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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èçìåíåíèé â êëåòêàõ êàëëóñà ñîè è çåëåíîé âîäîðîñëè õëàìèäîìîíàäû

Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïî âëèÿíèþ ýêçîãåííîãî
àììîíèÿ íà ñîäåðæàíèå áåëêà, õëîðîôèëëà, êîëè÷åñòâî ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð è ýêñïðåññèþ ðèáîñî-
ìàëüíûõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê ìàëîé ñóáúåäèíèöû rpS6 è 18S pÐÍÊ â êëåòêàõ êàëëóñíîé êóëüòóðû
ñîè Glycine max è îäíîêëåòî÷íîé çåëåíîé âîäîðîñëè õëàìèäîìîíàäû Chlamydomonas reinhardtii. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîä âëèÿíèåì ýêçîãåííîãî àììîíèÿ óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð â êëåò-
êàõ êàëëóñà ñîè, êàê è â êëåòêàõ âîäîðîñëè, íå âûçâàíî ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðèáî-
ñîìàëüíûõ ãåíîâ. Îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ àììîíèÿ êàê íà ñîäåðæàíèå ðèáîñîì â
êëåòêàõ, òàê è íà ñîäåðæàíèå â íèõ áåëêà è õëîðîôèëëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàëëóñíàÿ êóëüòóðà ñîè, õëàìèäîìîíàäà, àììîíèé, ðèáîñîìû, ðèáîñîìàëü-
íûå ãåíû.

Äëÿ ñâîåãî ðîñòà è ðàçâèòèÿ âûñøèå ðàñòåíèÿ ìîãóò
èñïîëüçîâàòü êàê îêèñëåííóþ (íèòðàò), òàê è âîññòàíîâ-
ëåííóþ (àììîíèé) ôîðìó ìèíåðàëüíîãî àçîòà. Îäíàêî
èñïîëüçîâàíèå òîé èëè èíîé ôîðìû â êà÷åñòâå åãî åäèí-
ñòâåííîãî èñòî÷íèêà ïðèâîäèò ê òîðìîæåíèþ àêòèâíîñòè
ðîñòîâîãî ïðîöåññà èëè äàæå ê ãèáåëè êëåòîê, åñëè, íà-
ïðèìåð, êîíöåíòðàöèÿ àììîíèÿ â ñðåäå ïðåâûøàåò äîïó-
ñòèìûé ïðåäåë. Ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñî-
÷åòàíèå íèòðàòíîé è àììîíèéíîé ôîðì ÿâëÿåòñÿ ëó÷øèì
ñïîñîáîì îáåñïå÷åíèÿ ðàñòèòåëüíîé êëåòêè ìèíåðàëü-
íûì àçîòîì (Marshner, 1986). Îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå
àììîíèÿ è íèòðàòà â àçîòíîì ñíàáæåíèè êëåòîê ðàñòåíèÿ,
ïî-âèäèìîìó, ñïåöèôè÷íî äëÿ êàæäîãî âèäà è êîëåáëåò-
ñÿ â ïðåäåëàõ îò 1 : 10 äî 1 : 1. Òåì íå ìåíåå íåêîòîðûå
íèçøèå ðàñòåíèÿ, íàïðèìåð âîäîðîñëè, âïîëíå ñïîñîáíû
ðàñòè èñêëþ÷èòåëüíî íà íèòðàòñîäåðæàùåé áåçàììîíèé-
íîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå (Ñàóò, Óèòòèê, 1990).

Äàâíî óñòàíîâëåíî, ÷òî èìåííî àììîíèé ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç ó÷àñòíèêîâ ïðîöåññà ñèíòåçà ïåðâûõ àçîòñîäåðæà-
ùèõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé — àìèíîêèñëîò, òîãäà êàê
àññèìèëÿöèÿ íèòðàòà â îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ âîçìîæ-
íà ëèøü ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ åãî â àììîíèéíóþ ôîðìó
(Êðåòîâè÷, 1987). Ñëåäîâàòåëüíî, àêòèâíûé ðîñò êëåòîê
âîäîðîñëè íà íèòðàòå ìîæåò áûòü îáåñïå÷åí òîëüêî íàëè-
÷èåì â êëåòêàõ àêòèâíîé, âîññòàíàâëèâàþùåé íèòðàò ñèñ-
òåìû, ñïîñîáíîé îáåñïå÷èòü îáðàçîâàíèå àììîíèÿ â íå-
îáõîäèìîì êîëè÷åñòâå. Îòñþäà ñòàíîâèòñÿ î÷åâèäíûì:
ãëàâíàÿ ðîëü àììîíèÿ â æèçíåäåÿòåëüíîñòè ðàñòèòåëüíîé
êëåòêè ñâîäèòñÿ ê åãî ñóáñòðàòíîé ôóíêöèè, à èìåííî ê
ó÷àñòèþ àììîíèÿ â ðåàêöèÿõ àìèíèðîâàíèÿ êåòîêèñëîò
(ò. å. ñèíòåçà àìèíîêèñëîò).

Ðàíåå ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ýêçîãåííîãî àììîíèÿ íà
ìèêñîòðîôíûå êàëëóñíûå êëåòêè ñîè G. max áûëî ïîêà-

çàíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå àììîíèÿ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
(äàæå â íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ — ìåíüøå 0.1 ìÌ)
âûçûâàëî çíà÷èòåëüíîå (â 5—10 ðàç) ïîâûøåíèå ÷èñëà
ðèáîñîì â íèõ è óâåëè÷èâàëî êîëè÷åñòâî ìåìáðàííûõ
îáðàçîâàíèé â äðóãèõ îðãàíåëëàõ êëåòêè (õëîðîïëàñòàõ è
ìèòîõîíäðèÿõ) (Ñìîëîâ, Ñåìåíîâà, 2008).

Îäíàêî êóëüòóðà êëåòîê in vitro — ýòî èñêóññòâåííî
ñîçäàííàÿ ìîäåëüíàÿ ñèñòåìà, ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû
â êîòîðîé íå âñåãäà ïîëíîñòüþ èäåíòè÷íû ïðîöåññàì,
ïðîèñõîäÿùèì â ðàñòåíèÿõ in vivo. Îöåíèòü âëèÿíèå àì-
ìîíèÿ íà ôîðìèðîâàíèå è ôóíêöèîíèðîâàíèå ðèáîñîì â
íàäçåìíîé ÷àñòè âûñøåãî ðàñòåíèÿ äîñòàòî÷íî íåïðîñòî,
ïîñêîëüêó ïîãëîùåííûé êîðíÿìè âûñøèõ ðàñòåíèé àì-
ìîíèé ìîæåò òðàíñïîðòèðîâàòüñÿ â íàäçåìíûå îðãàíû
êàê â èîííîé ôîðìå, òàê è â âèäå àìèíîâ îðãàíè÷åñêèõ
ñîåäèíåíèé, ñèíòåçèðîâàííûõ â êëåòêàõ êîðíÿ (Èçìàé-
ëîâ, 1986).

