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Âëèÿíèå ìåõàíè÷åñêîãî ñòðåññà íà óëüòðàñòðóêòóðó êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ äèíîôëàãåëëÿò

Ñëîæíûå ïîêðîâû (àìôèåñìà) âåãåòàòèâíûõ êëåòîê ïîòåíöèàëüíî òîêñè÷íûõ äèíîôëàãåëëÿò Proro-
centrum minimum ïðåäñòàâëåíû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è óïëîùåííûìè àìôèåñìàëüíûìè âåçèêó-
ëàìè, âíóòðè êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ òåêàëüíûå ïëàñòèíêè, ñîñòîÿùèå èç öåëëþëîçû. Äâå íàèáîëåå êðóïíûå
òåêàëüíûå ïëàñòèíêè îêðóæàþò á *îëüøóþ ÷àñòü êëåòêè æãóòèêîíîñöà êàê ñòâîðêè ðàêîâèíû. Ïîêàçàíî,
÷òî P. minimum êðàéíå ÷óâñòâèòåëüíû ê ôèçè÷åñêîìó ñòðåññó: öåíòðèôóãèðîâàíèå äàæå ïðè íèçêèõ ñêî-
ðîñòÿõ (1200 è 2000 g) ïðèâîäèò ê ïîñëåäîâàòåëüíîìó ñáðàñûâàíèþ ñòàðûõ ïîêðîâîâ (ýêäèçèñó) è îáðà-
çîâàíèþ æèçíåñïîñîáíûõ ñôåðîïëàñòîâ. Ñôåðîïëàñòû, îêðóæåííûå òîëüêî ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íîé, ïîä êîòîðîé ïðîèñõîäèò ôîðìèðîâàíèå íîâîé àìôèåñìû, ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé óäîáíûå ìî-
äåëüíûå ñèñòåìû äëÿ èçó÷åíèÿ ìíîãèõ àñïåêòîâ êëåòî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè äèíîôëàãåëëÿò.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îäíîêëåòî÷íûå ýóêàðèîòû, äèíîôëàãåëëÿòû, ñôåðîïëàñòû, êëåòî÷íûå ïîêðî-
âû, óëüòðàñòðóêòóðà.

Äèíîôëàãåëëÿòû — øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííàÿ ãðóï-
ïà ïðåèìóùåñòâåííî îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò, ïðåäñòà-
âèòåëè êîòîðîé õàðàêòåðèçóþòñÿ ìíîãèìè óíèêàëüíûìè
ìîðôîëîãè÷åñêèìè, óëüòðàñòðóêòóðíûìè è áèîõèìè÷å-
ñêèìè îñîáåííîñòÿìè (Îêîëîäêîâ, 2011). Ýòè æãóòèêî-
íîñöû îáëàäàþò ñïåöèôè÷åñêè îðãàíèçîâàííûì ÿäåðíûì
àïïàðàòîì — äèíîêàðèîíîì, õðîìîñîìû êîòîðîãî ñîäåð-
æàò íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî îñíîâíûõ áåëêîâ è îñòà-
þòñÿ êîíäåíñèðîâàííûìè íà ïðîòÿæåíèè ïî÷òè âñåãî
êëåòî÷íîãî öèêëà (Bhaud et al., 2000). Äåëåíèå ÿäðà îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì çàêðûòîãî ïëåâðîìèòîçà ñ âíåÿäåð-
íûì âåðåòåíîì è êèíåòîõîðàìè, âñòðîåííûìè â èíòàêò-
íóþ ÿäåðíóþ îáîëî÷êó (Raikov, 1982, 1995). Ìíîãèå
âèäû äèíîôëàãåëëÿò îòëè÷àþòñÿ áîëüøèì ðàçìåðîì ãàï-
ëîèäíîãî ãåíîìà, âûñîêîé ñòåïåíüþ çàìåùåíèÿ òèìèíà
íà 5-ãèäðîêñèìåòèëóðàöèë, ñïîñîáíîñòüþ ê áèîëþìèíåñ-
öåíöèè è ñèíòåçó îñîáûõ ñòåðîëîâ è ðàçíîîáðàçíûõ òîê-
ñèíîâ (Îêîëîäêîâ, 2011). Îäíàêî èìåííî ñòðîåíèå êëå-
òî÷íûõ ïîêðîâîâ íàðÿäó ñ ðåçóëüòàòàìè ìîëåêóëÿðíî-
ôèëîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ïîçâîëèëî îòíåñòè äè-
íîôëàãåëëÿò ê Alveolata — îäíîé èç îáøèðíûõ ñóïåð-
ãðóïï ýóêàðèîò, êîòîðàÿ îáúåäèíÿåò ýòèõ æãóòèêîíîñöåâ
ñ èíôóçîðèÿìè è ñïîðîâèêàìè (Cavalier-Smith, 1991; Adl
et al., 2012).

