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Ò. Â. Ïîòàïîâà è äð.
Âåðõóøå÷íûé ðîñò Neurospora crassa ïðè äåôèöèòå ðåñóðñîâ

Ó ìèöåëèàëüíîãî ãðèáà Neurospora ñrassa èññëåäîâàíû (ñ ïîìîùüþ âíóòðèêëåòî÷íûõ ôëóîðåñöåíò-
íûõ ìàðêåðîâ) îñîáåííîñòè óäëèíåíèÿ, âåòâëåíèÿ, ñåïòèðîâàíèÿ è ìîðôîëîãèè ÿäåð ïðè ðîñòå èçîëèðî-
âàííûõ îò ìèöåëèÿ âåðõóøåê ãèô äëèíîé ~400 ìêì â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ. Ó âíîâü ðàçâèâàþùèõ-
ñÿ âåòâåé: 1) ñîõðàíÿåòñÿ ðàíåå ñóùåñòâîâàâøàÿ îðèåíòàöèÿ ïðè óìåíüøåíèè äèàìåòðà (îò 10—20 äî
6.5 � 0.4 ìêì) è ñêîðîñòè óäëèíåíèÿ (îò 24 � 1 äî 6.7 � 0.5 ìêì/ìèí); 2) íàðóøàåòñÿ ðèòìè÷íîñòü âåòâ-
ëåíèÿ ñ ïîÿâëåíèåì àíîìàëüíî áîëüøèõ ìåæóçëîâûõ ðàññòîÿíèé (äî 1471 ìêì) è îñòàíàâëèâàþòñÿ â
ðàçâèòèè íåêîòîðûå çà÷àòêè áîêîâûõ âåòâåé; 3) ñîõðàíÿþòñÿ ðèòìè÷íîñòü ñåïòèðîâàíèÿ è îòíîñèòåëü-
íîå ïîñòîÿíñòâî äëèíû ñåãìåíòà ãèôû (68 � 2 ìêì). Ó äî÷åðíèõ âåòâåé èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ðàç-
ìåðû áåçúÿäåðíîé çîíû íà âåðõóøêàõ (îò 5 äî 33 ìêì) è óäàëåííîñòü 1-é ñåïòû îò òî÷êè ðîñòà
(210 � 15 ìêì) ïðèìåðíî òàêèå æå, êàê ó ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì, íî ñðåäíåå ðàññòîÿíèå îò òî÷êè
ðîñòà äî 1-é áîêîâîé âåòêè (492 � 127 ìêì) è ðàçáðîñ çíà÷åíèé ýòîãî ïîêàçàòåëÿ áîëüøå, ÷åì ó èíòàêò-
íûõ ãèô. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð è ðàçìåðû áåçúÿäåðíîé çîíû âáëèçè òî÷êè ðîñòà íå îòëè÷àþòñÿ îò ýòèõ ïî-
êàçàòåëåé, èçâåñòíûõ äëÿ âåãåòàòèâíûõ ãèô N. ñrassa â íîðìå. Ïîëó÷åííàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü
ìîæåò áûòü ïîëåçíà äëÿ âûÿñíåíèÿ äåòàëåé ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè âçàèìî-
äåéñòâèé âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, îáåñïå÷èâàþùèõ âåðõóøå÷íûé ðîñò ãèô N. ñrassa.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Neurospora crassa, âåðõóøå÷íûé ðîñò, âåòâëåíèå, ñåïòèðîâàíèå, ðàñïðåäåëå-
íèå ÿäåð, 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, CFW — Calcofluor
White, DAPI — 4R,6-äèàìèíî-2-ôåíèëèíäîë, Em — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, Vóäë — ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ,
d — äèàìåòð ãèôû.