Àíàëîãè÷íûé ðåçóëüòàò äåéñòâèÿ àììîíèÿ íà ñîäåð-
æàíèå ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð (ò. å. óâåëè÷åíèå èõ ñî-
äåðæàíèÿ â êëåòêå) áûë ïîêàçàí è íà îäèíî÷íûõ êëåòêàõ
çåëåíîé âîäîðîñëè õëàìèäîìîíàäû C. reinhardtii (Ñìî-
ëîâ è äð., 2012).

Ñëåäîâàòåëüíî, ñõîäíûå ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà
ñòîëü ðàçëè÷àþùèõñÿ ðàñòèòåëüíûõ îáúåêòàõ (êëåòêè
êàëëóñà âûñøåãî ðàñòåíèÿ è êëåòêè âîäîðîñëè), äàâàëè
îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå èíîé, «íåñóáñò-
ðàòíîé», ôóíêöèè àììîíèÿ, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ ôîðìèðî-
âàíèåì è, âîçìîæíî, ôóíêöèîíèðîâàíèåì ðèáîñîìàëüíî-
ãî áåëîêñèíòåçèðóþùåãî àïïàðàòà êëåòêè.

Ôîðìèðîâàíèå ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà êëåòêè —
ìíîãîýòàïíûé ïðîöåññ, ïðîèñõîäÿùèé â òðåõ ðàçëè÷íûõ
åå êîìïàðòìåíòàõ (ÿäðûøêå, íóêëåîïëàçìå è öèòîïëàçìå)
(Leary, Huang, 2001), è íà÷èíàåòñÿ îí ñ ýêñïðåññèè ãåíîâ
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ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíîâ ðÐÍÊ è ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ èçâåñòíû
äëÿ ìíîãèõ âèäîâ ðàñòåíèé, ïîÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ïðî-
âåñòè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âëèÿíèÿ àììîíèéíîãî êîì-
ïîíåíòà ïèòàòåëüíîé ñðåäû íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, îòâåò-
ñòâåííûõ çà íà÷àëüíûå ýòàïû ôîðìèðîâàíèÿ ðèáîñîì â
êëåòêàõ íèçøåãî (õëàìèäîìîíàäà) è âûñøåãî (êëåòêè
êàëëóñà ñîè) ðàñòèòåëüíûõ îáúåêòîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî ó ýóêàðèîò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 28S,
5.8S è 18S ðÐÍÊ ñîñòàâëÿþò åäèíóþ òðàíñêðèïöèîííóþ
åäèíèöó, à ðèáîñîìàëüíûå áåëêè äîëæíû ïðèñóòñòâîâàòü
â êëåòêå â ýêâèìîëÿðíûõ êîëè÷åñòâàõ (Holstege et al.,
1998). Ïîýòîìó, èññëåäóÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà îäíîé
ðÐÍÊ è óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà îäíîãî ðèáîñîìàëüíîãî
áåëêà, ìîæíî äîñòàòî÷íî íàäåæíî ñóäèòü î âëèÿíèè àììî-
íèÿ íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ âñåãî ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà
êëåòêè íà íà÷àëüíîì ýòàïå ïðîöåññà èõ ôîðìèðîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ ïðîäåëàííîé ðàáîòû áûëî
ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ýêçîãåííîãî àììî-
íèÿ íà ñîäåðæàíèå ðèáîñîì, îáùåãî áåëêà è õëîðîôèëëà,
à òàêæå íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê
ìàëîé ñóáúåäèíèöû rpS6 è 18S pÐÍÊ ïðè ôîðìèðîâàíèè
ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà â êëåòêàõ ñóñïåíçèè õëàìèäî-
ìîíàäû è êàëëóñíûõ êëåòêàõ ñîè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò î ì è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ñëóæèëè îäíîêëåòî÷-
íàÿ çåëåíàÿ âîäîðîñëü õëàìèäîìîíàäà C. reinhardtii
(øòàìì gr—21), ñîäåðæàùàÿ â ãåíîìå ãåí íèòðàòðåäóêòà-
çû nit1, è êàëëóñíàÿ êóëüòóðà êëåòîê ñîè G. max.

Ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. Êëåòêè C. reinhar-
dtii âûðàùèâàëè íà ñðåäå ÒÀÐ ñ ðàçëè÷íûì ñîñòàâîì êîì-
ïîíåíòîâ ìèíåðàëüíîãî àçîòà (âàðèàíò 1 — ñ NH4Cl, âà-
ðèàíò 2 — ñ NH4NO3 è âàðèàíò 3 — ñ KNO3). Ñóììàðíîå ñî-
äåðæàíèå àçîòà â êàæäîì âàðèàíòå ñðåäû âûðàâíèâàëîñü è
íå ïðåâûøàëî 7 ìÌ. Äëÿ ÷èñòîòû ýêñïåðèìåíòà àììîíèéñî-
äåðæàùèé êîìïîíåíò ìèêðîýëåìåíòîâ Mo7O24(NH4)6�4H2O
çàìåíÿëè íà Na2MoO4�2H2O. Äðóãèå êîìïîíåíòû ñðåäû ñî-
õðàíÿëè íà óðîâíå ñòàíäàðòíîé ñðåäû ÒÀÐ.

Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ õëàìèäîìîíàäû êóëüòèâèðîâà-
ëè â êîíè÷åñêèõ êîëáàõ îáúåìîì 300 ìë ñî 100 ìë ïèòàòåëü-
íîé ñðåäû ïðè 25 °Ñ è ñëàáîé îñâåùåííîñòè (îêîëî 1—2
êëê) â òå÷åíèå 10—12 ñóò íà áåçàììîíèéíîé (íèòðàòíîé)
ñðåäå. Çàòåì ðàâíûå êîëè÷åñòâà èíîêóëÿòà êëåòîê èç áå-
çàììîíèéíîé ñðåäû ïîìåùàëè íà ñðåäû ñ ðàçíûì ñîñòà-
âîì ìèíåðàëüíîãî àçîòà (âàðèàíòû 1—3) è âíîâü êóëüòè-
âèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 2 íåä. Òîëüêî ïîñëå
òàêîé ïðîöåäóðû êëåòêè èñïîëüçîâàëè äëÿ àíàëèçîâ.

