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Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è ñîñòàâ êàðîòèíîèäîâ ãëàçíîãî ïÿòíà ó ìóòàíòîâ Ch. reinhardtii

Ñ ïîìîùüþ ïèãìåíòíûõ ìóòàíòîâ èññëåäîâàëè ðàçâèòèå óëüòðàñòðóêòóðû ãëàçíîãî ïÿòíà â õëîðî-
ïëàñòàõ îäíîêëåòî÷íîé çåëåíîé âîäîðîñëè Chlamydomonas reinhardtii. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñòåïåíü ðàçâè-
òèÿ ñòðóêòóðû ãëàçíîãî ïÿòíà êîðåëèðóåò ñ íàêîïëåíèåì êàðîòèíîèäîâ. Â çàâèñèìîñòè îò èõ íàêîïëå-
íèÿ ãëàçíîå ïÿòíî îáðàçóåò îò 1 äî 4 ðÿäîâ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë. Ïîêàçàíî, ÷òî â ãëîáóëàõ
ãëàçíîãî ïÿòíà íàêàïëèâàþòñÿ êàðîòèíû. Âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê äèêîãî òèïà ó
ìóòàíòîâ ñîñòàâ êàðîòèíîâ â ãëàçíîì ïÿòíå ìîæåò èçìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ãåíåòè÷åñêîãî èçìåíå-
íèÿ èõ ñîñòàâà â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Chlamydomonas reinhardtii, ìóòàíòû, õëîðîïëàñò, ãëàçíîå ïÿòíî, óëüòðàñòðóê-
òóðà, êàðîòèíû, êñàíòîôèëëû.

Èçâåñòíî, ÷òî æãóòèêîâûå îäíîêëåòî÷íûå çåëåíûå
âîäîðîñëè îáëàäàþò ôîòîòàêñè÷åñêèìè ñïîñîáíîñòÿìè è
îáðàçóþò ñïåöèôè÷åñêóþ îðãàíåëëó õëîðîïëàñòîâ —
ãëàçíîå ïÿòíî (eyespot), ÷àñòî íàçûâàåìîå ãëàçêîì èëè
ñòèãìîé. Ñòðóêòóðíî îíî ñîäåðæèò îäèí èëè íåñêîëüêî
(îáû÷íî 2—3) ðÿäîâ êðóãëûõ ïëîòíî óïàêîâàííûõ è áî-
ãàòûõ êàðîòèíîèäàìè ëèïèäíûõ ãëîáóë, ëîêàëèçîâàí-
íûõ âíóòðè õëîðîïëàñòà. Ó Chlamydomonas reinhardtii,
êàê ïðàâèëî, îíî ðàñïîëàãàåòñÿ íåïîñðåäñòâåííî ïîä îáî-
ëî÷êîé õëîðîïëàñòà, êîòîðàÿ ïëîòíî ïðèëåãàåò ê ïëàçìî-
ìåìáðàíå, íî íå ñëèâàåòñÿ ñ íåé (Ñåìåíîâà, 1978; Inwood
et al., 2008). Â ñâåòîâîé ìèêðîñêîï ãëàçíîå ïÿòíî èëè
ñòèãìó ìîæíî âèäåòü êàê æåëòóþ, îðàíæåâóþ èëè ñâåò-
ëî-êðàñíóþ òî÷êó èëè ïÿòíî (Kreimer et al., 1992). Âíà÷à-
ëå ïîëàãàëè, ÷òî ãëàçíîå ïÿòíî ñîñòîèò òîëüêî èç 2—3 ðÿ-
äîâ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë. Îäíàêî â õîäå äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî ëèïèäíûå
ãëîáóëû ñíàðóæè îêðóæåíû áåëêîâûìè ìåìáðàíàìè (Ñå-
ìåíîâà, 1978), êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ â ïðîöåññå ðàçâè-
òèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà âíóòðè õëîðîïëàñòà.

Îáðàçîâàíèå òèëàêîèäîâ è ãëàçíîãî ïÿòíà îáû÷íî
ïðîòåêàåò ïî÷òè îäíîâðåìåííî. Êàæäûé èç 2—3 ñëîåâ
ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà ðàñïîëàãà-
åòñÿ íà îäíîì èç òèëàêîèäîâ (Ñåìåíîâà, Ëàäûãèí, 1975;
Foster, Smith, 1980; Melkonian, Robenek, 1984; Nultsch, Ha-
der, 1988). Ó áåëûõ ìóòàíòîâ Ch. reinhardtii, ó êîòîðûõ íåò
òèëàêîèäîâ è êàðîòèíîèäíûõ ïèãìåíòîâ, íåò è ãëàçíîãî
ïÿòíà èëè íàáëþäàþòñÿ ñàìûå ðàííèå ýòàïû åãî ôîðìèðî-
âàíèÿ (Inwood et al, 2008). Ó æåëòûõ ìóòàíòîâ ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì êàðîòèíîèäîâ íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå õî-
ðîøî ðàçâèòîãî ãëàçíîãî ïÿòíà, êàê ïðàâèëî, ñîñòîÿùåãî
èç äâóõ ñëîåâ ãëîáóë (Ñåìåíîâà, Ëàäûãèí, 1975).

Ïîëó÷åííûå íàìè ïèãìåíòíûå ìóòàíòû Ch. reinhard-
tii ïðåäñòàâëÿþò îãðîìíóþ öåííîñòü êàê äëÿ èäåíòèôèêà-

öèè ôîòîðåöåïòîðíûõ ïèãìåíòîâ, òàê è äëÿ àíàëèçà
ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ãëàçíîãî ïÿòíà (Ëàäûãèí, 1970,
1991).

Ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà î÷åíü èíòåðåñíûé ôàêò èç
îäíîé ñòàòüè: îáëàñòü ìàêñèìàëüíîé ñïåêòðàëüíîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ôîòîòàêñèñà äëÿ ãëàçíîãî ïÿòíà ìóòàíòà
ÑÑ1101 ey, mt(–) ñìåùåíà â êîðîòêîâîëíîâóþ ÷àñòü äëèí
âîëí â ñðàâíåíèè ñî øòàììîì äèêîãî òèïà, ÷òî óêàçûâàåò
íà êîìïëåêñíîå ñî÷åòàíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ôîòîðå-
öåïòîðà ãëàçíîãî ïÿòíà è ôîòîñèíòåòè÷åñêèõ ïèãìåíòîâ,
âêëþ÷åííûõ â ôîòîîðèåíòàöèþ (Ñèíåùåêîâ è äð., 1989).
Ýòè äàííûå ïîçâîëèëè íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñìåùåíèå
ìàêñèìóìà ôîòîòàêñèñà ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî èçìåíå-
íèÿìè ñîñòàâà êàðîòèíîèäîâ êàê â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñ-
òîâ, òàê è â ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà. Íàñ çàèíòåðåñîâàë
âîïðîñ: ìîæåò ëè èçìåíÿòüñÿ ó ìóòàíòîâ ñîñòàâ êàðîòè-
íîèäîâ ãëàçíîãî ïÿòíà òàê æå, êàê ýòî ïðîèñõîäèò â ìåì-
áðàíàõ õëîðîïëàñòîâ? Ñ öåëüþ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëî-
æåíèÿ ìû ïðîâåëè èññëåäîâàíèÿ ñîñòàâà ïèãìåíòîâ ãëàç-
íîãî ïÿòíà íà ñåðèè ïèãìåíòíûõ ìóòàíòîâ Ch. reinhardtii
ñ èçìåíåííûì ñîñòàâîì êàðîòèíîèäîâ â ìåìáðàíàõ õëî-
ðîïëàñòîâ. Ìóòàíòû áûëè ïîëó÷åíû íàìè ðàíåå (Ëàäû-
ãèí, 1970, 1991; Ëàäûãèí è äð., 1973).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñòàâèëè ïåðåä ñîáîé äâå çà-
äà÷è: 1) èçó÷èòü ðàçâèòèå ãëàçíîãî ïÿòíà îò îáðàçîâàíèÿ
1—3 ãëîáóë äî ðàçâèòèÿ ìàêñèìàëüíî ñòðóêòóðèðî-
âàííîé îðãàíåëëû; 2) óñòàíîâèòü ñîñòàâ êàðîòèíîèäîâ â
ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà èñõîäíîãî äèêîãî øòàììà è
âïåðâûå äîêàçàòü âîçìîæíîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èç-
ìåíåíèÿ èõ ñîñòàâà ñ ïîìîùüþ ìóòàíòîâ. Îáå çàäà÷è
ìîæíî áûëî ðåøèòü òîëüêî ñ èñïîëüçîâàíèåì ïèãìåíò-
íûõ ìóòàíòîâ îò áåëûõ äî òåìíî-çåëåíûõ â ïåðâîì ñëó-
÷àå à òàêæå ìóòàíòîâ ñ èçìåíåííûì ñîñòàâîì êàðîòèíîè-
äîâ â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ — âî âòîðîì. Íàëè÷èå áî-
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ëüøîãî íàáîðà îáîèõ òèïîâ ìóòàíòîâ (Ëàäûãèí, 1970,
1991; Ëàäûãèí è äð., 1973) ïîçâîëèëî íàì ðåøèòü îáå çà-
äà÷è.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè øòàììû îäíîêëå-
òî÷íîé çåëåíîé âîäîðîñëè Chlamydomonas reinhardtii
Dang. äèêîãî òèïà Ê(+) è ïèãìåíòíûõ ìóòàíòîâ: áåëûõ
Á-1 è Á-3, íå íàêàïëèâàþùèõ íèêàêèõ ïèãìåíòîâ; æåëòî-
ãî Æ-4, ñîäåðæàùåãî òîëüêî êàðîòèíîèäû; ñâåòëî-çåëåíî-
ãî Ñ-41 ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì äçåòà-êàðîòèíà; çåëåíîãî
íåôîòîñèíòåçèðóþùåãî À-90 ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì àëü-
ôà-êàðîòèíà è òåìíî-çåëåíîãî Ò-8, ñîäåðæàùåãî âñå ïèã-
ìåíòû â 2—3 ðàçà áîëüøå, ÷åì êëåòêè äèêîãî òèïà Ê(+).

Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ âñå øòàììû âûðàùèâàëè â òå÷å-
íèå 4—5 ñóò íà àöåòàòíîé àãàðèçîâàííîé ñðåäå (Ëàäû-
ãèí, 1970; Ëàäûãèí è äð., 1973) ïðè 23—25 °Ñ è êðóãëî-
ñóòî÷íîì îñâåùåíèè ëþìèíåñöåíòíûìè ëàìïàìè ËÁ-40
(Ðîññèÿ) ïðè îñâåùåííîñòè 1—3 òûñ. ëê.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà è ôðàãìåíòîâ
ìåìáðàí õëîðîïëàñòîâ êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 0.3 Ì ñàõàðîçó, 0.05 Ì Òðèñ-HCl, 0.01 Ì
MgCl2, pH 7.5, è ðàçðóøàëè ïðè 4 °Ñ óëüòðàçâóêîì
íà óñòàíîâêå ÓÇÄÍ-1 (Ðîññèÿ) ïóòåì äâóêðàòíîãî îçâó÷è-
âàíèÿ ïî 20 ñ ïðè ÷àñòîòå 15 êÃö è ñèëå òîêà 0.2 À. Íåðàç-
ðóøåííûå êëåòêè îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
1500 g â òå÷åíèå 5 ìèí íà öåíòðèôóãå ÖÓÌ-1 (Ðîññèÿ).

Ïîëó÷åííûå èç íàäîñàäî÷íîé ÷àñòè ôðàãìåíòû õëî-
ðîïëàñòîâ è ãëàçíîãî ïÿòíà ïðîìûâàëè â 0.05 Ì
Òðèñ-HCl è 0.001 M EDTA, pH 8, è îñàæäàëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì ïðè 14 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí. Çàòåì äëÿ ðàçäå-
ëåíèÿ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà è
ôðàãìåíòîâ ìåìáðàí õëîðîïëàñòîâ ìû ïðîâîäèëè ïîâòîð-
íîå öåíòðèôóãèðîâàíèå â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû
(0.5 : 1.0 : 1.5 : 2.0 Ì) ïðè 14 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí. Ôðàê-
öèÿ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà (ôðàêöèÿ 1) âûÿâëÿëàñü â âèäå
æåëòîé èëè îðàíæåâîé ïîëîñû íà ãðàíèöå ìåæäó çîíàìè
0.5 è 1.0 Ì ðàñòâîðîâ ñàõàðîçû. Æåëòóþ ïîëîñó â îáîèõ
ñëó÷àÿõ ìû àêêóðàòíî ñîáèðàëè ïèïåòêîé â îòäåëüíóþ
ïðîáèðêó, à çàòåì èñïîëüçîâàëè äëÿ áèîõèìè÷åñêèõ, ñïåê-
òðàëüíûõ è ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.

Êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå õëîðîôèëëîâ è êàðîòè-
íîèäîâ îïðåäåëÿëè ïî ñïåêòðàì ïîãëîùåíèÿ ýêñòðàêòîâ â
100%-íîì àöåòîíå (Litchtenthaler, Wellburn, 1983).