Ìèöåëèàëüíûé ãðèá Neurospora crassa — îäèí èç ïî-
ïóëÿðíûõ ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ ñ ïîëíîñòüþ ðàñøèôðî-
âàííûì ãåíîìîì è îáøèðíîé áàçîé ìóòàíòíûõ ëèíèé,
ïðåäîñòàâëÿåìûõ Fungal Genetic Stock Center (http://www.
fgsc.net/). Îñíîâíàÿ ñòðóêòóðíàÿ åäèíèöà ìèöåëèÿ
N. ñrassa — âåãåòàòèâíàÿ ãèôà ñ äèàìåòðîì (d), ðàâíûì
ïðèáëèçèòåëüíî 10—20 ìêì, — íåïðåðûâíî óäëèíÿåòñÿ
íà ïåðåäíåì êîíöå ñî ñêîðîñòüþ (Vóäë) 20—30 ìêì/ìèí
(ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå) è äàåò áîêîâûå âåòâè, êîòî-
ðûå òàêæå îñâàèâàþò ïðîñòðàíñòâî çà ñ÷åò âåðõóøå÷íîãî
ðîñòà (ÂÐ) (Davis, 2000). Ãèôà N. crassa ðàçäåëåíà íà ñåã-
ìåíòû äëèíîé 50—100 ìêì ñåïòàìè, òàê ÷òî ïîðà â öåíò-
ðå ñåïòû ñâîáîäíî ïðîïóñêàåò öèòîïëàçìó è îðãàíåëëû,
âêëþ÷àÿ ÿäðà, îäíàêî ñïîñîáíà çàêóïîðèâàòüñÿ ñïåöèàëüíû-
ìè ñòðóêòóðàìè (òåëüöàìè Âîðîíèíà, êðèñòàëëàìè ýðãî-
ñòåðîëà, àêòèíîâûìè íèòÿìè). Ñåïòàëüíûå ïîðû N. crassa
íå òîëüêî ïîçâîëÿþò äâèãàòüñÿ âäîëü ãèôû ïîòîêàì âå-
ùåñòâà, íî è îáåñïå÷èâàþò ýëåêòðè÷åñêóþ ñâÿçü ñ òàêèìè
æå êàáåëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè, êàê ó ùåëåâûõ êîíòàê-
òîâ ìåæäó æèâîòíûìè êëåòêàìè (×àéëàõÿí è äð., 1984).

Â êàæäîì ñåãìåíòå ãèôû N. ñrassa ñîäåðæèòñÿ íåñêî-
ëüêî äåñÿòêîâ ÿäåð, êîòîðûå ñâîáîäíî ïåðåìåùàþòñÿ

âäîëü ãèôû, ïðîíèêàÿ ñêâîçü ñåïòàëüíûå ïîðû, âðàùàþò-
ñÿ è àñèíõðîííî äåëÿòñÿ êàæäûå 80—90 ìèí (Davis,
2000). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðè âûñîêîé Vóäë äëÿ îáåñïå÷åíèÿ
ÿäðàìè àïèêàëüíîãî îòäåëà ãèôû â íåãî äîëæíû ïîñòó-
ïàòü ÿäðà èç áîëåå âçðîñëîé ÷àñòè ãèôû äëèíîé
800—900 ìêì (Roper et al., 2011, 2013). Â öåëîì äëÿ îáåñ-
ïå÷åíèÿ ÂÐ ãèôû ñ óêàçàííûìè âûøå ïàðàìåòðàìè íåîá-
õîäèìî ïîñòóïëåíèå ê òî÷êå ðîñòà âåùåñòâ èç áîëåå
âçðîñëûõ çîí, óäàëåííûõ íà 10—12 ìì îò âåðõóøêè (Da-
vis, 2000).