Êëåòî÷íûå ïîêðîâû äèíîôëàãåëëÿò, êîòîðûå íîñÿò
åùå íàçâàíèå àìôèåñìà, èëè òåêà, ó áîëüøèíñòâà âèäîâ
èìåþò ñëîæíîå ñòðîåíèå (Dodge, Crawford, 1970; Loeb-
lich, 1970; Morrill, Loeblich, 1983). Ïîä ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíîé ýòèõ ïðîòèñòîâ ðàñïîëàãàåòñÿ ðÿä óïëîùåí-
íûõ ìåìáðàííûõ öèñòåðí (àëüâåîë), êîòîðûå ðàçëè÷íûå
àâòîðû íàçûâàþò àìôèåñìàëüíûìè, òåêàëüíûìè èëè êîð-
òèêàëüíûìè âåçèêóëàìè (Dodge, Crawford, 1970; Loeb-
lich, 1970; Morrill, Loeblich, 1983). Íåïîñðåäñòâåííî ïîä

àìôèåñìàëüíûìè âåçèêóëàìè ÷àñòî ðàñïîëàãàåòñÿ ïðå-
ðûâèñòûé ñëîé ìèêðîòðóáî÷åê (Morrill, Loeblich, 1983;
Netzel, Durr, 1984). Â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæèìîãî ýòèõ
âåçèêóë âûäåëÿþò äâå ìîðôîëîãè÷åñêèå ôîðìû äèíîôëà-
ãåëëÿò — ãîëûå (áåñïàíöèðíûå) è àðìèðîâàííûå (ïàí-
öèðíûå) (Dodge, Crawford, 1970). Âåçèêóëû ïàíöèðíûõ
ôîðì ñîäåðæàò òàê íàçûâàåìûå òåêàëüíûå ïëàñòèíêè, ñî-
ñòîÿùèå èç öåëëþëîçû. Ïëàñòèíêè òåñíî ïðèìûêàþò
äðóã ê äðóãó â çîíàõ êîíòàêòà àìôèåñìàëüíûõ âåçèêóë,
íàçûâàåìûõ øâàìè. ×èñëî ïëàñòèíîê ó ïàíöèðíûõ âèäîâ
âàðüèðóåò îò íåñêîëüêèõ øòóê äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ è ÿâ-
ëÿåòñÿ òàêñîíîìè÷åñêèì ïðèçíàêîì (Morrill, Loeblich,
1983; Netzel, Dürr, 1984).

Íåðåäêî â ëèòåðàòóðå òåðìèí «àìôèåñìà» èñïîëüçó-
þò äëÿ îáîçíà÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ äèíîôëàãåëëÿò
â öåëîì, â òî âðåìÿ êàê òåðìèí «òåêà» — äëÿ îïèñàíèÿ
òîëüêî ñëîÿ öåëëþëîçíûõ ïëàñòèíîê (Morrill, Loeblich,
1983). Íåêîòîðûå âèäû ýòèõ æãóòèêîíîñöåâ íà ïîâåðõíî-
ñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàò
îðãàíè÷åñêèå ÷åøóéêè (Morrill, Loeblich, 1981a; Sekida
et al., 2003). Êðîìå òîãî, â ñîñòàâå ïîêðîâîâ ìíîãèõ äè-
íîôëàãåëëÿò âûäåëÿþò îñîáûé ñòðóêòóðíûé ñëîé — ïåë-
ëèêóëó, ïðèðîäà êîòîðîé îñòàåòñÿ äî êîíöà íå âûÿñíåí-
íîé (Morrill, Loeblich, 1981b; Sekida et al., 2001, 2004).
Ïåëëèêóëà ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â âèäå àìîðôíîãî ìàòå-
ðèàëà â ñîñòàâå àìôèåñìàëüíûõ âåçèêóë, à òàêæå ôîðìè-
ðîâàòüñÿ â õîäå ñìåíû êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ äèíîôëàãåë-
ëÿò êàê õîðîøî âûðàæåííûé ñëîé, ïðåäøåñòâóþùèé ðàç-
âèòèþ íîâîé òåêè (Wetherbee, 1975; Morrill, Loeblich,
1983; Netzel, Dürr, 1984; Höhfeld, Melkonian, 1992). Ñìåíà
êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ àðìèðîâàííûõ äèíîôëàãåëëÿò — ýê-
äèçèñ — ïðîèñõîäèò ðåãóëÿðíî â õîäå öèòîêèíåçà, à òàê-
æå â îòâåò íà ñòðåññîâîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêó ýòèõ ïðî-
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òèñòîâ (Morrill, Loeblich, 1983; Morrill, 1984; Pozdnyakov,
Skarlato, 2012).