Êà÷åñòâåííûé ñîñòàâ êàðîòèíîèäîâ àíàëèçèðîâàëè
ìåòîäàìè áóìàæíîé è òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè (Ha-
ger, Meyer-Bertenrath, 1966; Ëàäûãèí, Øèðøèêîâà, 1987).
Ïîëîñû èíäèâèäóàëüíûõ êàðîòèíîâ ýêñòðàãèðîâàëè õëî-
ðîôîðìîì, à ïîëîñû èíäèâèäóàëüíûõ êñàíòîôèëëîâ —
96%-íûì ýòàíîëîì. Ýêñòðàêòû êàðîòèíîèäîâ àíàëèçèðî-
âàëè ïî ñïåêòðàì ïîãëîùåíèÿ è èõ âòîðûì è ÷åòâåðòûì
ïðîèçâîäíûì, ïîëó÷åííûì íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Shimad-
zu-UV-160 èëè Hitañhi-557 (ßïîíèÿ).

Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ãëàçíîãî ïÿòíà öåëûõ êëåòîê èëè âûäåëåííûõ èç íåãî ëè-
ïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë ìû èñïîëüçîâàëè ôèê-
ñàöèþ â 2.5%-íîì ãëóòàðàëüäåãèäå ñ ïîñëåäóþùåé ôèê-
ñàöèåé ðàñòâîðîì 1%-íîãî OsO4 èëè áåç íåãî. Îáðàçöû
îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ðàñòâîðîâ ýòàíîëà (20—100 %) è â
100%-íîì àöåòîíå è çàëèâàëè â Epon-812. Ïîñëå ïîëèìå-
ðèçàöèè îáðàçöîâ ñðåçû ïîëó÷àëè íà ìèêðîòîìå LKB
(Øâåöèÿ) è ïðîñìàòðèâàëè èõ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
JEM-7À (ßïîíèÿ) (Ñåìåíîâà, Ëàäûãèí, 1975).

Ðåçóëüòàòû

Ô î ð ì è ð î â à í è å è ð à ç â è ò è å ã ë à ç í î ã î ï ÿ ò-
í à ó ï è ã ì å í ò í û õ ì ó ò à í ò î â. Áëàãîäàðÿ ñïîñîáíî-
ñòè ê òåìíîâîìó ñèíòåçó õëîðîôèëëà è êàðîòèíîèäîâ â
õëîðîïëàñòàõ êëåòîê äèêîãî òèïà Ch. reinhardtii âñåãäà
íàáëþäàåòñÿ õîðîøåå ðàçâèòèå ìåìáðàííîé ñèñòåìû è
ãëàçíîãî ïÿòíà êàê íà ñâåòó, òàê è â òåìíîòå. Ïîýòîìó,
÷òîáû èçó÷èòü ðàçëè÷íûå ýòàïû ôîðìèðîâàíèÿ ãëàçíîãî
ïÿòíà è ìåìáðàí õëîðîïëàñòîâ, íåîáõîäèìî áûëî ïîëó-
÷èòü ïèãìåíòíûå ìóòàíòû â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ îáúåê-
òîâ, ó êîòîðûõ èñêóññòâåííî áëîêèðîâàëè íà ðàííèõ ýòà-
ïàõ áèîñèíòåç ïèãìåíòîâ. Ñ ýòîé öåëüþ ìåòîäîì ìóòàãå-
íåçà íàìè ïîëó÷åíû áåëûå, æåëòûå, ñâåòëî-çåëåíûå è
òåìíî-çåëåíûå ìóòàíòû (Ëàäûãèí, 1970, 1991).

Ñ ïîìîùüþ áåëîãî ìóòàíòà Á-1, íå ñîäåðæàùåãî íè
õëîðîôèëëà, íè êàðîòèíîèäîâ, íàì óäàëîñü îáíàðóæèòü
ñàìûå ïåðâûå ýòàïû íà÷àëà ôîðìèðîâàíèÿ ãëàçíîãî ïÿò-
íà. Òàê, ó ìóòàíòà Á-1 áûëî îáíàðóæåíî ãëàçíîå ïÿòíî,
ñîñòîÿùåå âñåãî èç 2—3 ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë
(ðèñ. 1, à). Ó äðóãîãî áåëîãî ìóòàíòà Á-3, ñîäåðæàùåãî
ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà ïèãìåíòîâ, ìîã ôîðìèðîâàòüñÿ ïåð-
âûé ðÿä ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà, à èíîãäà è 1—2 ãëîáóëû
âòîðîãî ðÿäà (ðèñ. 1, á).

Ìû ïîëó÷èëè òðè òèïà æåëòûõ ìóòàíòîâ. Ìóòàíò
Æ-1 — æåëòûé â òåìíîòå è çåëåíåþùèé íà ñâåòó ïîäîáíî
âûñøèì ðàñòåíèÿì. Ìóòàíò Æ-3 — çåëåíûé â òåìíîòå è
ôåíîòèïè÷åñêè æåëòûé íà ñâåòó. Ýòîò ìóòàíò òåðÿë õëî-
ðîôèëë íà ñâåòó òîëüêî ïðè äîñòóïå êèñëîðîäà. Ïðè ïî-
ñåâå æå èãëîé óêîëîì âíóòðü ñòîëáèêà àãàðà ìóòàíò Æ-3
è íà ñâåòó îñòàâàëñÿ çåëåíûì, ñëåäîâàòåëüíî, ôîòîäåñò-
ðóêöèÿ õëîðîôèëëà è ïîæåëòåíèå êëåòîê ó ýòîãî ìóòàíòà
èìåëè ìåñòî òîëüêî íà ñâåòó ïðè äîñòóïå êèñëîðîäà. Ìó-
òàíò Æ-4 ïîñòîÿííî áûë æåëòûì êàê íà ñâåòó òàê è â òåì-
íîòå (Ñåìåíîâà, Ëàäûãèí, 1975). Èññëåäîâàíèå æåëòûõ
ìóòàíòîâ ïîêàçàëî, ÷òî ñòåïåíü ðàçâèòèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà
÷åòêî êîððåëèðóåò ñ ñîäåðæàíèåì êàðîòèíîèäîâ. Íàëè-
÷èå èëè îòñóòñòâèå õëîðîôèëëà è ñîîòâåòñòâóþùàÿ ñòå-
ïåíü ðàçâèòèÿ ìåìáðàííîé ñèñòåìû â ìåíüøåé ñòåïåíè
âëèÿëè íà ôîðìèðîâàíèå ãëàçíîãî ïÿòíà. Ïðàêòè÷åñêè âî
âñåõ âàðèàíòàõ â õëîðîïëàñòàõ æåëòûõ ìóòàíòîâ ìû íà-
áëþäàëè äîñòàòî÷íî õîðîøî ðàçâèòîå ãëàçíîå ïÿòíî, êàê
ïðàâèëî ñîñòîÿùåå èç äâóõ ðÿäîâ ãëîáóë (ðèñ. 1, â). Â òî
æå âðåìÿ ó ôåíîòèïè÷åñêè æåëòûõ øòàììîâ ìû íàáëþ-
äàëè òîëüêî íà÷àëüíûå ýòàïû ôîðìèðîâàíèÿ òèëàêîèäîâ
(Ñåìåíîâà, Ëàäûãèí, 1975).