Ïðè ñáàëàíñèðîâàííîì ðîñòå ìèöåëèÿ N. crassa ñî-
ãëàñîâàííî óâåëè÷èâàþòñÿ äëèíà ãèô, ÷èñëî âåòâåé è
÷èñëî ñåïò, êîëè÷åñòâî ÿäåð è ìèòîõîíäðèé, ÄÍÊ è ÐÍÊ,
áåëêîâ è ïîëèìåðîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè è â öåëîì ñóõàÿ
ìàññà (Trinchi et al., 1994). Íà ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ãèôà
îáðàçóåò äâóõìåðíîå äåðåâî, ó êîòîðîãî Vóäë âåðõóøåê
òàê ñîãëàñîâàíà ñ ïåðèîäè÷íîñòüþ âåòâëåíèé, ÷òî ñîõðà-
íÿåòñÿ ïîñòîÿííûì îòíîøåíèå ñóììàðíîé äëèíû âñåõ
âåòâåé ê ÷èñëó ðàñòóùèõ âåðõóøåê — ãèôàëüíàÿ åäèíèöà
ðîñòà (HGU), ðàâíàÿ ~360 ìêì (Davis, 2000). Â äåñÿòêàõ
ëàáîðàòîðèé ìèðà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîâðåìåííûõ òåõíî-
ëîãèé èññëåäóþòñÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå äåòàëè ÂÐ
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ãèô N. ñrassa, îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ñîëèäíûå ìàññèâû
äàííûõ, îñòàþòñÿ íåïîíÿòíûìè ìåõàíèçìû çàïóñêà ïðî-
öåññîâ óäëèíåíèÿ, âåòâëåíèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ, à òàêæå çà-
êîíîìåðíîñòè èõ ñîãëàñîâàíèÿ ìåæäó ñîáîé è ñ àêòèâíî-
ñòüþ ÿäåð (Roper et al., 2011).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíû îñîáåííîñòè ðîñòà
è ðàçâèòèÿ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ êîðîòêèõ ôðàã-
ìåíòîâ ãèôàëüíûõ âåðõóøåê, ëèøåííûõ ìàòåðèàëüíîé
ïîääåðæêè ñî ñòîðîíû âçðîñëîãî ìèöåëèÿ. Ó äî÷åðíèõ
âåòâåé òàêèõ ôðàãìåíòîâ óìåíüøåíû d è Vóäë, ÷òî óïðî-
ùàåò êîëè÷åñòâåííûå îöåíêè ðàñïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ. Îáíàðóæåíû çàêîíî-
ìåðíûå íàðóøåíèÿ âåòâëåíèÿ ïðè îòíîñèòåëüíîì ïîñòî-
ÿíñòâå õàðàêòåðèñòèê ñåïòèðîâàíèÿ. Ìîðôîëîãèÿ è
ðàñïðåäåëåíèå ÿäåð íà ïåðåäíèõ êîíöàõ äî÷åðíèõ âåòâåé
èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ íå îòëè÷àþòñÿ îò èçâåñòíûõ
äëÿ ãèô N. ñrassa â íîðìå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò è å ã î â û ð à ù è â à í è å. Ñïîðû N. crassa
(øòàìì R-2 èç êîëëåêöèè Ò. À. Áåëîçåðñêîé, ÈÁÕ
èì. À. Í. Áàõà ÐÀÍ) âûñåâàëè íà ïîâåðõíîñòü àãàðèçî-
âàííîé ñðåäû Ôîãåëÿ, îáîãàùåííîé 2 ìÌ ãëþêîçû; ôîð-
ìèðóþùèéñÿ ìèöåëèé 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 êóëüòóðû íå-
áîëüøîé àãàðîâûé áëîê è ïåðåêëàäûâàëè ìèöåëèåì âíèç
íà òàêóþ æå ñðåäó, ïîêðûòóþ öåëëîôàíîì. Èíêóáàöèþ
ìèöåëèÿ è âñå îïåðàöèè ïðîâîäèëè ïðè 22—24 °Ñ ïðè
îñâåùåíèè êðàñíûì ñâåòîì, ÷òîáû èçáåæàòü ïåðåâîçáóæ-
äåíèÿ ìèöåëèÿ ñèíåé ÷àñòüþ ñâåòîâîãî ñïåêòðà (Potapova
et al., 1984).