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè, ÷òî ïîêðîâû âåãåòàòèâíîé êëåòêè äèíîôëàãåëëÿò
âêëþ÷àþò â ñåáÿ òðè ìåìáðàíû — âíåøíþþ ìåìáðàíó
êëåòêè, à òàêæå âíåøíþþ è âíóòðåííþþ ìåìáðàíû àì-
ôèåñìàëüíûõ âåçèêóë, èëè àìôèåñìàëüíûå ìåìáðàíû
(Morrill, Loeblich, 1983; Pozdnyakov, Skarlato, 2012). Óäè-
âèòåëüíî, íî âîïðîñ î òîì, êàêàÿ èç òðåõ ìåìáðàí, âõîäÿ-
ùèõ â ñîñòàâ àìôèåñìû äèíîôëàãåëëÿò, ÿâëÿåòñÿ ïëàçìà-
òè÷åñêîé, â òå÷åíèå äîëãîãî âðåìåíè îñòàâàëñÿ äèñêóññè-
îííûì (Dodge, Crawford, 1970; Loeblich, 1970; Kalley,
Bisalputra, 1975; Wetherbee, 1975). Ñìåíà ïîêðîâîâ â õîäå
æèçíåííîãî öèêëà ýòèõ ïðîòèñòîâ íîñèò âåñüìà äèíàìè÷-
íûé õàðàêòåð, è íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè ðàññìàòðèâàëè
â êà÷åñòâå ïëàçìàëåììû âíóòðåííþþ àìôèåñìàëüíóþ
ìåìáðàíó, êîòîðàÿ ñîõðàíÿåòñÿ â õîäå ýêäèçèñà (Loeblich,
1970; Kalley, Bisalputra, 1975). Îêîí÷àòåëüíûé âûâîä ïî
ýòîìó âîïðîñó áûë ñäåëàí â ðàáîòå Ìîððèëë è Ë¸áëèõà
(Morrill, Loeblich, 1983), â êîòîðîé òùàòåëüíî ïðîàíàëè-
çèðîâàíû âñå íàêîïëåííûå äàííûå, êàñàþùèåñÿ ñòðîåíèÿ
òåêè è ïðîöåññà åå ñìåíû â õîäå æèçíåííîãî öèêëà æãó-
òèêîíîñöåâ. Áûëî óáåäèòåëüíî ïîêàçàíî, ÷òî ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ÿâëÿåòñÿ âíåøíÿÿ ìåìáðàíà êëåòêè, êîòîðàÿ íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåõîäèò â ìåìáðàíó óíäóëèïîäèè æãóòèêà
(Morrill, Loeblich, 1983).