Ó ñâåòëî-çåëåíûõ ìóòàíòîâ ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíè-
åì è ñîîòíîøåíèåì õëîðîôèëëîâ à è b, íî íàêàïëèâàþ-
ùèõ ïðàêòè÷åñêè òî æå ñàìîå êîëè÷åñòâî êàðîòèíîèäîâ,
÷òî è ó æåëòûõ ìóòàíòîâ, ìû íàáëþäàëè áëèçêèé óðîâåíü
ðàçâèòèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà, íî ñ õîðîøî ðàçâèòûìè òèëàêî-
èäàìè. Ýòè äàííûå ïîäòâåðäèëè ìíåíèå î òîì, ÷òî ñòå-
ïåíü ðàçâèòèÿ ìåìáðàííîé ñèñòåìû õëîðîïëàñòîâ ÷åòêî
êîððåëèðóåò ñ íàêîïëåíèåì õëîðîôèëëîâ, à ãëàçíîãî ïÿò-
íà — ñ íàêîïëåíèåì êàðîòèíîèäîâ.

Íà ñâåòó â êëåòêàõ äèêîãî òèïà, êàê ïðàâèëî, íàáëþ-
äàëîñü ôîðìèðîâàíèå ãëàçíîãî ïÿòíà, ñîñòîÿùåãî èç
2—3 ðÿäîâ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë â çàâèñèìî-
ñòè îò íàêîïëåíèÿ ïèãìåíòîâ (ðèñ. 2, à).

Ó òåìíî-çåëåíîãî ìóòàíòà Ò-8, íàêàïëèâàþùåãî
êàðîòèíîèäû è õëîðîôèëëû â 2—3 ðàçà áîëüøå, ÷åì â
êîíòðîëå, ãëàçíîå ïÿòíî ìîãëî ôîðìèðîâàòü äî ÷åòû-
ðåõ ðÿäîâ ãëîáóë (ðèñ. 2, á), ÷òî áûëî îáíàðóæåíî âïåð-
âûå. Ïðè÷åì ïîñëå ãëóòàð-îñìèåâîé ôèêñàöèè êëåòîê
ãëàçíîå ïÿòíî âûÿâëÿåòñÿ â âèäå ÷åòûðåx ðÿäîâ ëè-
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ïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë ÷åðíîãî öâåòà. Åñëè æå
êëåòêè ôèêñèðîâàòü òîëüêî ãëóòàðàëüäåãèäîì, òî â ïðî-
öåññå îáåçâîæèâàíèÿ ëèïèäû è êàðîòèíîèäû ýêñòðàãèðó-
þòñÿ ýòàíîëîì è àöåòîíîì, è îñòàþòñÿ òîëüêî áåëêîâûå
ìåìáðàíû, îêðóæàþùèå êàæäóþ èç ãëîáóë. Ïðè ýòîì ñòà-
íîâèòñÿ õîðîøî âèäíî, ÷òî íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ ãëîáó-
ëû ãëàçíîãî ïÿòíà èìåþò îêðóãëóþ èëè îâàëüíóþ ôîðìó
(ðèñ. 2, â).

Òàêèì îáðàçîì, áëàãîäàðÿ ñåðèè ïèãìåíòíûõ ìóòàí-
òîâ Ch. reinhardtii íàì óäàëîñü óñòàíîâèòü ðàííèå ýòàïû
ôîðìèðîâàíèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà. Êðîìå òîãî, áûëî âïåðâûå
ïîêàçàíî, ÷òî ó òåìíî-çåëåíûõ ìóòàíòîâ ìîæåò îáðàçî-
âàòüñÿ äî ÷åòûðåõ ðÿäîâ ãëîáóë. Ýòî áîëüøå, ÷åì â êëåò-
êàõ äèêîãî òèïà. Ñòåïåíü ðàçâèòèÿ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà
õîðîøî êîððåëèðóåò ñ íàêîïëåíèåì êàðîòèíîèäîâ è â ìå-
íüøåé ìåðå çàâèñèò îò ñîäåðæàíèÿ õëîðîôèëëîâ. Ïðè÷åì
ìû äåòàëüíî èçó÷èëè âñå îñíîâíûå ýòàïû áèîãåíåçà ãëàç-
íîãî ïÿòíà îò 2—3 ãëîáóë ó áåëûõ ìóòàíòîâ äî ôîðìèðî-
âàíèÿ ÷åòûðåõ ðÿäîâ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ ãëîáóë ó

òåìíî-çåëåíûõ ìóòàíòîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû íàì óäàëîñü ïî-
ëó÷èòü áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ïèãìåíòíûõ ìóòàíòîâ.
Ó äèêîãî òèïà ãëàçíîå ïÿòíî è òèëàêîèäû õîðîøî ðàçâè-
òû èç-çà âûñîêîãî ñîäåðæàíèÿ ïèãìåíòîâ êàê íà ñâåòó,
òàê è â òåìíîòå.

Ñ î ñ ò à â è â î ç ì î æ í î ñ ò ü è ç ì å í å í è ÿ ê à ð î-
ò è í î è ä î â ã ë à ç í î ã î ï ÿ ò í à. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íå-
îáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü äâà âîïðîñà: 1) óñòàíîâèòü
îñíîâíûå êàðîòèíîèäû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ ãëîáóë ãëàç-
íîãî ïÿòíà; 2) âûÿñíèòü, ìîæåò ëè èçìåíÿòüñÿ èõ ñîñòàâ
ïðè ñóùåñòâåííîì èçìåíåíèè ñîñòàâà êàðîòèíîèäîâ â
ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ ó ìóòàíòîâ Ch. reinhardtii.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îòâåòèòü íà ýòè âîïðîñû, ìû âûäåëÿ-
ëè èç ðàçðóøåííûõ õëîðîïëàñòîâ ôðàêöèþ ëèïèäíî-êà-
ðîòèíîèäíûõ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà ïóòåì äèôôåðåíöè-
àëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõà-
ðîçû (ðèñ. 3, à). Æåëòóþ èëè îðàíæåâóþ ïîëîñó 1 ãëîáóë
ãëàçíîãî ïÿòíà ïåðåíîñèëè â îòäåëüíóþ ïðîáèðêó. Çàòåì
ôðàêöèþ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ
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Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ â õëîðîïëàñòàõ ïèãìåíòíûõ ìóòàíòîâ: áåëîãî Á-1
(à), áåëîãî ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî Á-3 â òåìíîòå (á) è æåëòîãî Æ-4 íà ñâåòó (â).

a — íà÷àëî ôîðìèðîâàíèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà èç òðåõ ãëîáóë; á — ñôîðìèðîâàííûé ïåðâûé ðÿä è äâå ãëîáóëû âòîðîãî ðÿäà ãëàçíîãî ïÿòíà; â — ðàçâèòîå
ãëàçíîå ïÿòíî ñ äâóìÿ ðÿäàìè ñôîðìèðîâàííûõ ãëîáóë. Óâåë. 80 000�.



ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ, áèîõèìè÷åñêèõ è ñïåê-
òðîôîòîìåòðè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Êàæäàÿ ãëîáóëà ãëàç-
íîãî ïÿòíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìåìáðàííûé ïóçûðåê, çà-
ïîëíåííûé ëèïèäàìè è êàðîòèíîèäàìè.

Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîêàçàëà, ÷òî âûäåëåííàÿ
íàìè ôðàêöèÿ äåéñòâèòåëüíî ñîäåðæàëà ëèïèäíî-êàðîòè-
íîèäíûå ãëîáóëû ãëàçíîãî ïÿòíà (ðèñ. 3, á). Ïðè îñìèå-
âîé ôèêñàöèè ëèïèäû âûãëÿäåëè êàê ÷åðíûå îêðóãëûå
ãëîáóëû, ÷àñòî ñâÿçàííûå ìåæäó ñîáîé â àññîöèàòû ðàç-
ëè÷íîé âåëè÷èíû. Ïîäîáíûå ñòðóêòóðû áûëè îïèñàíû
ðàíåå äëÿ ãëàçêîâ Spermatozopsis similis (Renninger et al.,
2001). Îíè îáðàçóþòñÿ ïðè ðàçëè÷íîé ñòåïåíè îáðàáîòêè
óëüòðàçâóêîì àïïàðàòà ãëàçíîãî ïÿòíà.

Áèîõèìè÷åñêèå è ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèå èññëåäî-
âàíèÿ, ïðîâåäåííûå íàìè íà ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà, ïî-
êàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ äèêîãî òèïà Ê(+) îñíîâíûì êàðîòè-

íîèäîì ÿâëÿåòñÿ b-êàðîòèí ñ ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ
ïðè 464 íì (ðèñ. 4, à). Ó÷èòûâàÿ, ÷òî â ìåìáðàíàõ õëîðî-
ïëàñòîâ êëåòîê äèêîãî òèïà Ê(+) ñîîòíîøåíèå a- è b-êà-
ðîòèíîâ ñîñòàâëÿåò 5 : 95, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî îñíîâ-
íûì ïèãìåíòîì ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà øòàììà Ê(+) ÿâëÿ-
åòñÿ b-êàðîòèí (òàáë. 1, 2). Âõîäèò ëè â èõ ñîñòàâ
a-êàðîòèí ó êëåòîê äèêîãî òèïà, ñêàçàòü òðóäíî èç-çà
î÷åíü íèçêîãî åãî ñîäåðæàíèÿ ó øòàììà Ê(+). Çàìåòíîãî
êîëè÷åñòâà êñàíòîôèëëîâ â ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà ìû
íå îáíàðóæèëè. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ
ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî â ñîñòàâ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà
âõîäÿò ãëàâíûì îáðàçîì êàðîòèíû.

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ìîæåò ëè a-êàðîòèí âõî-
äèòü â ñîñòàâ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà, ìû ïðîâåëè äîïîë-
íèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà ìóòàíòå À-90, íàêàïëèâàþ-
ùåì â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ äî 60 % a-êàðîòèíà è
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Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ â õëîðîïëàñòàõ êëåòîê äèêîãî òèïà Ê(+) (à), òåì-
íî-çåëåíîãî ìóòàíòà Ò-8 íà ñâåòó ïîñëå ãëóòàð-îñìèåâîé (á) è ãëóòàðîâîé (â) ôèêñàöèé.

à — òðè ðÿäà ãëîáóë íîðìàëüíî ðàçâèòîãî ãëàçíîãî ïÿòíà; á, â — ÷åòûðå ðÿäà ãëîáóë íàèáîëåå ðàçâèòîãî ãëàçíîãî ïÿòíà. Óâåë. 60 000�.



óìåíüøåííîå äî 40 % ñîäåðæàíèå b-êàðîòèíà (òàáë. 1).
Àíàëèç ïèãìåíòîâ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà ìóòàíòà À-90
ïîêàçàë, ÷òî îñíîâíûì ïèãìåíòîì ãëîáóë åãî ãëàçíîãî
ïÿòíà ÿâëÿåòñÿ a-êàðîòèí ñ ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ
457 íì (ðèñ 4, á). Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî
ñîñòàâ êàðîòèíîâ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà ìîæåò èçìåíÿòü-
ñÿ îäíîâðåìåííî ñ èçìåíåíèåì èõ ñîñòàâà â ìåìáðàíàõ
õëîðîïëàñòîâ. Î÷åâèäíî, ãëàçíîå ïÿòíî ìóòàíòà À-90 ñî-
äåðæèò ïðèìåðíî òàêóþ æå äîëþ a-êàðîòèíà (äî 60 %),

÷òî è ìåìáðàíû õëîðîïëàñòîâ ýòîãî ìóòàíòà. Ýòè ðåçóëü-
òàòû äàëè íàì îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî îñíîâíûìè ïèã-
ìåíòàìè ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà ÿâëÿþòñÿ êàðîòèíû.
Ïðè÷åì ñîñòàâ a- è b-êàðîòèíîâ èçìåíÿåòñÿ îäíîâðåìåí-
íî ñ èçìåíåíèåì èõ ñîñòàâà â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ
êàæäîãî èç ìóòàíòíûõ øòàììîâ.

×òîáû îêîí÷àòåëüíî óáåäèòüñÿ â ïðàâèëüíîñòè íà-
øåé ãèïîòåçû, ìû ïðîâåëè åùå îäíî äîïîëíèòåëüíîå
èññëåäîâàíèå íà ìóòàíòå Ñ-41, ó êîòîðîãî â ìåìáðàíàõ
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Ðèñ. 3. Ðàçäåëåíèå ôðàêöèé ãëàçíîãî ïÿòíà è ìåìáðàí õëîðîïëàñòîâ ïóòåì äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè ñàõàðîçû (à) è óëüòðàñòðóêòóðà âûäåëåííûõ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà (á).

à — ôðàêöèè ãëàçíîãî ïÿòíà (ïîëîñà 1), òèëàêîèäíûõ ìåìáðàí (ïîëîñû 2, 3) è íåðàçðóøåííûõ öåëûõ êëåòîê (ïîëîñà 4); á — ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûå
ãëîáóëû ÷åðíîãî öâåòà ïîñëå ãëóòàð-îñìèåâîé ôèêñàöèè. Óâåë. 300 000�.