×åðåç 15—18 ÷ ðîñòà ìèöåëèÿ âûðåçàëè êóñî÷êè öåë-
ëîôàíà ðàçìåðîì îêîëî 2�2 ñì2 âïëîòíóþ ê âåðõóøêàì
ãèô, òùàòåëüíî ïðîìûâàëè ñðåäîé Ôîãåëÿ è ïåðåêëà-
äûâàëè ìèöåëèåì ââåðõ â ìàëûå ÷àøêè Ïåòðè ñ àãàðèçî-
âàííîé ñðåäîé. Ïðèìåðíî ÷åðåç 2 ÷, êîãäà âåðõóøêè
ëèäèðóþùèõ ãèô âûõîäèëè íà àãàð è óäàëÿëèñü îò êðàÿ
öåëëîôàíà íà ðàññòîÿíèå >2000 ìêì, ïðîâîäèëè êîíò-
ðîëüíóþ ôîòîñúåìêó äëÿ îöåíêè Vóäë ëèäèðóþùèõ âåðõó-
øåê. Äëÿ äàëüíåéøèõ îïûòîâ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ñ
Vóäë > 20 ìêì/ìèí. Ó ëèäèðóþùèõ ãèô èçîëèðîâàëè âåð-
õóøå÷íûå ôðàãìåíòû äëèíîé 300—700 ìêì, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Ïîòàïîâà è äð., 2011), è íàáëþäàëè çà èõ ðîñòîì è
ðàçâèòèåì îêîëî 6 ÷.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ñåïò êóñî÷åê àãàðîâîãî áëîêà ñ èí-
òàêòíûìè ãèôàìè èëè ñ èçîëèðîâàííûìè ôðàãìåíòàìè
âûðåçàëè è ïåðåêëàäûâàëè ìèöåëèåì âíèç â êàìåðó ñ
äíîì èç ïîêðîâíîãî ñòåêëà â êàïëþ ñðåäû, ñîäåðæàùóþ
10 ìêÌ Calcofluor White (CFW, Molecular Probes, ÑØÀ),
êîòîðûé áëàãîäàðÿ èíòåíñèâíîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè ñâÿ-
çûâàíèè ñ õèòèíîì øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ
êëåòî÷íîé ñòåíêè è ñåïò ó ãðèáîâ (Hickey et al., 2005).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÿäåð êóëüòóðû â ìàëûõ ÷àøêàõ Ïåòðè
ôèêñèðîâàëè 3.5%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà â ñðå-
äå Ôîãåëÿ â òå÷åíèå 10 ìèí è ïðîìûâàëè âîäîé. Çàòåì
âûðåçàëè êóñî÷åê àãàðîâîãî áëîêà ñ èíòàêòíûìè ãèôàìè
èëè ñ èçîëèðîâàííûìè ôðàãìåíòàìè è ïåðåêëàäûâàëè
ìèöåëèåì âíèç â êàìåðó ñ äíîì èç ïîêðîâíîãî ñòåêëà â
ðàñòâîð (1 ìêã/ìë) DAPI (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) — ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìàðêåðà ÿäåðíîé ÄÍÊ, øèðîêî èñïîëüçóå-
ìîãî ïðè èññëåäîâàíèè ãðèáîâ (Schnedl et al., 1977;
Thompson-Cofee, Zicker, 1994; Minke et al., 1999a, 1999b).

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), ñ èíòåðâàëîì 1—2 ÷ ïðîâîäèëè
ôîòîñúåìêó â êðàñíîì ñâåòå ïåðåäíèõ êîíöîâ ãèô èëè
èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ. Ïî ýòèì èçîáðàæåíèÿì îöå-
íèâàëè Vóäë è êîëè÷åñòâî áîêîâûõ âåòâåé.

Ñèãíàëû CFW è DAPI 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). Ñèãíàëû CFW è DAPI ðåãèñòðèðîâàëè â
ñèíåì êàíàëå (âîçáóæäàþùèé ôèëüòð 365/12 íì, äåëè-
òåëüíîå çåðêàëî 395 íì è çàïèðàþùèé øèðîêîïîëîñíûé
ôèëüòð 397 íì). Ïàðàëëåëüíî ðåãèñòðèðîâàëè ôàçî-
âî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå êàæäîãî ïîëÿ çðåíèÿ. Äëÿ
ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè öèôðîâóþ êàìå-
ðó ORCA II ERG-2 (Hamamatsu Photonics, ßïîíèÿ). Àíà-
ëèç èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
AxioVision LE.