Ñðåäè àðìèðîâàííûõ äèíîôëàãåëëÿò îñîáûé èíòåðåñ
âûçûâàåò ïëàíêòîííûé ïîòåíöèàëüíî òîêñè÷íûé âèä-
êîñìîïîëèò — Prorocentrum minimum (Pavillard) Schiller,
êîòîðûé øèðîêî ðàñïðîñòðàíèëñÿ êàê â õîëîäíûõ âîäàõ
óìåðåííûõ øèðîò, òàê è â òðîïè÷åñêèõ ìîðÿõ. Àìôèåñìà
ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Prorocentrum âêëþ÷àåò â ñåáÿ ëåæà-
ùèå â èíäèâèäóàëüíûõ âåçèêóëàõ 2 êðóïíûå ñîìàòè÷å-
ñêèå òåêàëüíûå ïëàñòèíêè, êîòîðûå â âèäå äâóõ ñòâîðîê
îêðóæàþò êëåòêó, è 8 ìåëêèõ àïèêàëüíûõ òåêàëüíûõ ïëà-
ñòèíîê â çîíå æãóòèêîâîãî êàðìàíà (Dodge, 1965; Dodge,
Bibby, 1973; Faust, 1974). Ïåëëèêóëà ó Prorocentrum, ñî-
ãëàñíî èìåþùèìñÿ äàííûì, îòñóòñòâóåò (Morrill, Loeb-
lich, 1981b). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäëîæåííîé êëàññèôèêà-
öèåé ïîêðîâîâ äèíîôëàãåëëÿò (Morrill, Loeblich, 1983),
òàêîé ïëàí ñòðîåíèÿ (âíåøíÿÿ ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà
è ñìåæíûå àìôèåñìàëüíûå âåçèêóëû ñ òåêàëüíûìè ïëàñ-
òèíêàìè) ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïðîñòûì ñðåäè àðìèðîâàí-
íûõ äèíîôëàãåëëÿò. Â îáùèõ ÷åðòàõ ïîêàçàíî, ÷òî âî
âðåìÿ äåëåíèÿ êàæäàÿ äî÷åðíÿÿ êëåòêà ïîëó÷àåò ÷àñòü
ìàòåðèíñêîé òåêè, äîñòðàèâàÿ âòîðóþ åå ÷àñòü âî âðåìÿ
èëè ïîñëå öèòîêèíåçà; òàêèì îáðàçîì, ðàçìíîæåíèå ýòîãî
ïðîòèñòà ïðîèñõîäèò ïî òèïó äåñìîøèçèñà (Honsell, Tala-
rico, 1985; Hoppenrath et al., 2013). Îäíàêî äåòàëè ýòîãî
ïðîöåññà è â ïåðâóþ î÷åðåäü òîíêàÿ îðãàíèçàöèÿ êëåòêè
P. minimum â õîäå ñìåíû òåêè äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåèç-
âåñòíûìè. Îäíèì èç ñïîñîáîâ èçó÷åíèÿ ðåîðãàíèçàöèè
àìôèåñìû äèíîôëàãåëëÿò ÿâëÿåòñÿ èíäóöèðîâàíèå ýêäè-
çèñà ñ ïîìîùüþ âîçäåéñòâèÿ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ. Êðî-
ìå òîãî, äàííûå î ðåàêöèè êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ íà ìåõà-
íè÷åñêèé ñòðåññ ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü öåííîñòü äëÿ ïðîâå-
äåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò, â êîòîðûõ êðèòè÷íûì
ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå ñëîæíûõ êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ æãóòèêî-
íîñöåâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîñëåæåíà äèíàìèêà óëüòðà-
ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé â êëåòêàõ P. minimum â îòâåò íà
ìåõàíè÷åñêèå âîçäåéñòâèÿ ðàçëè÷íîé ñèëû è ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè äèíîôëàãåëëÿò P. mini-
mum èç êîëëåêöèè ïðîòèñòîâ Ëàáîðàòîðèè öèòîëîãèè îä-
íîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, êî-
òîðûå áûëè èçîëèðîâàíû èç ×åðíîãî ìîðÿ è ïåðåäàíû
íàì ñîòðóäíèêàìè êàôåäðû ãèäðîáèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå f/2 (Guillard et al., 1962)
áåç äîáàâëåíèÿ ñèëèêàòîâ ïðè ñîëåíîñòè 17 ‰, êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå, îñâåùåííîñòè 50 ìêìîëü ôîòîíîâ ì–2 ñ–1

è ôîòîïåðèîäå 12 ÷ ñâåò : 12 ÷ òåìíîòà.
Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ìåõàíè÷åñêîãî ñòðåññà íà óëü-

òðàñòðóêòóðó æãóòèêîíîñöåâ èõ ïîäâåðãàëè îäíîìó èç
÷åòûðåõ âîçäåéñòâèé: 1) êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè 3 èëè
10 ìèí ïðè 1200, 2000 èëè 10 000 g (öåíòðèôóãà Mini-
Spin, Eppendorf), à çàòåì ôèêñèðîâàëè äëÿ ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà; 2) êëåòêè ñíà÷àëà ôèêñè-
ðîâàëè, à çàòåì êîíöåíòðèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ìèí ïðè
538 g (öåíòðèôóãà Janetzki T32C); 3) êëåòêè ñîáèðàëè ïå-
ðåä ôèêñàöèåé äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè íà ìåìá-
ðàííûå ôèëüòðû ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû âàêóóìíîé ôèëü-
òðàöèè; 4) êëåòêè ôèêñèðîâàëè áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ.

Äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè â
2%-íîì ðàñòâîðå ãëóòàðàëüäåãèäà (Sigma, ÑØÀ) íà ñðåäå
f/2 (17 ‰) â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 4 °C, òðèæäû îòìûâàëè â
÷èñòîé ñðåäå f/2 è ïîñòôèêñèðîâàëè â 1%-íîì ðàñòâîðå
OsO4 (TAAB Laboratories Equipment, Àíãëèÿ) íà ñðåäå f/2
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îò-
ìûâêè êëåòêè çàêëþ÷àëè â àãàð, îáåçâîæèâàëè â ñåðèè
ñïèðòîâ ïîâûøàþùåéñÿ êîíöåíòðàöèè è àöåòîíå è çà-
êëþ÷àëè â ñìåñü Àðàëäèòà ñ Ýïîíîì. Óëüòðàòîíêèå ñðå-
çû ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè óëüòðàìèêðîòîìà Leica UC6,
êîíòðàñòèðîâàëè óðàíèë-àöåòàòîì è öèòðàòîì ñâèíöà è
èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà Libra 120
(Carl Zeiss).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êëåòêà P. minimum ñîäåðæèò îäíî êðóïíîå áàçàëüíîå
ÿäðî, íåñêîëüêî õëîðîïëàñòîâ, ðàñïîëàãàþùèõñÿ ïî ïå-
ðèôåðèè æãóòèêîíîñöà, ìèòîõîíäðèè ñ òðóá÷àòûìè êðè-
ñòàìè è ìíîæåñòâî çåðåí êðàõìàëà (ðèñ. 1, à, á). Â öåíò-
ðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè âáëèçè ÿäðà ëîêàëèçóåòñÿ õîðîøî
âûðàæåííûé àïïàðàò Ãîëüäæè (ðèñ. 1, à, á). Ïàëî÷êîâèä-
íûå òðèõîöèñòû, îáëàäàþùèå ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé,
îðèåíòèðîâàíû ïîä íåáîëüøèì óãëîì ê êëåòî÷íîé ïîâåðõ-
íîñòè. Â àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòêè ðàñïîëîæåíû äâà æãó-
òèêà ñ îòõîäÿùèìè îò êèíåòîñîì ìèêðîòðóáî÷êîâûìè
êîðåøêàìè, ïàðíàÿ ïóçóëà, ñîñòîÿùàÿ èç êàíàëîâ è ïóçû-
ðüêîâ, à òàêæå ñêîïëåíèå âàêóîëåé ñ ôèáðîçíûì ñîäåð-
æèìûì (ðèñ. 1, á).

Äâå êðóïíûå ñîìàòè÷åñêèå òåêàëüíûå ïëàñòèíêè â
ñîñòàâå àìôèåñìû âåãåòàòèâíûõ êëåòîê P. minimum êàê
ñòâîðêè ðàêîâèíû îêðóæàþò ïî÷òè âñþ êëåòêó æãóòèêî-
íîñöà (ðèñ. 1, á, â). Íà áîëüøèíñòâå ýëåêòðîíîãðàìì ïîä
âíóòðåííåé ìåìáðàíîé àìôèåñìàëüíûõ âåçèêóë èäåíòè-
ôèöèðóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå ìåìáðàíû, èëè ïóçûðüêè,
êîòîðûå, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè
àìôèåñìàëüíûõ âåçèêóë. Â òàêîì ñëó÷àå ýòè ïóçûðüêè
ìîæíî íàçâàòü þâåíèëüíûìè àìôèåñìàëüíûìè âåçèêóëà-
ìè (ðèñ. 1, á, â; 2—4). Â çàâèñèìîñòè îò ïîëîæåíèÿ â
êëåòêå ðàçìåð è ôîðìà ýòèõ âåçèêóë âàðüèðóþò; íàïðè-
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Ðèñ. 1. Îáùàÿ îðãàíèçàöèÿ êëåòêè Prorocentrum minimum: òîíêîå ñòðîåíèå (à), ñõåìàòè÷åñêèé ðèñóíîê æãóòèêîíîñöà (á) è ñõåìà
îðãàíèçàöèè êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ äî (I) è ïîñëå (II) ìåõàíè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ (â).

àÃ — àïïàðàò Ãîëüäæè, âàì — âíóòðåííÿÿ àìôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíà, æã — æãóòèêè, çê — çåðíà êðàõìàëà, ìò — ìèòîõîíäðèè, íàì — íàðóæíàÿ àì-
ôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíà, ï — ïèðåíîèä, ïì — ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, ïó — ïóçóëà, òï — òåêàëüíàÿ ïëàñòèíêà, òö — òðèõîöèñòû, ôå — âàêóîëè ñ
ôèáðîçíûì ñîäåðæèìûì, õë — õëîðîïëàñòû, þàâ — þâåíèëüíûå àìôèåñìàëüíûå âåçèêóëû, ÿ — ÿäðî, ÿä — ÿäðûøêî. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —

2 ìêì.

Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðà êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ Prorocentrum minimum, öåíòðèôóãèðîâàííûõ ïîñëå ôèêñàöèè (à—ã), ñîáðàííûõ ïå-
ðåä ôèêñàöèåé íà ìåìáðàííûé ôèëüòð (ä) è íå ïîäâåðãàâøèõñÿ ìåõàíè÷åñêîìó âîçäåéñòâèþ â õîäå ôèêñàöèè (å).

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1, 2. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 0.5 ìêì.



Âëèÿíèå ìåõàíè÷åñêîãî ñòðåññà íà óëüòðàñòðóêòóðó êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ äèíîôëàãåëëÿò 795

Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðà êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ Prorocentrum minimum ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè íèçêèõ (à) è âûñîêèõ (á) ñêî-
ðîñòÿõ.