Äðóãîé îáúåêò èññëåäîâàíèÿ — ìèêñîòðîôíóþ êàë-
ëóñíóþ êóëüòóðó êëåòîê ñîè, âûðàùèâàëè íà ñðåäå ÌÑ â
äâóõ âàðèàíòàõ: â ïåðâîì èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé ñî-
ñòàâ ìèíåðàëüíûõ ñîëåé (ñðåäà ñîäåðæàëà NH4NO3 è
KNO3 — âàðèàíò 2), âî âòîðîì — ìèíåðàëüíàÿ ôîðìà
àçîòà áûëà ïðåäñòàâëåíà èñêëþ÷èòåëüíî KNO3 (âàðè-
àíò 3). Îáùåå ñîäåðæàíèå ìèíåðàëüíîãî àçîòà â îáåèõ
ñðåäàõ áûëî ðàâíûì è ñîñòàâëÿëî 60 ìÌ. Ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó ÌÑ ñ àììîíèåì â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íè-
êà àçîòà (âàðèàíò 1) â ýêñïåðèìåíòå íå èñïîëüçîâàëè, ïî-
ñêîëüêó ñîáñòâåííûé îïûò è äàííûå äðóãèõ àâòîðîâ
(Edit, Laszlo, 1992) óêàçûâàëè íà ïîäàâëåíèå ðîñòîâîé àê-
òèâíîñòè ó êëåòîê in vitro òàêèì ñîñòàâîì ìèíåðàëüíîãî
àçîòà. Ãèäðîëèçàò êàçåèíà — îðãàíè÷åñêóþ ôîðìó àçî-
òà — íå âíîñèëè â ñîñòàâû îáåèõ ñðåä. Äðóãèå êîìïîíåí-

òû ïèòàòåëüíîé ñðåäû ñîîòâåòñòâîâàëè ñòàíäàðòíîé ñðå-
äå ÌÑ. Êëåòêè âûðàùèâàëè ïðè 25 °Ñ è îñâåùåííîñòè
4—5 êëê â ðåæèìå: 16 ÷ ñâåò + 8 ÷ òåìíîòà.

Îáðàçöû äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ãåíîâ ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé â îäíîì ñëó÷àå ìàññó öå-
ëûõ íåðàçðóøåííûõ êëåòîê õëàìèäîìîíàäû, ïîëó÷åííóþ
ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ 1 ìë ñóñïåíçèè âîçðàñòà
10—12 ñóò, à â äðóãîì — êóñî÷êè êàëëóñíîé òêàíè îêîëî
100 ìã ñûðîé ìàññû âîçðàñòîì 3—4 íåä.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â. Âûäåëåíèå ñóììàð-
íîé ÐÍÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà TRIzol
(Invitrogen, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ. Äëÿ ñèíòåçà ïåðâîé öåïè êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè íà-
áîð First Strand cDNA Synthesis KitEnhanced (Fermentas,
Ëèòâà) òàê, êàê ðåêîìåíäîâàíî ïðîèçâîäèòåëåì. Àìïëè-
ôèêàöèþ êÄÍÊ, à òàêæå àíàëèç ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè
â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè, ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå iCyc-
ler IQ5 (Bio-Rad, ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ãîòîâîé ðåàê-
öèîííîé ñìåñè ñ èíòåðêàëèðóþùèì êðàñèòåëåì SYBR
Green I (SYBR Green JumpStart ReadyMix for Quantitative
PCR (Sigma, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ãåí àêòèíà (ACTB) õëàìèäîìîíàäû. Ïðàéìå-
ðû ê íóêëåîòèäíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì èññëåäóåìûõ
ãåíîâ áûëè ïîäîáðàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Oli-
go. Óñëîâèÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè: 95 °C — 3 ìèí
(1 öèêë); 95 °C — 30 ñ, 60 °C — 30 ñ, 72 °C — 30 ñ (50 öèê-
ëîâ). Â êîíöå êàæäîé ðåàêöèè ïðîâîäèëè àíàëèç êðèâûõ
ïëàâëåíèÿ äëÿ êîíòðîëÿ ÷èñòîòû ïðîäóêòà è ñïåöèôè÷íî-
ñòè àìïëèôèêàöèè. Îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ âûïîëíÿëè òàê,
êàê îïèñàíî â èíñòðóêöèè ê ïðèáîðó iCycler IQ5.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ: rpS 6 (5R-TCCGCAA-
GATGTTCAACCTGG-3R, 5R-TCTCCTGCTGGCGCTTCT-
TC-3R); 18S rRNA (5R-GCGACCAACGAGCCTATCCTT-3R,
5R-CTTCACCAGCACACCCAATCG-3R); àêòèí (5R-GATG-
TGGACATCCGCAAGGAC-3R, 5R-GACTTGGCGATCCA-
CATTTGC-3R).

Âñÿ èíôîðìàöèÿ î ãåíàõ õëàìèäîìîíàäû áûëà ïîëó-
÷åíà èç áàç äàííûõ Chlamydomonas Center (http:/www.
chlamy.org) è National Center for Biotechnological Informa-
tion (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov).

Ñ î ä å ð æ à í è å ñ ó õ î é ì à ñ ñ û ê ë å ò î ê (ñóñïåíçèè
è êàëëóñà) â àíàëèçèðóåìîì îáúåêòå îïðåäåëÿëè âçâåøè-
âàíèåì ïîñëå âûñóøèâàíèÿ ïðîá ïðè 95 °Ñ äî ïîëó÷åíèÿ
ïîñòîÿííîãî çíà÷åíèÿ ñóõîé ìàññû.

Ñ î ä å ð æ à í è å á å ë ê à â êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ïî
(Breadford, 1976) ïðè äëèíå âîëíû 595 íì.

Ñ î ä å ð æ à í è å õ ë î ð î ô è ë ë à â êëåòêàõ îïðåäåëÿ-
ëè ïî (Arnon, 1949) ïðè äëèíå âîëíû 652 íì.

Ï î ä ñ ÷ å ò ÷ è ñ ë à ð è á î ñ î ì â êëåòêàõ îñóùåñòâ-
ëÿëñÿ íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ôîòîãðàôèÿõ
ñðåçîâ êëåòîê, âûïîëíåííûõ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà JEM
100B (ßïîíèÿ) è ôèêñèðîâàííûõ ïî îïèñàííîìó ðàíåå
ñïîñîáó (Ëàäûãèí, Ñåìåíîâà, 1993).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ä à í í û õ îñóùåñòâ-
ëÿëè â ïðîãðàììå Exel (Microsoft, ÑØÀ). Âñå ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêîé âåëè÷èíû èç
íå ìåíåå òðåõ áèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ � ñòàíäàðò-
íàÿ îøèáêà ñðåäíåãî.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîöåññ
áèîãåíåçà ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêè îñóùåñòâëÿåòñÿ â òðåõ åå êîìïàðòìåíòàõ — ÿä-
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ðûøêå ÿäðà, íóêëåîïëàçìå ÿäðà è öèòîïëàçìå. Èñõîäíî
ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïðîöåññ áèîãåíåçà ðèáîñîì íà÷èíà-
åòñÿ ñ ýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðèáîñîìàëüíûõ ãå-
íîâ, çàòåì ïðîèñõîäÿò ñèíòåç ïðå-ðÐÍÊ è ðèáîñîìàëüíûõ
áåëêîâ, ôîðìèðîâàíèå ïðåðèáîñîìàëüíûõ ÷àñòèö, îáúå-
äèíåíèå ñôîðìèðîâàííûõ ñóá÷àñòèö è ñîçðåâàíèå îáðà-

çîâàâøåéñÿ ñòðóêòóðû â ôóíêöèîíàëüíî ñïîñîáíóþ ðè-
áîñîìó (Ñïèðèí, 2011). Õîòÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî
èññëåäóþòñÿ ýòàïû è ôàêòîðû áèîãåíåçà ðèáîñîì, ìíîãîå
â ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿöèè ýòîãî ïðîöåññà îñòàåòñÿ ïîêà íå-
ÿñíûì (Henras et al., 2008).

574 À. Ï. Ñìîëîâ è äð.