õëîðîïëàñòîâ íàêàïëèâàåòñÿ äî 38 % z-êàðîòèíà, 19 %
b-çåàêàðîòèíà è 43 % b-êàðîòèíà (òàáë. 1). Âûñîêîå ñî-
äåðæàíèå z-êàðîòèíà â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòà ìóòàíòà
Ñ-41 ïîçâîëèëî íàì èçó÷èòü âîçìîæíîñòü åãî âêëþ÷åíèÿ
â ñîñòàâ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîêàçàëè, ÷òî â ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà ìóòàíòà Ñ-41 ñî-
äåðæèòñÿ, ïî-âèäèìîìó, òàêîå æå âûñîêîå êîëè÷åñòâî

z-êàðîòèíà (ðèñ. 4, â), ÷òî è â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ.
Â ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà ñóùåñòâåííûé
âêëàä âíîñèò z-êàðîòèí ñ ìàêñèìóìàìè ïîãëîùåíèÿ ïðè
409 è 434 íì (ðèñ. 5). Ýòî õîðîøî âèäíî ïðè ñðàâíåíèè
ñóììàðíîãî ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êàðîòèíîâ ìóòàíòà Ñ-41
(ðèñ. 5, á) è õðîìàòîãðàôè÷åñêè âûäåëåííûõ ÷èñòûõ
ñïåêòðîâ b-êàðîòèíà (ðèñ. 5, à) è z-êàðîòèíà (ðèñ. 5, â).

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ íà êëåòêàõ äèêîãî òèïà Ê(+), ìóòàíòà À-90 ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì a-êàðîòèíà è ìóòàíòà Ñ-41 ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì z-êàðîòèíà ìû ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî
îñíîâíûìè ïèãìåíòàìè ãëàçíîãî ïÿòíà ÿâëÿþòñÿ êàðîòè-
íû. Ïðè÷åì ìû âïåðâûå óñòàíîâèëè, ÷òî ñîñòàâ è ñîîòíî-
øåíèå èçîìåðîâ êàðîòèíîâ â ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà ìó-
òàíòîâ ìîãóò èçìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò èçìåíåíèÿ èõ
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Ðèñ. 4. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ (À) è èõ ÷åòâåðòûå ïðîèçâîäíûå
(À4) ñóììû êàðîòèíîâ ôðàêöèè ãëàçíîãî ïÿòíà â õëîðîôîðìå:
èç êëåòîê äèêîãî òèïà Ê(+) (à), ìóòàíòà À-90 (á) ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì a-êàðîòèíà è ìóòàíòà Ñ-41 (â) ñ âûñîêèì ñîäåðæà-

íèåì z-êàðîòèíà.

Ò à á ë è ö à 1

Ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå êàðîòèíîâ
â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ êëåòîê äèêîãî òèïà Ê(+)

è ìóòàíòîâ À-90 è Ñ-41 Chlamydomonas reinhardtii

Øòàìì
Ñîäåðæàíèå êàðîòèíîâ, %

a-êàðîòèí b-êàðîòèí b-çåàêàðîòèí z-êàðîòèí

Äèêèé òèï Ê(+) 4.9 � 1.7 95.1 � 3.2 0 0

Ìóòàíò À-90 57.4 � 3.9 42.6 � 2.8 0 0

Ìóòàíò Ñ-41 0 46.4 � 2.6 17.1 � 2.7 36.5 � 2.7

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêèõ
âåëè÷èí 3—5 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ è èõ ñòàíäàðòíûå îøèáêè.

Ðèñ. 5. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êàðîòèíîâ â õëîðîôîðìå: b-êàðî-
òèíà èç êëåòîê äèêîãî òèïà Ê(+) (à), ñóììû êàðîòèíîâ (á) è

z-êàðîòèíà (â) èç êëåòîê ìóòàíòà Ñ-41.

Ò à á ë è ö à 2

Ìàêñèìóìû ïîãëîùåíèÿ êàðîòèíîâ èç êëåòîê
äèêîãî òèïà Ê(+) è ìóòàíòîâ À-90 è Ñ-41

Chlamydomonas reinhardtii

Êàðîòèíû Ìàêñèìóìû ïîãëîùåíèÿ â õëîðîôîðìå, íì

a-Êàðîòèí 432 457 485

b-Êàðîòèí 433 464 493

b-Çåàêàðîòèí 410 433 460

z-Êàðîòèí 378 409 434



ñîñòàâà è ñîîòíîøåíèÿ â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ. Îäíî-
âðåìåííî íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî êñàíòîôèëëû íå
âíîñÿò ñóùåñòâåííîãî âêëàäà â ñîñòàâ ïèãìåíòîâ ãëîáóë
ãëàçíîãî ïÿòíà Ch. reinhardtii.

Îáñóæäåíèå

Èçó÷åíèå ãëàçíîãî ïÿòíà ïèãìåíòíûõ ìóòàíòîâ
Ch. reinhardtii ïîçâîëèëî íàì îáíàðóæèòü âñå îñíîâíûå
ýòàïû áèîãåíåçà îò åäèíè÷íûõ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ
ãëîáóë äî ïîëíîñòüþ ðàçâèòîãî ãëàçíîãî ïÿòíà, ñîñòîÿ-
ùåãî èç 2—4 ðÿäîâ ãëîáóë. Ó êëåòîê äèêîãî òèïà îáíàðó-
æèòü ðàçëè÷íûå ýòàïû áèîãåíåçà íåâîçìîæíî èç-çà âûñî-
êîãî ñîäåðæàíèÿ ïèãìåíòîâ êàê íà ñâåòó, òàê è â òåìíîòå.
Ïîýòîìó ïèãìåíòíûå ìóòàíòû ìû èñïîëüçîâàëè êàê ìî-
äåëüíûå îáúåêòû, êîòîðûå ïîçâîëèëè âûÿâèòü âñå îñíîâ-
íûå ýòàïû ôîðìèðîâàíèÿ è ðàçâèòèÿ ãëàçíîãî ïÿòíà, à ó
òåìíî-çåëåíîãî ìóòàíòà Ò-8 äàæå åãî äàëüíåéøåå ðàçâè-
òèå äî îáðàçîâàíèÿ ÷åòûðåõ ðÿäîâ ëèïèäíî-êàðîòèíîèä-
íûõ ãëîáóë.