âàì — âíóòðåííÿÿ àìôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíà, òï — òåêàëüíàÿ ïëàñòèíêà, ø — øîâ, þàâ — þâåíèëüíûå àìôèåñìàëüíûå âåçèêóëû. Ìàñøòàáíûå îò-
ðåçêè — 1 ìêì.



ìåð, îíè ìîãóò áûòü óïëîùåííûìè èëè îáúåìíûìè, ñî-
äåðæàòü ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íûé ìàòåðèàë è îòäåëüíûå
ìåìáðàííûå îáðàçîâàíèÿ.

Îêàçàëîñü, ÷òî êëåòî÷íûå ïîêðîâû æãóòèêîíîñöåâ
êðàéíå ÷óâñòâèòåëüíû ê ôèçè÷åñêîìó ñòðåññó. Òàê, öåíò-
ðèôóãèðîâàíèå P. minimum äàæå ïðè íèçêèõ ñêîðîñòÿõ
(1200 è 2000 g; ðèñ. 2, à), íå ãîâîðÿ óæå î áîëåå âûñîêèõ
(10 000 g; ðèñ. 2, á), â òå÷åíèå 3—10 ìèí ïðèâîäèëî ê
ñáðàñûâàíèþ îðãàíèçìàìè ïëàçìàòè÷åñêîé è âíåøíåé
àìôèåñìàëüíîé ìåìáðàí. Ó æãóòèêîíîñöåâ, ñîáðàííûõ
ïåðåä ôèêñàöèåé íà ìåìáðàííûé ôèëüòð, ïëàçìàòè÷åñêàÿ
è âíåøíÿÿ àìôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíû òàêæå óòðà÷èâàëèñü
(ðèñ. 3, ä). Â ñëó÷àå, åñëè êëåòêè ñíà÷àëà ôèêñèðîâàëè, à
çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè, ïëàçìàòè÷åñêàÿ è âíåøíÿÿ àì-
ôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíû áûëè óòðà÷åíû ëèøü ó ÷àñòè êëå-
òîê (ðèñ. 3, à). Äðóãàÿ ÷àñòü ôèêñèðîâàííûõ äèíîôëàãåë-
ëÿò ñîõðàíÿëà îáå ìåìáðàíû, îäíàêî îíè îòñëàèâàëèñü îò
òåêàëüíûõ ïëàñòèíîê (ðèñ. 3, á—ã). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
íàáëþäàëè íàðóøåíèå êîíòàêòà ìåæäó ìåìáðàíàìè àì-
ôèåñìàëüíûõ âåçèêóë â øâàõ òåêè (ðèñ. 3, ã). Â èíòàêò-
íîì ñîñòîÿíèè ýòè ìåìáðàíû ïëîòíî ñæàòû òåêàëüíûìè
ïëàñòèíêàìè è ïîêðûòû òîíêèì ñëîåì àìîðôíîãî ìàòå-
ðèàëà. Íåñìîòðÿ íà íàðóøåíèå êîíòàêòà, ìåìáðàíû ñî-
õðàíÿëèñü ïîñëå ìåõàíè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè
(ðèñ. 2, á; 3, â, ã), îäíàêî â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ áûëè îêðó-
æåíû àìîðôíûì ìàòåðèàëîì è ïîýòîìó èäåíòèôèöèðîâà-
ëèñü ñ òðóäîì. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ìåõàíè÷å-
ñêîå âîçäåéñòâèå âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðèâîäèëî ê ïîòåðå óí-
äóëèïîäèé æãóòèêîâ. Èíòàêòíîå ñîñòîÿíèå ïîêðîâîâ,
õàðàêòåðíîå äëÿ âåãåòàòèâíûõ êëåòîê P. minimum, êîãäà

âíåøíÿÿ è âíóòðåííÿÿ àìôèåñìàëüíûå ìåìáðàíû ïëîòíî
ïðèëåãàþò ê òåêàëüíûì ïëàñòèíêàì, ñîõðàíÿëîñü òîëüêî
â ñëó÷àå ïîëíîãî îòñóòñòâèÿ ìåõàíè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ
íà êëåòêè â ïðîöåññå ôèêñàöèè ìàòåðèàëà (ðèñ. 3, å).