Âëèÿíèå ôîðìû ìèíåðàëüíîãî àçîòà íà ñîäåðæàíèå áåëêà, õëîðîôèëëà è êîëè÷åñòâî ðèáîñîì
â êëåòêàõ Ñhlamydomonas reinhardtii è Glycine max

Ïîêàçàòåëü

Ñ. reinhardtii G. max

NH4Cl
(âàðèàíò 1)

NH4NO3

(âàðèàíò 2)
KNO3

(âàðèàíò 3)
NH4NO3

(âàðèàíò 2)
KNO3

(âàðèàíò 3)

Ñîäåðæàíèå áåëêà, ìêã íà 1 ìã ñóõîé ìàññû 110 � 19 91 � 26 106 � 22 94 � 12 42 � 9

Ñîäåðæàíèå õëîðîôèëëà, ìêã íà 1 ìã ñóõîé ìàññû 35 � 3 37 � 6 45 � 5 125 � 11 38 � 8

×èñëî ðèáîñîì íà 1 ìêì2 1250 � 50 1367 � 67 697 � 15 351 � 90 56 � 10

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîíîãðàììû êëåòîê Chlamydomo-
nas reinhardtii (à—â) è êàëëóñà Glycine max (ã, ä),
âûðàùåííûõ íà ñðåäàõ ñ ðàçíûìè èñòî÷íèêàìè

àçîòà.

à — êëåòêè C. reinhardtii, âûðàùåííûå íà ñðåäå TAP ñ
KNO3 (âàðèàíò 3); á — êëåòêè C. reinhardtii, âûðàùåí-
íûå íà ñðåäå TAP ñ NH4NO3 (âàðèàíò 2); â — êëåòêè
C. reinhardtii, âûðàùåííûå íà ñðåäå TAP ñ NH4Cl (âàðè-
àíò 1); ã — êëåòêè G. max, âûðàùåííûå íà ñðåäå MC ñ
KNO3 (âàðèàíò 3); ä — êëåòêè G. max, âûðàùåííûå íà
ñðåäå MC ñ NH4NO3 (âàðèàíò 2). Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû
ðèáîñîìû (p); ÷åðíûé îâàë íà ðèñ. 1, à — ó÷àñòîê ñêîï-

ëåíèÿ ðèáîñîì. 60 000�.



Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ôàêò âëèÿíèÿ ýêçîãåíííîãî
àììîíèÿ íà êîëè÷åñòâî ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð â êëåò-
êàõ êàëëóñà ñîè (Ñìîëîâ, Ñåìåíîâà, 2008) ïîëó÷èë ïîä-
òâåðæäåíèå è íà êëåòêàõ çåëåíîé âîäîðîñëè Ñ. reinhardtii
(Ñìîëîâ è äð., 2012) (ñì. òàáëèöó).

Íà ðèñ. 1, à—â) ïðåäñòàâëåíû ýëåêòðîííî-ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèå ñíèìêè ñðåçîâ êëåòîê C. reinhardtii, âûðàùåí-
íûõ â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå ýêçîãåííîãî àììîíèÿ.
Ïîäñ÷åò ÷èñëà ðèáîñîì íà ôîòîñíèìêàõ ñðåçîâ ïîêàçàë
äâóêðàòíîå ïðåâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ ýòèõ îðãàíåëë ó êëå-
òîê, âûðàùåííûõ íà NH4

+-ñîäåðæàùåé ñðåäå (âàðèàíòû 1
è 2), ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëè÷åñòâîì ðèáîñîì ó êëåòîê, âû-
ðàùåííûõ íà áåçàììîíèéíîé ñðåäå (âàðèàíò 3) (ñì. òàá-
ëèöó). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è íà êàë-
ëóñíûõ êëåòêàõ ñîè (ðèñ. 1, ã, ä). Îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå
îòñóòñòâèå àììîíèÿ â ñðåäå âûçûâàëî áîëåå çíà÷èòåëü-
íîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ðèáîñîì â êëåòêàõ (â 5—10 ðàç)
(ñì. òàáëèöó).

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ïðè óäàëåíèè àììîíèÿ èç ñîñòàâà ïè-
òàòåëüíîé ñðåäû ñòîëü ðàçíûå áèîëîãè÷åñêèå îáúåêòû
ïîêàçûâàþò àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû (ò. å. ñíèæåíèå ÷èñ-
ëà ðèáîñîì â êëåòêå), ïîÿâëÿåòñÿ îñíîâàíèå ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî òàêàÿ ðåàêöèÿ ìîæåò áûòü òèïè÷íîé è äëÿ äðó-
ãèõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê â îòâåò íà äåôèöèò àììîíèÿ â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Èñõîäÿ èç ýòîãî âîçíèêàåò âîïðîñ î
ìåñòå è ñïîñîáå àììîíèéíîãî ôàêòîðà íà ïðîöåññ, ñâÿ-
çàííûé ñ ôîðìèðîâàíèåì áåëîêñèíòåçèðóþùèõ ñòðóêòóð.

Ôîðìèðîâàíèå ëþáîé êëåòî÷íîé ñòðóêòóðû íà÷èíà-
åòñÿ ñ ñèíòåçà åå ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ. Îæèäàëîñü,
÷òî ïîñòóïëåíèå ýêçîãåííîãî àììîíèÿ â êëåòêó äîëæíî
ïðèâîäèòü ê àêòèâàöèè ãåíîâ ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà
è óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ ðèáî-
ñîì. Ïîïûòêà îáíàðóæèòü ñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé ãå-
íîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ñèíòåç áåëêà ìàëîé ñóáúåäèíèöû
ðèáîñîìû rpS6, 18S ðÐÍÊ è êîëè÷åñòâîì ðèáîñîì â êëåò-
êàõ ñóñïåíçèè C. reinhardtii èëè êàëëóñà G. max (ñì. òàá-
ëèöó), íå ïîêàçàëà òàêîé çàâèñèìîñòè. Óðîâíè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê ìàëîé ñóáúåäèíèöû rpS6 è
18S pÐÍÊ êàê ó êëåòîê C. reinhardtii, òàê è ó êàëëóñíûõ
êëåòîê G. max, âûðàùåííûõ íà àììîíèéñîäåðæàùåé è
áåçàììîíèéíîé ñðåäàõ, ïðàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àëèñü ìåæ-
äó ñîáîé (ðèñ. 2, à, á). Ñëåäîâàòåëüíî, íà ñòàäèè ñèíòåçà
êîìïîíåíòîâ ðèáîñîìû àììîíèé íå âëèÿë íà ôîðìèðîâà-
íèå ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð, è ïîýòîìó ðåãóëÿòîðíûé
ìåõàíèçì äåéñòâèÿ àììîíèÿ ñëåäóåò èñêàòü íà ñòàäèÿõ
îáðàçîâàíèÿ ïðåðèáîñîìàëüíûõ ÷àñòèö, òðàíñïîðòà îáå-
èõ ñóáúåäèíèö â öèòîïëàçìó è ôîðìèðîâàíèÿ â öèòîïëàç-
ìå óæå çðåëûõ ðèáîñîì ðàñòèòåëüíîé êëåòêè.