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî â õëîðî-
ïëàñòàõ Ch. reinhardtii ãëàçíîå ïÿòíî ðàñïîëîæåíî â âåðõ-
íåé ÷àñòè õëîðîïëàñòà. Ïðè÷åì ãëîáóëû êàæäîãî ðÿäà
ãëàçíîãî ïÿòíà ðàñïîëàãàþòñÿ íà îäíîì èç òèëàêîèäîâ
íåïîñðåäñòâåííî ïîä îáîëî÷êîé õëîðîïëàñòà, ïëîòíî
ïðèëåãàþùåé ê ïëàçìîìåìáðàíå. Ðàíåå ñ÷èòàëîñü, ÷òî
îíè ñîñòîÿò èç ðÿäîì ðàñïîëîæåííûõ ëèïèäíî-êàðîòèíî-
èäíûõ ãëîáóë, íå ðàçäåëåííûõ ìåæäó ñîáîé. Âïîñëåäñò-
âèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êàæäàÿ ëèïèäíî-êàðîòèíîèä-
íàÿ ãëîáóëà îêðóæåíà áåëêîâîé ìåìáðàíîé (Ñåìåíîâà,
1978; Renninger et al., 2001). Îáíàðóæèòü íàëè÷èå ìåìá-
ðàíû âîêðóã ãëîáóë ìîæíî ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè. Ïåð-
âûé — ýòî ôèêñàöèÿ áåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ ìåìáðàí
ãëóòàðàëüäåãèäîì è ïîñëåäóþùàÿ ýêñòðàêöèÿ ëèïèäîâ è
ïèãìåíòîâ ýòàíîëîì è àöåòîíîì â ïðîöåññå îáåçâîæèâà-
íèÿ îáðàçöîâ äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Â ýòîì ñëó-
÷àå ìû íàáëþäàëè îñòàâøèåñÿ îêðóãëûå áåëêîâûå êîì-
ïîíåíòû, îêðóæàâøèå ãëîáóëû ãëàçíîãî ïÿòíà (ðèñ. 2, â).
Äðóãîé ñëó÷àé — ýòî êîãäà ôèêñèðóþòñÿ î÷åíü ñòàðûå
êëåòêè (áîëåå 30 ñóò ðîñòà íà ñâåòó), â êîòîðûõ èìååò
ìåñòî ÷àñòè÷íàÿ äåãðàäàöèÿ ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ
êîìïîíåíòîâ õëîðîïëàñòà è â òîì ÷èñëå ãëàçíîãî ïÿòíà.
Â ðåçóëüòàòå ìû íàáëþäàëè ðàçðóøåíèå âíóòðåííåé
ñòðóêòóðû ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà è ñîõðàíåíèå îêðóæàþ-
ùèõ èõ áåëêîâûõ ìåìáðàí. Ïðè ýòîì ôîðìà îêðóæàþùèõ
ìåìáðàí ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿëà êîíòóðû âñåõ ðÿäîâ ãëî-
áóë ãëàçíîãî ïÿòíà. Ñëåäóåò îñîáî îòìåòèòü, ÷òî íà ïîïå-
ðå÷íûõ ñðåçàõ ãëîáóëû ãëàçíîãî ïÿòíà èìåþò îêðóãëóþ
èëè îâàëüíóþ ôîðìó.

Â òî æå âðåìÿ íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ ãëàçíîãî ïÿòíà
Ch. reinhardtii ïîñëå ýêñòðàêöèè ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûõ
êîìïîíåíòîâ õîðîøî âèäíî, ÷òî âíóòðè êàæäîãî ñëîÿ
ãëîáóë ãëàçêà ìåìáðàíû èìåþò ÷åòêóþ ãåêñàãîíàëüíóþ
ñòðóêòóðó (Ñåìåíîâà, 1978). Ïðîäîëüíûé ñðåç (âèä
ñâåðõó) èç-çà ïëîòíîãî ñëèïàíèÿ ãëîáóë ãëàçíîãî ïÿòíà
ïî ñâîåé ñòðóêòóðå íàïîìèíàåò ñòðóêòóðó ï÷åëèíûõ ñîò.
Ïîäîáíûå ñòðóêòóðû ãëàçíîãî ïÿòíà áûëè òàêæå îáíàðó-
æåíû è ó çåëåíîé âîäîðîñëè Spermatozopsis similis (Ren-
ninger et al., 2001).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñ áåëêîâûìè ìåìáðàíàìè ÿ÷ååê ãëàç-
íîãî ïÿòíà ñâÿçàíû ðàçëè÷íûå ôîðìû ðåòèíàëÿ è ðîäî-
ïñèíà (Beckman, Hegemann, 1991; Derguini et al., 1991;
Harz, Hegemann, 1991). Âíóòðåííÿÿ ñòðóêòóðà êàæäîé èç
ÿ÷ååê çàïîëíåíà ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûìè ãëîáóëàìè.

Ñîñòàâ ïèãìåíòîâ, âõîäÿùèõ â ýòè ãëîáóëû, äî ñèõ ïîð
îêîí÷àòåëüíî íå óñòàíîâëåí, õîòÿ îí ïðåäñòàâëÿåò î÷åíü
áîëüøîé èíòåðåñ. ×àñòè÷íî íà ýòîò âîïðîñ îòâåòèëà íà-
ñòîÿùàÿ ðàáîòà.

Íàáëþäåíèÿ, îñíîâàííûå íà ôîòîïîâåäåíèè ìóòàí-
òîâ ñ íàðóøåíèÿìè áèîñèíòåçà êàðîòèíîèäîâ ïðè ýêçî-
ãåííîì äîáàâëåíèè ðåòèíàëÿ èëè íåêîòîðûõ åãî àíàëî-
ãîâ, òàêèõ êàê 11-cis-ðåòèíàëü (Foster et al., 1984; Hege-
mann et al., 1988) èëè all-trans-ðåòèíàëü (Takahashi et al.,
1991), ïîêàçàëè, ÷òî ýòè ðåöåïòîðíûå ïèãìåíòû íåîáõî-
äèìû äëÿ ïðîöåññà ôîòîòàêñèñà ó Ch. reinhardtii. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ðåòèíàëü ìîæåò áûòü â ôîðìå all-trans (He-
gemann et al., 1991) ëèáî all-trans è 13-cis (Renninger et al.,
2001) èçîìåðîâ èç öåëûõ êëåòîê, à òàêæå èç èçîëèðîâàí-
íûõ èíòàêòíûõ ãëàçíûõ ïÿòåí èç S. similis â âèäå all-trans-
è 11-cis-ðåòèíàëÿ (Kreimer et al., 1991). Ýòè ôîòîðåöåï-
òîðíûå ïèãìåíòû, ïî-âèäèìîìó, ëîêàëèçîâàíû â ìåìáðà-
íàõ, îêðóæàþùèõ ãëîáóëû ãëàçíîãî ïÿòíà (Melkonian,
Robenek, 1984).