Ñáðàñûâàíèå ñòàðûõ ïîêðîâîâ (ýêäèçèñ) ó äèíîôëà-
ãåëëÿò íàáëþäàåòñÿ â ïðîöåññå äåëåíèÿ è ýêñöèñòèðîâà-
íèÿ êëåòîê, à òàêæå ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ñòðåññ-ôàêòîðîâ
íà ýòèõ æãóòèêîíîñöåâ (Morrill, 1984; Netzel, Dürr, 1984;
Bricheux et al., 1992; Pozdnyakov, Skarlato, 2012). Ê ÷èñëó
òàêèõ ôàêòîðîâ â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà ìîæíî îòíåñòè
è öåíòðèôóãèðîâàíèå (Bricheux et al., 1992; Hohfeld, Mel-
konian, 1992). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ýêäèçèñó
P. minimum ïðåäøåñòâóåò ôîðìèðîâàíèå íåïîäâèæíûõ
ôîðì. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ñáðàñûâàíèå «ñòàðîé» ïëàç-
ìàòè÷åñêîé è âíåøíåé àìôèåñìàëüíîé ìåìáðàí, à çàòåì,
ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 2 ÷, íàáëþäàåòñÿ ñáðàñûâàíèå òå-
êàëüíûõ ïëàñòèíîê ñòàðîé àìôèåñìû (ðèñ. 4). Ïðè ýòîì
«ñòàðàÿ» âíóòðåííÿÿ àìôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíà ñòàíî-
âèòñÿ íîâîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé, à ïîä íåé ïðî-
èñõîäèò ôîðìèðîâàíèå íîâîé àìôèåñìû. Òàêèì îáðàçîì,
êëåòêè P. minimum ïî ñóùåñòâó ñòàíîâÿòñÿ ñôåðîïëàñ-
òàìè, ñîõðàíÿÿ ïðè ýòîì òèïè÷íóþ óëüòðàñòðóêòóðíóþ
îðãàíèçàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü äàæå ïîñëå öåíòðè-
ôóãèðîâàíèÿ æãóòèêîíîñöåâ íà âûñîêèõ ñêîðîñòÿõ
(ðèñ. 2, á; 4).

Ñòðåññèíäóöèðîâàííûé ýêäèçèñ, ñõîäíûé ñ òàêîâûì
ó P. minimum, áûë òàêæå îïèñàí è ó íåêîòîðûõ äðóãèõ äè-
íîôëàãåëëÿò, íàïðèìåð ó Heterocapsa niei (Höhfeld, Mel-
konian, 1992) è Glenodinium foliaceum (Bricheux et al.,
1992). Ó ïîñëåäíåãî âèäà ìåõàíè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà
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Ðèñ. 4. Ñôåðîïëàñò Prorocentrum minimum.

âàì — âíóòðåííÿÿ àìôèåñìàëüíàÿ ìåìáðàíà, òðàíñôîðìèðóþùàÿñÿ â íîâóþ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êëåòêè, þàâ — þâåíèëüíûå àìôèåñìàëüíûå
âåçèêóëû, äàþùèå íà÷àëî íîâûì àëüâåîëàì. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.