Åñëè óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà
rpS6 è óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà 18S pÐÍÊ íå ìåíÿþòñÿ
ïîä äåéñòâèåì ýêçîãåííîãî àììîíèÿ (ðèñ. 2), òî ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî è óðîâíè ýêñïðåññèè äðóãèõ ãåíîâ, îò-
âåòñòâåííûõ çà ñèíòåç ðèáîñîìàëüíûõ ÐÍÊ (28S ðÐÍÊ,
5.8S ðÐÍÊ è 5S ðÐÍÊ) è äðóãèõ ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ,
òàêæå íå ïîäâåðãàþòñÿ àììîíèéíîìó âîçäåéñòâèþ.

Ïðîâåäåííûé àíàëèç ñîäåðæàíèÿ îáùåãî áåëêà â
êëåòêàõ C. reinhardtii íå ïîêàçàë ðàçëè÷èé ìåæäó âàðèàí-
òàìè êëåòîê, âûðàùåííûìè â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå
àììîíèÿ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, òîãäà êàê â êëåòêàõ êàëëó-
ñà ñîäåðæàíèå áåëêà ñóùåñòâåííî ñíèæàëîñü, åñëè â ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå îòñóòñòâîâàë àììîíèé (ñì. òàáëèöó).

Áèîõèìè÷åñêèé ïîêàçàòåëü ñîäåðæàíèÿ îáùåãî áåëêà
â êëåòêàõ îòðàæàåò ñîäåðæàíèå â íèõ êàê ñòðóêòóðíûõ,
òàê è ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ. È õîòÿ ñîîòíîøåíèå ýòèõ áåë-
êîâ ó ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ âèäîâ è òèïîâ êëåòîê,

ïî-âèäèìîìó, ðàçëè÷íî, âíóòðè îäíîãî âèäà è òèïà êëå-
òîê ýòî ñîîòíîøåíèå â ïîïóëÿöèè äîëæíî áûòü ñòàáèëü-
íî. Ïîýòîìó ìîæíî îæèäàòü, ÷òî åñëè äåéñòâèå òîãî èëè
èíîãî ôàêòîðà îòðàæàåòñÿ íà îáùåì ñîäåðæàíèè áåëêà â
êëåòêå, òî ýòî âîçäåéñòâèå ìîæåò ïðîÿâèòüñÿ è íà áå-
ëîêñîäåðæàùèõ ñòðóêòóðíûõ îáðàçîâàíèÿõ.

Ïîñêîëüêó ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû õëîðîïëàñòîâ (ëà-
ìåëëû, ñòðîìû è ãðàí) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áåëêîâî-ëè-
ïèäíûå îáðàçîâàíèÿ, äåôèöèò áåëêîâîãî êîìïîíåíòà
ìåìáðàí êëåòîê ñîè äîëæåí ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà êîëè-
÷åñòâî ôîòîñèíòåçèðóþùèõ ìåìáðàí ó õëîðîïëàñòîâ. Òà-
êîé ýôôåêò íàáëþäàëñÿ ó õëîðîïëàñòîâ êëåòîê êàëëóñíîé
êóëüòóðû ñîè (ðèñ. 3, ã, ä), õëîðîïëàñòîâ ëèñòüåâ ïøåíè-
öû è ãîðîõà (Çåðíîâà, 1993), òîãäà êàê ñòðóêòóðà õëîðî-
ïëàñòîâ ó êëåòîê C. reinhardtii íå ìåíÿëàñü ïîñëå çàìåíû
îäíîé ôîðìû ìèíåðàëüíîãî àçîòà íà äðóãóþ (ðèñ. 3,
à—â). Ñõîæèå èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè áåëêîâûõ ñòðóê-
òóð îòìå÷àëèñü è ó ìèòîõîíäðèé êàëëóñíûõ êëåòîê
G. max, âûðàùåííûõ áåç àììîíèéíîãî êîìïîíåíòà. Îä-
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Ðèñ. 2. Ãèñòîãðàììû óñðåäíåííûõ çíà÷åíèé ýêñïðåññèè ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ áåëîê ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîì rpS6 (÷åðíûå
ñòîëáöû) è 18S ÐÍÊ (áåëûå ñòîëáèêè) â êëåòêàõ êàëëóñà ñîè

(à) è õëàìèäîìîíàäû (á).

Ïî ãîðèçîíòàëè — ôîðìû ìèíåðàëüíîãî àçîòà â ñðåäå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ: NH4

+; ïî âåðòèêàëè — óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ, âûðàæåííûé â
íîðìèðîâàííûõ çíà÷åíèÿõ (îòí. åä. ôëóîðåñöåíöèè), ñîãëàñíî èíñòðóê-

öèè ê àìïëèôèêàòîðó IQ5.



íàêî ïîäîáíûõ èçìåíåíèé íå áûëî îáíàðóæåíî ó ñîîò-
âåòñòâóþùèõ îðãàíåëë êëåòîê C. reinhardtii (ðèñ. 3, à—â).

Ïîñêîëüêó ýôôåêò ýêçîãåííîãî àììîíèÿ íà ñîäåðæà-
íèå ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð â êëåòêàõ âîäîðîñëè è êóëü-
òóðû in vitro áûë èäåíòè÷åí, à ðåàêöèè êëåòîê íà ñîäåð-
æàíèå îáùåãî áåëêà ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àëèñü (âëèÿíèå
àììîíèÿ íàáëþäàëè ó êàëëóñíûõ êëåòîê ñîè, íî íå ó õëà-
ìèäîìîíàäû) (ñì. òàáëèöó), ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó
êëåòîê âîäîðîñëè äîëÿ ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ â îáùåì
êîëè÷åñòâå áåëêà ìîæåò áûòü íèæå, ÷åì ó êëåòîê êàëëóñà
ñîè. Ïðè íèçêîé äîëå ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà â îáùåì åãî
ñîäåðæàíèè ýôôåêò ýêçîãåííîãî àììîíèÿ (ò. å. ñíèæåíèå
êîëè÷åñòâà ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà) ìîæåò «ñêðûâàòüñÿ»
çà âûñîêèì ñîäåðæàíèåì äðóãèõ, íåðèáîñîìàëüíûõ, áåë-
êîâ. Ïîïûòêà ïîäòâåðäèòü èëè îïðîâåðãíóòü ýòîò òåçèñ
îêàçàëàñü áåçðåçóëüòàòíîé. Íàì íå óäàëîñü îáíàðóæèòü

êàêèå-ëèáî ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïî ñîîòâåòñòâóþ-
ùåìó âîïðîñó, ò. å. âîïðîñó êîëè÷åñòâåííîãî ñîîòíîøå-
íèÿ íåðèáîñîìàëüíîãî è ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà â êëåòêàõ
ðàñòèòåëüíûõ îáúåêòîâ. Íà íàø âçãëÿä, òàêîå ðàçëè÷íîå
ñîîòíîøåíèå íåðèáîñîìàëüíîãî è ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà
ó îáúåêòîâ, ñòîÿùèõ íà ñòîëü îòäàëåííûõ ñòóïåíÿõ ýâî-
ëþöèîííîãî ðàçâèòèÿ, âïîëíå âîçìîæíî. Â ïðèðîäå ó
êëåòîê îäíîêëåòî÷íûõ âîäîðîñëåé íå ôîðìèðóåòñÿ çà-
ïàñíîé ïóë áåëêîâîãî êîìïîíåíòà. Èçëèøêè ïðîäóêòîâ
îáìåíà ñåêðåòèðóþòñÿ â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Ó âûñøèõ
ðàñòåíèé ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ
êëåòêè íàáëþäàþòñÿ òðàíñïîðò è íàêîïëåíèå áåëêîâûõ
âåùåñòâ â ñåìåíàõ (â íàøåì ñëó÷àå, âåðîÿòíî, â êàëëóñ-
íûõ êëåòêàõ ñîè).

