíêàì çíà÷åíèé Vm ãèô N. crassa íà ðàññòî-
ÿíèè ïðèáëèçèòåëüíî 100 ìêì (L1) îò ïåðåäíåãî êîíöà Vm

ðàâåí ïðèáëèçèòåëüíî —130 ìÂ (Vm1), à íà ðàññòîÿíèè
400 ìêì (L2) — ïðèáëèçèòåëüíî —160 ìÂ (Vm2) (Potapova
et al., 1988; Ïîòàïîâà 2004). Èñõîäÿ èç ýòèõ âåëè÷èí ìîæ-
íî îöåíèòü íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ (Å) âäîëü
ïåðåäíåãî êîíöà ãèôû: E = (Vm2 — Vm1) / (L2 — L1) =
= 30 ìÂ / 300 ìêì = 100 Â/ì.

Ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû (Böhm et al., 2005; Dujovne
et al., 2008), èçîëèðîâàííûå ìèêðîòðóáî÷êè â ðàñòâîðå
îðèåíòèðóþòñÿ è ìåíÿþò ñêîðîñòü äâèæåíèÿ ïîä âëèÿíè-
åì ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ íàïðÿæåííîñòüþ 2�103 Â/ì.

Ñîïîñòàâèâ èññëåäîâàííóþ íàìè äèíàìèêó ïîâåäå-
íèÿ ìèòîõîíäðèé â ðàñòóùèõ âåðõóøêàõ ãèô ñ èçâåñòíû-
ìè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèìè äåòàëÿìè ïðîöåññîâ,
îáåñïå÷èâàþùèõ ÂÐ, ìû ïðèõîäèì ê âûâîäó î òîì, ÷òî

834 Ò. Â. Ïîòàïîâà è äð.

Ðèñ. 6. Ñõåìà ìåæêëåòî÷íûõ è âíóòðèêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé íà ïåðåäíåì êîíöå ðàñòóùåé ãèôû Neurospora crassa.

Ñòðåëêè óêàçûâàþò íàïðàâëåíèÿ ïîòîêîâ èîíîâ è ìîëåêóë. à — àêòèíîâûå ìèêðîôèëàìåíòû, á — ìèîçèíû, â — ìèêðîòðóáî÷êè, ã — äèíåèíû, ä —
êèíåçèíû, å — ÀÒÔ-çàâèñèìûå ïðîòîííûå íàñîñû; Ì — ìèòîõîíäðèè, S — ñóáñòðàòû.



÷àñòüþ óïðàâëÿþùåé ñèñòåìû, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò â ôîð-
ìèðîâàíèè íà ïåðåäíåì êîíöå ãèôû îðãàíèçîâàííîãî àí-
ñàìáëÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë, ìîãóò áûòü ýëåêòðè-
÷åñêèå ãðàäèåíòû íà ýòîì ó÷àñòêå (Ïîòàïîâà è äð., 2011;
Potapova, 2012).

Â ïðèíöèïå ðàñòóùàÿ âåðõóøêà ãèôû N. crassa ðåøà-
åò íåñêîëüêî çàäà÷ — óäëèíåíèå, îðèåíòèðîâàíèå â ïðî-
ñòðàíñòâå, íàêîïëåíèå âåùåñòâà ïðî çàïàñ è ò. ä., êîòîðûå
óïðàâëÿþòñÿ ðàçíûìè ãåíàìè (Brand, Gow, 2009). Ïîõî-
æå, ÷òî âûñîêîîðãàíèçîâàííûé àíñàìáëü ìèêðîòðóáî÷åê
è íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé (ðèñ. 6) îáñëóæèâàåò èìåííî
óäëèíåíèå. Äåÿòåëüíîñòü ýòîãî àíñàìáëÿ, ïî-âèäèìîìó,
èìååò ïðèîðèòåòíîå çíà÷åíèå â èåðàðõèè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ çàäà÷ N. crassa, òàê êàê äàæå â óñëîâèÿõ äåôèöèòà èñ-
òî÷íèêà óãëåðîäà è èçîëÿöèè ðàñòóùåé ãèôû îò ìèöåëèÿ
îí ïðîäîëæàåò ïîëíîöåííî ôóíêöèîíèðîâàòü, îáåñïå÷è-
âàÿ âûñîêóþ ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ ãèôû.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ ïðèçíàòåëüíîñòü
À. ß. Äóíèíîé-Áàðêîâñêîé çà ïðîäóêòèâíîå îáñóæäåíèå
ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû è Ò. À. Áåëîçåðñêîé çà ïðåäîñòàâëå-
íèå øòàììà N. crassa è êóëüòóðàëüíûõ ñðåä.
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ORGANIZATION OF MITOCHONDRIA IN THE GROWING HYPHAE OF NEUROSPORA CRASSA
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In vivo fluorescent labeling of mitochondria in Neurospora crassa showed the concentration of filamento-
us mitochondria within 30 µm of apex in growing hyphae. These mitochondrial assemblies propagated forward
with the elongation of hyphae, split and segregated as the growing tip bifurcated and formed de novo when new
branches formed farther away from the apex. The efficiency of the mitochondria concentration in the apical 30
µm zone is related to the growth rate and identical in hyphae cultivated in glucose- and sorbitol-containing me-
dia. The obtained data are discussed in connection with the behavior of microtubules in growing hyphae as well
as with the electric heterogeneity of N. crassa hyphal apex described previously.

K e y w o r d s: Neurospora crassa, tip growth, movement of mitochondria, glucose deficiency, intercellu-
lar interactions.
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