Âî âñåõ èññëåäîâàíèÿõ ãëàçíîãî ïÿòíà æãóòèêîâûõ
çåëåíûõ âîäîðîñëåé ïðîÿâëåíèå ôîòîòàêñè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè íà ñâåòó èìååò ìåñòî â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ïàäàþ-
ùèé ñâåò ðàñïîëàãàåòñÿ ïåðïåíäèêóëÿðíî ãëàçíîìó ïÿòíó
(Kreimer, Melkonian, 1990). Ñåé÷àñ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ó çåëå-
íûõ âîäîðîñëåé òî÷íàÿ ôîòîòàêñè÷åñêàÿ îðèåíòàöèÿ çà-
âèñèò êàê îò îòðàæàþùèõ, òàê è ïîãëîùàþùèõ ñâîéñòâ
ãëàçíîãî ïÿòíà (Riiffer, Nultsch, 1991). Õèìè÷åñêèå èçìå-
íåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå â ãëàçíîì ïÿòíå è âëèÿþùèå íà åãî
ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà, ïîêà åùå íå óñòàíîâëåíû.

Íàðóøåíèå ñòðóêòóðû ãëàçíîãî ïÿòíà ó ìóòàíòà ey
627, mt (–) Ch. reinhardtii â óñëîâèÿõ áûñòðîãî äåëåíèÿ
êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èäåàëüíî óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ
ýòèõ ýôôåêòîâ. Àíàëèç ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ëàçåð-
íîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà ïîêàçàë, ÷òî îòðàæàþ-
ùèå ñâîéñòâà ãëàçíîãî ïÿòíà ýòîãî ìóòàíòà ñõîæè ñ òàêî-
âûìè øòàììà äèêîãî òèïà è îïðåäåëÿþò ôîòîîðèåíòà-
öèþ ïîïóëÿöèè êëåòîê (Kreimer et al., 1992). Òàêèå
èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû è íà äðóãèõ ìóòàíòàõ Ch. rein-
hardtii, â òîì ÷èñëå íà ìóòàíòàõ ñ îòñóòñòâèåì ãëàçíîãî
ïÿòíà (Renninger et al., 2001), íà êîòîðûõ áûëî óñòàíîâëå-
íî, ÷òî âñïûøêè ñâåòà ñ äëèíàìè âîëí 500 è 440 íì ïðè
ðåäóêöèè ãëàçíîãî ïÿòíà íå ïðèâîäèëè ê ôîòîòàêñè÷å-
ñêîé îðèåíòàöèè êëåòîê. Ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ôî-
òîðåöåïòîðíûõ ïèãìåíòîâ òàêæå ìàëî èçìåíÿëî ïîâåäå-
íèå ìóòàíòíûõ êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê
ìóòàíòà ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé all-trans-ðåòèíàëÿ
(10 ìÌ) íåçàâèñèìî îò áèîñèíòåçà êàðîòèíîèäîâ ïðèâî-
äèëà ê óñèëåíèþ îòðàæàþùåé ñïîñîáíîñòè ãëàçíîãî ïÿò-
íà. Ýòè äàííûå ïîêàçàëè âàæíîå çíà÷åíèå ãëàçíîãî ïÿòíà
êàê â ïîãëîùåíèè ôîòîòàêñè÷åñêè àêòèâíîãî ñâåòà, òàê è
â ÷åòêîé îðèåíòàöèè êëåòîê ê ñâåòó â ïðîöåññå ôîòîòàê-
ñèñà (Kreimer et al., 1992).

Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå àêòèâíî èçó÷àåòñÿ áèîõèìè-
÷åñêèé ñîñòàâ áåëêîâ ìåìáðàí ãëàçíîãî ïÿòíà (Wagner
et al., 2008). Îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ èññëåäîâàíèþ
ðîäîïñèíà è èçîìåðîâ ðåòèíàëÿ (Dieckmann, 2003). Íå-
äàâíî áûëà îïèñàíà ðåäóêöèÿ êàðîòèíîâ è ãëàçíîãî ïÿòíà
ó áåëîãî ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî ìóòàíòà ñ áëîêèðîâêîé
ñèíòåçà ôåðìåíòà ôèòîèíñèíòàçû (Lawson, Satir, 1995; In-
wood et al., 2008). Ýòè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò íàøå çà-
êëþ÷åíèå î òîì, ÷òî áåç êàðîòèíîèäîâ íå îáðàçóåòñÿ
ãëàçíîå ïÿòíî. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ñîäåð-
æàíèÿ êàðîòèíîèäîâ â õëîðîïëàñòàõ Ch. reinhardtii ãëàç-
íîãî ïÿòíà ìîæåò ñîäåðæàòü îò 1 äî 4 ðÿäîâ ëèïèäíî-êà-
ðîòèíîèäíûõ ãëîáóë.
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Íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé ìîæ-
íî çàêëþ÷èòü, ÷òî ëèïèäíî-êàðîòèíîèäíûå ãëîáóëû
ãëàçíîãî ïÿòíà ñîäåðæàò êàðîòèíû. Ïðè÷åì íàì âïåð-
âûå óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ó ìóòàíòîâ ñîñòàâ êàðîòèíîâ
ìîæåò èçìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò èçìåíåíèÿ èõ ñîñòà-
âà â ìåìáðàíàõ õëîðîïëàñòîâ. Ïðåîáëàäàþùåå íàêîïëå-
íèå êàðîòèíîâ â ãëîáóëàõ ãëàçíîãî ïÿòíà áûëî îáíàðóæå-
íî è ó çåëåíîé âîäîðîñëè S. similis (Grung et al., 1994).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êñàíòîôèëëû â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ñâÿçàíû ñ áåëêîâûìè êîìïîíåíòàìè ìåìáðàí
õëîðîïëàñòîâ, â òî âðåìÿ êàê êàðîòèíû ìîãóò áûòü ëî-
êàëèçîâàíû â ëèïèäàõ ãëàçíîãî ïÿòíà è ìåìáðàí òèëà-
êîèäîâ.
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ULTRASTRUCTURAL ORGANIZATION AND COMPOSITION OF CAROTENOIDS

IN THE EYESPOT IN THE MUTANT CHLAMYDOMONAS REINHARDTII
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Biogenesis of the ultrastructure of the eyespot in the chloroplasts of unicellular green algae Chlamydomo-
nas reinhardtii has been studied. We have found that the development of the structure of the eyespot correlates
with the accumulation of carotenoids. Depending on their accumulation, the eyespots form from 1 to 4 lines of
lipid-carotenoid globules. It has been shown that only carotenes are accumulated in the globules of the eyes-
pots. We first have found that the composition of carotenes in the eyespots of the mutants may vary due to the
changes in their composition in the membranes of chloroplasts.

K e y w o r d s: Chlamydomonas reinhardtii, mutants, chloroplast, eyespot, ultrastructure, carotenes, xan-
thophylls.
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