Àíàëîãè÷íîé áûëà ðåàêöèÿ êëåòîê C. reinhardtii è
G. max ïî ñîäåðæàíèþ õëîðîôèëëà â îòâåò íà çàìåíó îä-

576 À. Ï. Ñìîëîâ è äð.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîíîãðàììû õëîðîïëàñòîâ è ìèòî-
õîíäðèé ó êëåòîê C. reinhardtii (à—â) è êàëëóñà
G. max (ã, ä), âûðàùåííûõ íà ñðåäàõ ñ ðàçíûìè èñ-

òî÷íèêàìè àçîòà.

à — êëåòêè C. reinhardtii, âûðàùåííûå íà ñðåäå TAP ñ
KNO3 (âàðèàíò 3); á — êëåòêè C. reinhardtii, âûðàùåííûå
íà ñðåäå TAP ñ NH4NO3 (âàðèàíò 2); â — êëåòêè C. reinhar-
dtii, âûðàùåííûå íà ñðåäå TAP ñ NH4Cl (âàðèàíò 1); ã —
êëåòêè G. max, âûðàùåííûå íà ñðåäå MC ñ KNO3 (âàðè-
àíò 3); ä — êëåòêè G. max, âûðàùåííûå íà ñðåäå MC ñ
NH4NO3 (âàðèàíò 3). Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ìåìáðàííûå

ñòðóêòóðû (ì). 60 000�.



íîé ôîðìû ìèíåðàëüíîãî àçîòà íà äðóãóþ: ðàâíîå ñîäåð-
æàíèå õëîðîôèëëà ó êëåòîê âîäîðîñëè, âûðàùåííûõ íà
àììîíèéñîäåðæàùåé è áåçàììîíèéíîé ñðåäàõ ÒÀÐ (ñì.
òàáëèöó), è ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ õëîðîôèëëà ó êëåòîê
ñîè, âûðàùåííûõ íà áåçàììîíèéíîé ñðåäå ÌÑ, ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ýòèì æå ïîêàçàòåëåì äëÿ êëåòîê, âûðàùåííûõ íà
àììîíèé-ñîäåðæàùåé ñðåäå ÌÑ (ñì. òàáëèöó).

Õîðîøî îðãàíèçîâàííàÿ íàòèâíàÿ ñòðóêòóðà õëîðî-
ïëàñòîâ ó êëåòîê âîäîðîñëè, âûðàùåííûõ íà áåçàììî-
íèéíîé íèòðàòñîäåðæàùåé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ÒÀÐ
(ðèñ. 3, à—â), ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî òàêèå õëîðî-
ïëàñòû âïîëíå ñïîñîáíû îáåñïå÷èâàòü ïîòðåáíîñòè êëåò-
êè â àììîíèè çà ñ÷åò âîññòàíîâëåííûõ ïðîäóêòîâ ðåàê-
öèé ñâåòîâûõ ñòàäèé ôîòîñèíòåçà (ðåàêöèè ôîòîâîññòà-
íîâëåíèÿ íèòðàòîâ), à íå òîëüêî çà ñ÷åò âîññòàíîâèòåëåé
òåìíîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî àìè-
íîêèñëîòà ãëèöèí ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ñîñòàâëÿþùèõ êîì-
ïîíåíòîâ íà÷àëüíîé ñòàäèè öåïè ðåàêöèé ïðîöåññà áèî-
ñèíòåçà ìîëåêóë õëîðîôèëëà (×àéêà, Ñàâ÷åíêî, 1981),
ïðè îòñóòñòâèè äåôèöèòà ýíäîãåííîãî àììîíèÿ âïîëíå
âîçìîæíî îáðàçîâàíèå äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà ãëèöèíà,
à ñëåäîâàòåëüíî, ñèíòåç õëîðîôèëëà íå áóäåò îãðàíè÷è-
âàòüñÿ ïîñòóïëåíèåì îáðàçóþùåãîñÿ ãëèöèíà ê ìåñòó
áèîñèíòåçà õëîðîôèëëà. Ê òîìó æå òàêîé ñïîñîá ïðîäóê-
öèè ýíäîãåííîãî àììîíèÿ (ôîòîâîññòàíîâëåíèå íèòðàòà),
ïî-âèäèìîìó, â çíà÷èòåëüíîé ìåðå ïîêðûâàåò ïîòðåáíî-
ñòè êëåòêè ïðè ôîðìèðîâàíèè åå áåëîêñèíòåçèðóþùåãî
àïïàðàòà. Ðàçíîñòü ìåæäó êîëè÷åñòâîì ðèáîñîì ó êëåòîê,
âûðàùåííûõ íà àììîíèéñîäåðæàùåé è áåçàììîíèéíîé
ñðåäàõ, ìíîãîêðàòíî ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëè÷åñò-
âîì ðèáîñîì ó êëåòîê, âûðàùåííûõ íà àììîíèéñîäåðæà-
ùåé ñðåäå (ñ 5—10 ðàç ó êëåòîê ñîè äî 2 ðàç ó êëåòîê õëà-
ìèäîìîíàäû) (ñì. òàáëèöó).

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ðîñò êëå-
òî÷íîé ñóñïåíçèè C. reinhardtii òàêæå íå ïðåêðàùàëñÿ
ïðè ìíîãîêðàòíûõ ïåðåñàäêàõ íà ñâåæèå íèòðàòñîäåðæà-
ùèå ïèòàòåëüíûå ñðåäû ÒÀÐ, ëèøåííûå àììîíèéíîãî
êîìïîíåíòà, òîãäà êàê äëèòåëüíîå ïàññèðîâàíèå êëåòîê
êàëëóñà íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ÌÑ, ëèøåííîé àììîíèÿ,
ïðèâîäèò ê ãèáåëè âñåé ìàññû êëåòîê (ðåçóëüòàòû íå ïðè-
âåäåíû).