êëåòêó â îòëè÷èå îò P. minimum íåçàìåäëèòåëüíî ïðèâî-
äèëî ê ñáðàñûâàíèþ ñòàðîé òåêè, ïðè÷åì îñòàòêè ñòàðîé
ïëàçìàëåììû è âíåøíåé àìôèåñìàëüíîé ìåìáðàíû ñî-
õðàíÿëèñü íà ïðîòÿæåíèè íåêîòîðîãî âðåìåíè è óòðà÷è-
âàëèñü ïîñòåïåííî â õîäå ôîðìèðîâàíèÿ ïåëëèêóëÿðíîãî
ñëîÿ (Bricheux et al., 1992). Ñôîðìèðîâàííóþ ïåëëèêóëó
êëåòêè G. foliaceum ïîêèäàëè äëÿ çàâåðøåíèÿ ðàçâèòèÿ
íîâîé àìôèåñìû ÷åðåç 2 ÷, ò. å. ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç òà-
êîé æå ïðîìåæóòîê âðåìåíè, ïîñëå êîòîðîãî êëåòêè
P. minimum íà÷èíàþò ñáðàñûâàòü ñòàðûå òåêàëüíûå ïëàñ-
òèíêè. Äëÿ H. niei ïðîäîëæèòåëüíîñòü ñòàäèé ýêäèçèñà íå
îïðåäåëåíà. Òåì íå ìåíåå è â ýòîì ñëó÷àå ìåõàíè÷åñêîå
âîçäåéñòâèå íà êëåòêó ïðèâîäèëî ê ðàçðûâó øâîâ â ðàéî-
íå âíóòðåííåé àìôèåñìàëüíîé ìåìáðàíû, ÷òî ñïîñîáñò-
âîâàëî ñáðàñûâàíèþ âñåé âíåøíåé ÷àñòè ñòàðîé òåêè è
ôîðìèðîâàíèþ ïåëëèêóëÿðíîãî ñëîÿ (Höhfeld, Melkonian,
1992). Òàêèì îáðàçîì, îòìå÷åííûå âûøå ôàêòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î áûñòðîé ðåàêöèè êëåòîê äèíîôëàãåëëÿò íà
ìåõàíè÷åñêèé ñòðåññ, ïðè÷åì ýòà ðåàêöèÿ ðåãèñòðèðóåòñÿ
íà óëüòàñòðóêòóðíîì óðîâíå. Îòìå÷åííàÿ íàìè â ñëó÷àå
P. minimum çàäåðæêà ñáðàñûâàíèÿ òåêè âñëåä çà óòðàòîé
ìåìáðàí (ñòàðîé ïëàçìàòè÷åñêîé è âíåøíèõ àìôèåñìàëü-
íûõ), âåðîÿòíî, íåîáõîäèìà äëÿ ïîäãîòîâêè ê ôîðìèðî-
âàíèþ íîâîé òåêè â îòñóòñòâèå ïåëëèêóëÿðíîãî ñëîÿ.
Â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ îñîáîå âíèìàíèå äîëæíî
áûòü óäåëåíî ôåíîìåíó ðåîðãàíèçàöèè àìôèåñìû P. mi-
nimum.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ P. minimum ñòàëè èñïîëüçîâàòü â
êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà äëÿ ýëåêòðîôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé (Pozdnyakov et al., 2014). Îäíàêî â
ñèëó îñîáåííîñòåé ïðîöåññà ñìåíû ïîêðîâîâ ó P. mini-
mum ïðèìåíåíèå ìåòîäà ïàò÷-êëàìï ê ñôåðîïëàñòàì îêà-
çàëîñü âîçìîæíûì òîëüêî â ñëó÷àå áëîêèðîâêè ñèíòåçà
öåëëþëîçíûõ òåêàëüíûõ ïëàñòèíîê 2,6-äèõëîðáåíçîíèò-
ðèëîì (Pozdnyakov et al., 2014). Íå áóäó÷è òîêñè÷íûì
äëÿ êëåòîê, 2,6-äèõëîðáåíçîíèòðèë íå òîëüêî èíäóöèðóåò
ýêäèçèñ, íî è çàäåðæèâàåò êëåòî÷íûé öèêë â ôàçå G1, êîã-
äà ïðîèñõîäèò ñèíòåç öåëëþëîçû (Kwok, Wong, 2003;
Pozdnyakov et al., 2014). Â ýòîì ñëó÷àå òåêàëüíûå ïëàñ-
òèíêè íå ïðåïÿòñòâóþò îáðàçîâàíèþ ïëîòíîãî êîíòàêòà
ìåæäó ðåãèñòðèðóþùåé ñòåêëÿííîé ìèêðîïèïåòêîé è
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé. Âìåñòå ñ òåì ïîëó÷åíèå æèç-
íåñïîñîáíûõ ñôåðîïëàñòîâ â ðåçóëüòàòå öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ P. minimum íåñîìíåííî îêàæåòñÿ ïîëåçíûì äëÿ
ïðîâåäåíèÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ è ãåííî-èíæåíåð-
íûõ ðàáîò íà ýòîì ïåðñïåêòèâíîì îáúåêòå äëÿ êëåòî÷íî-
áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé òîêñè÷íûõ è ïîòåíöèàëüíî
òîêñè÷íûõ ïëàíêòîííûõ äèíîôëàãåëëÿò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10116) íà áàçå
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ.
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MECHANICAL IMPACT ON THE CELL COVERING FINE

STRUCTURE OF DINOFLAGELLATES PROROCENTRUM MINIMUM

M. A. Berdieva,
1 S. O. Skarlato, O. V. Matantseva, I. A. Pozdnyakov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: maria.berd4@yandex.ru

Complex cell coverings (amphiesma) of potentially toxic dinoflagellates Prorocentrum minimum include
plasma membrane and flattened amphiesmal vesicles with thecal cellulose plates. Two largest thecal plates sur-
round the major portion of dinoflagellate cell as shell valves. We have revealed that P. minimum cells appear to
be extremely sensitive to the physical stress: even low speed centrifugation (1200 and 2000 g) leads to a drop-
ping of old coverings shedding (ecdysis) and the formation of viable spheroplasts. Spheroplasts are surrounded
only by the plasma membrane beneath which the new amphiesma is formed. These spheroplasts can be a conve-
nient model system for investigation of numerous aspects of cell and molecular biology of the dinoflagellates.

K e y w o r d s: unicellular eukaryotes, dinoflagellates, spheroplasts, cell cover, ultrastructure.
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