Ñïîñîáíîñòü êëåòîê âîäîðîñëè C. reinhardtii ðàñòè
èñêëþ÷èòåëüíî íà íèòðàòñîäåðæàùåé ñðåäå ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå âûñîêîé íèòðàò-âîññòàíàâ-
ëèâàþùåé ñïîñîáíîñòè ó ýòîãî ðàñòèòåëüíîãî îáúåêòà.
Ó êëåòîê êàëëóñíîé êóëüòóðû ñîè ýòà ñïîñîáíîñòü, ïî-âè-
äèìîìó, ÷åì-òî ñóùåñòâåííî îãðàíè÷åíà. Ëîãè÷íî äîïóñ-
òèòü, ÷òî íèçêàÿ ñêîðîñòü ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ íèòðà-
òà äî àììîíèÿ ó êëåòîê êàëëóñíîé êóëüòóðû ñîè ñäåðæè-
âàåò ñèíòåç àìèíîêèñëîò, áåëêà è êàê ñëåäñòâèå — ðîñò
êëåòîê êàëëóñà. Ìîæåò áûòü, ïî ýòîé ïðè÷èíå ê êîíöó
öèêëà âûðàùèâàíèÿ êàëëóñíîé êóëüòóðû â ïèòàòåëüíîé
ñðåäå âñåãäà ïðèñóòñòâîâàëî çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî
ñâîáîäíîãî íèòðàòà (Ñìîëîâ, Îëåéíèêîâà, 2003), òîãäà
êàê ñâîáîäíûé àììîíèé èñ÷åçàë èç ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé
ñðåäû åùå íà ëèíåéíîé ñòàäèè ðîñòà êëåòîê (Campbell
et al., 1984).

Íàëè÷èå (èëè îòñóòñòâèå) àììîíèÿ â ñîñòàâå ïèòàòå-
ëüíîé ñðåäû íå âëèÿëî è íà ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ, ñîîòâåòñò-
âóþùåé áåëêó ìàëîé ñóáúåäèíèöû rpS6, è íà ñîäåðæàíèå
18S ðÐÍÊ (ðèñ. 2), ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñïðàâåäëèâî è äëÿ
äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ðèáîñîìû. Èçâåñòíî, ÷òî â îäíèõ è
òåõ æå óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ðàçíûõ ðèáîñîìàëü-
íûõ áåëêîâ â êëåòêàõ äðîææåé ìîæåò íåñêîëüêî âàðüèðî-
âàòü, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ ïðîöåññàìè, îòëè÷íûìè îò

áèîãåíåçà ðèáîñîìû. Òåì íå ìåíåå ñêîðîñòè òðàíñëÿöèè
äëÿ ýòèõ áåëêîâ áëèçêè ïî çíà÷åíèþ (Holstege et al.,
1998). Àâòîðû ýòîé ðàáîòû ïîëàãàþò, ÷òî ýêâèìîëÿð-
íîñòü ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ äîñòèãàåòñÿ ïîñðåäñòâîì
ðàçíîé ñêîðîñòè èõ äåãðàäàöèè. Ïî-âèäèìîìó, õîòÿ ýòî è
íåëüçÿ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü, âîçìîæíîñòü ðåãóëÿöèè
áèîñèíòåçà êîìïîíåíòîâ ðèáîñîì íà óðîâíå ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè èõ ãåíîâ ïðåäñòàâëÿåòñÿ ìàëîâåðîÿòíîé.

Òàêèì îáðàçîì, íà íàø âçãëÿä, âëèÿíèå àììîíèÿ íà
÷èñëî ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð â êëåòêàõ âîäîðîñëè ìî-
æåò áûòü âûçâàíî íåêèì ôàêòîðîì, ó÷àñòâóþùèì â ôîð-
ìèðîâàíèè (èëè ñòàáèëèçàöèè?) ñòðóêòóðû ðèáîñîìû.
Íàïðèìåð, ôàêòîðîì ðÍ â öèòîïëàçìå, èçìåíÿþùèìñÿ
ïðè ïîãëîùåíèè àììîíèÿ, íåïîñðåäñòâåííî NH4

+-èîíàìè
èëè íåêèìè àìèíèðîâàííûìè ñîåäèíåíèÿìè, îáðàçîâàí-
íûìè ïðè ó÷àñòèè àììîíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîãëîùåíèå ýêçîãåííîãî àììîíèÿ ðàñ-
òèòåëüíîé êëåòêîé ñîïðîâîæäàåòñÿ âûäåëåíèåì èç íåå
Í+-èîíîâ, òîãäà êàê ïîãëîùåíèå NO
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– -èîíîâ ñâÿçûâàåòñÿ
ñ âûõîäîì èç êëåòêè ÎÍ–-èîíîâ (Marshner, 1986), ò. å. íà-
áëþäàåòñÿ èçìåíåíèå öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ðÍ â ùåëî÷-
íóþ èëè êèñëóþ ñòîðîíó ñîîòâåòñòâåííî. Âûõîä
Í+-èîíîâ èç êëåòêè ïðè ïîãëîùåíèè àììîíèÿ äîëæåí
ïðèâîäèòü ê ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè ÔÝÏ-êàðáîêñèëàçû,
ðÍ-îïòèìóì êîòîðîé ñäâèíóò â ùåëî÷íóþ ñòîðîíó (Ðî-
ìàíîâà, 1980). Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà
äîëæíî ïðèâîäèòü ê óñèëåíèþ ãåòåðîòðîôíîé ôèêñàöèè
óãëåêèñëîòû (Wright, Givan, 1988) è ê óâåëè÷åíèþ îáðà-
çîâàíèÿ îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò (íàïðèìåð, ìàëàòà), ïîñëå-
äóþùåå ïðåâðàùåíèå êîòîðûõ ìîæåò ïðè íàëè÷èè àììî-
íèÿ áûòü åùå îäíèì èñòî÷íèêîì öåëîãî ðÿäà àìèíîêèñ-
ëîò. Äîïîëíèòåëüíî îáðàçîâàííûå àìèíîêèñëîòû ñïîñîá-
íû îáåñïå÷èòü è äîïîëíèòåëüíîå îáðàçîâàíèå áåëêà. Òà-
êîå ÿâëåíèå íàáëþäàëîñü â êëåòêàõ Acer pseudoplatanus
(Goodchild, Givan, 1990) è Paul’s Scarlet Rose (Mohanty,
Fletcher, 1980). Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî ýíäîãåííûé àì-
ìîíèé âûçûâàë ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ íå òîëüêî áåëêà,
íî è ìÐÍÊ ÔÝÏ-êàðáîêñèëàçû â êëåòêàõ ëèñòüåâ ðàñòå-
íèÿ Zea maize (Sugiharto, Sugiyama, 1992). Îäíàêî ïðè âû-
ñîêîé ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ ýíäîãåííîãî àììîíèÿ è åãî
áûñòðîé óòèëèçàöèè â àìèíîêèñëîòû ñäâèã ðÍ â ùåëî÷-
íóþ ñòîðîíó â öèòîïëàçìå êëåòîê âîäîðîñëè C. reinhard-
tii âðÿä ëè ìîæåò îáúÿñíèòü ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâåííîì
ñîäåðæàíèè ðèáîñîì (êàê áåëîêñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð). Ê
òîìó æå ïîâûøåííûé óðîâåíü îáðàçîâàíèÿ áåëêà åùå íå
îçíà÷àåò ñïîñîáíîñòè êëåòêè ôîðìèðîâàòü ðèáîñîìû. Â
íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ êëåòêàìè C. reinhardtii ñîäåðæà-
íèå áåëêà íå çàâèñåëî îò ôîðìû èñïîëüçîâàííîãî êëåò-
êîé ìèíåðàëüíîãî àçîòà (cì. òàáëèöó).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîñêîëüêó ïðîñòðàíñòâåííûå ðàç-
ìåðû ïîð ÿäåðíîé îáîëî÷êè íå ìåøàþò ïîñòóïëåíèþ â
öèòîïëàçìó áîëüøèõ è ìàëûõ ñóáúåäèíèö ðèáîñîì, îáðà-
çîâàííûõ â ÿäðûøêå, òî è äëÿ ÷àñòèö ìåíüøèõ ðàçìåðîâ
(OH–- è Í+-èîíîâ) ýòîò áàðüåð íå ìîæåò áûòü ïðåãðàäîé,
à â íóêëåîïëàçìå ÿäðà òàêæå äîëæíî ïðîèñõîäèòü èçìå-
íåíèå ðÍ. Êàê â ýòîì ñëó÷àå ðåàãèðóþò ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çà I è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III, ôóíêöèè êîòîðûõ çàêëþ÷àþò-
ñÿ â ñîçäàíèè äðóãèõ ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ ðèáîñî-
ìû — ðèáîñîìàëüíûõ ÐÍÊ?

Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü è ó÷àñòèå íåïîñðåäñòâåííî
NH4

+-èîíîâ â ôîðìèðîâàíèè (èëè ñòàáèëèçàöèè?) ñòðóê-
òóðû ðèáîñîìû, ïîñêîëüêó, íàïðèìåð, ðàâíîçàðÿäíûå
K+-èîíû íåîáõîäèìû äëÿ ñâÿçûâàíèÿ êîìïîíåíòîâ ðèáî-
ñîìû (Ñïèðèí, 1971). È ìîæåò áûòü, ñîâñåì íå ñëó÷àéíî
ó êëåòîê C. reinhardtii, âûðàùåííûõ íà áåçàììîíèéíîé
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ñðåäå (ðèñ. 1, à), â ìåñòàõ îáðàçîâàíèÿ ñêëàäîê ó îáîëî÷-
êè õëîðîïëàñòà, ãäå ìîæåò áûòü ïîâûøåííàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ ôîòîñèíòåòè÷åñêè îáðàçîâàííîãî àììîíèÿ, íàáëþäà-
ëîñü áîëüøåå ñêîïëåíèå ðèáîñîìàëüíûõ ñòðóêòóð?

Íàêîíåö, ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà ðèáîñîì ïîä
äåéñòâèåì ýêçîãåííîãî àììîíèÿ ìîæåò áûòü îáðàçîâàíèå
(ïðè ïîâûøåííûõ êîíöåíòðàöèÿõ àììîíèÿ â êëåòêàõ)
áîëüøåãî êîëè÷åñòâà àìèíèðîâàííîãî êîìïîíåíòà, íåîá-
õîäèìîãî äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ (èëè ñòàáèëèçàöèè?) ñòðóê-
òóðû ðèáîñîìû. Òàêèìè êîìïîíåíòàìè ìîãëè áû áûòü
ïîëèàìèíû (ïóòðåñöèí, êàäàâåðèí, ñïåðìèäèí èëè äð.).
Èõ íàëè÷èå â ðèáîñîìàõ êëåòîê E. coli áûëî ïîêàçàíî äî-
ñòàòî÷íî äàâíî (Ñïèðèí, 1971), íî â ðàñòèòåëüíûõ êëåò-
êàõ òàêàÿ âîçìîæíîñòü ïîêà íå ðàññìàòðèâàëàñü. Êàêîâà
ïðèðîäà âîçäåéñòâèÿ ýòèõ ñîåäèíåíèé íà ôîðìèðîâàíèå
(èëè ñòàáèëèçàöèþ?) ðèáîñîìàëüíîé ñòðóêòóðû, â íàñòî-
ÿùåå âðåìÿ íåèçâåñòíî, êàê íå ïîêàçàíî è èõ ó÷àñòèå â
îðãàíèçàöèè ñàìîé ñòðóêòóðû.

Èòàê, ïðîâåäåííûå íà êëåòêàõ íèçøåãî è âûñøåãî
ðàñòèòåëüíûõ îðãàíèçìîâ (C. reinhardtii è G. max) èññëå-
äîâàíèÿ ïî âëèÿíèþ ðàçëè÷íûõ ôîðì ìèíåðàëüíîãî àçîòà
íà ñîäåðæàíèå áåëêà, õëîðîôèëëà, ÷èñëî ðèáîñîì â êëåò-
êàõ è ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ ðèáîñîìàëüíûõ ãåíîâ ïîêà-
çàëè, ÷òî àììîíèéíàÿ ôîðìà àçîòà ñïîñîáíà âëèÿòü íà
ôîðìèðîâàíèå ðèáîñîìàëüíîãî êîìïëåêñà. Îäíàêî ýòî,
ïî-âèäèìîìó, íå ñâÿçàíî ñ ðåãóëÿöèåé àêòèâíîñòè ãåíîâ,
îòâåòñòâåííûõ çà ñèíòåç êîìïîíåíòîâ ðèáîñîì. Íà íàø
âçãëÿä, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíà ñëåäóþùàÿ âåðñèÿ: ïðî-
öåññ áèîãåíåçà ðèáîñîì êîíòðîëèðóåòñÿ àììîíèéíûì
ôàêòîðîì íà áîëåå âûñîêîì, ðåãóëÿòîðíîì, óðîâíå, ò. å.
íà óðîâíå ñáîðêè (èëè ñòàáèëèçàöèè) âñåãî ðèáîñîìàëü-
íîãî ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñà, à èäåíòè÷íîñòü
îòâåòíîé ðåàêöèè íà âîçäåéñòâèå àììîíèÿ (óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà ðèáîñîì) ó ñòîëü äàëåêî îòñòîÿùèõ íà ýâîëþ-
öèîííîé ëåñòíèöå ðàñòèòåëüíûõ îðãàíèçìîâ ìîæåò óêà-
çûâàòü íà çíà÷èòåëüíûé âîçðàñò (íå ìåíåå 1.5 ìëðä ëåò)
ýòîãî ðåãóëÿòîðíîãî ìåõàíèçìà.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EXOGENOUS AMMONIUM INFLUENCE

ON SOYBEAN TISSUE AND CHLAMYDOMONAS CELLS
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In this work we studied the influence of exogenous ammonium on the total protein and chlorophyll con-
tents, on the number of ribosomes and on the expression of ribosomal genes encoding the small subunit 18S
rRNA and rpS6 protein in unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii and in callus tissue of Glycine
max. Comparative analysis of two sets of data showed that although the lack of ammonium resulted in reduction
of the number of ribosomes in alga and plant cells, this effect was not caused by decreasing of the expression le-
vel of the ribosomal genes. Possible mechanisms of the ammonium regulatory role in the ribosome biogenesis
are discussed.

K e y w o r d s: callus soybean, chlamydomonas, ammonium, ribosomes, ribosomal genes.
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