Ðåçóëüòàòû

Ó ä ë è í å í è å, â å ò â ë å í è å è ñ å ï ò è ð î â à í è å
ã è ô, ñ â ÿ ç à í í û õ ñ ì è ö å ë è å ì, è è ç î ë è ð î â à í í û õ
ô ð à ã ì å í ò î â. Ó èñïîëüçîâàííîãî íàìè øòàììà N. ñras-
sa, ïî îöåíêàì, ïðîâåäåííûì äëÿ 15 ãèô (ðèñ. 1; òàáë. 1),
ïàðàìåòðû ÂÐ íå îòëè÷àëèñü îò îáû÷íûõ äëÿ ýòîãî ãðèáà
(Davis, 2000). Ïðè èçîëÿöèè âåðõóøå÷íûõ ôðàãìåíòîâ
ãèô íà ðàññòîÿíèè ~400 ìêì îò òî÷êè ðîñòà ÷àñòü ôðàã-
ìåíòîâ ïóñòåëà, ÷àñòü ñîõðàíÿëà âíóòðåííåå ñîäåðæèìîå,
íî ïåðåñòàâàëà ðàñòè (ðèñ. 2), à ÷àñòü ïðîäîëæàëà óäëè-
íÿòüñÿ. Êàê ïðàâèëî, äî÷åðíèå âåòâè èçîëèðîâàííûõ
ôðàãìåíòîâ ñîõðàíÿëè îðèåíòàöèþ ðîñòà, íî èìåëè ìåíü-
øèé äèàìåòð è óäëèíÿëèñü ñ ìåíüøåé ñêîðîñòüþ, ÷åì
ãèôû, ñâÿçàííûå ñ ìèöåëèåì (ðèñ. 2, 3; òàáë. 2). Ó íåêîòî-
ðûõ ôðàãìåíòîâ íàáëþäàëñÿ ðåòðîãðàäíûé ðîñò, ò. å. óä-
ëèíåíèå â ïðîòèâîïîëîæíîì íàïðàâëåíèè.

Ó ëèäèðóþùèõ äî÷åðíèõ âåòâåé ôðàãìåíòîâ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ îáû÷íûìè ãèôàìè ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ ðàñ-
ñòîÿíèå îò òî÷êè ðîñòà äî áëèæàéøåé ñåïòû, ñëàáî ìåíÿ-
åòñÿ äëèíà ñåãìåíòà, îäíàêî ñóùåñòâåííî ìåíÿåòñÿ õà-
ðàêòåð âåòâëåíèÿ (ðèñ. 2—4).

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû äâà ôðàãìåíòà äëèíîé
~420 ìêì, îäèí èç êîòîðûõ ïîñëå èçîëÿöèè ïðîäîëæèë
ðîñò äâóìÿ ëèäèðóþùèìè âåòâÿìè. Ó ôðàãìåíòà, ïðî-
äîëæèâøåãî ðîñò, â ìîìåíò èçîëÿöèè áûëî 4 áîêîâûå
âåòêè è 4 ñåïòàëüíûå ïåðåãîðîäêè. Vóäë âåðõíåé âåòâè
ôðàãìåíòà óâåëè÷èâàëàñü ïî ìåðå ðîñòà îò 4.9 ìêì/ìèí â
ïåðâûå 3 ÷ ðîñòà äî 9.4 ìêì/ìèí â ñëåäóþùèå 2.5 ÷.
Ó ýòîé âåòâè ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè ôðàãìåíòà ïðîè-
çîøëî 1 áîêîâîå âåòâëåíèå è ñôîðìèðîâàëîñü 18 ñåïòàëü-
íûõ ïåðåãîðîäîê (òàáë. 1). Â ýòîò ìîìåíò áëèæàéøàÿ ê
âåðõóøêå ñåïòà íàõîäèëàñü íà ðàññòîÿíèè 226 ìêì îò
òî÷êè ðîñòà, à áëèæàéøàÿ áîêîâàÿ âåòêà — íà ðàññòîÿíèè
1471 ìêì îò òî÷êè ðîñòà. Ïðèìåðíî ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå èçî-
ëÿöèè ôðàãìåíòà ê åãî äî÷åðíèì âåòâÿì ïðèáëèçèëèñü
âåðõóøêè ñîñåäíèõ ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì; ó íèõ çà-
ìåòíî áîëüøå äèàìåòð è áîëåå èíòåíñèâíîå âåòâëåíèå
(ðèñ. 2).

Ôðàãìåíò, ïðåäñòàâëåííûé íà ðèñ. 3, â ìîìåíò èçîëÿ-
öèè èìåë äëèíó 360 ìêì è 1 áîêîâóþ âåòêó íà ðàññòîÿíèè
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100 ìêì îò âåðõóøêè. Ýòà âåòêà îñòàíîâèëà ðîñò, íî çà
âðåìÿ íàáëþäåíèÿ â ñòàðîé ÷àñòè ôðàãìåíòà ïîÿâèëèñü
åùå 3 áîêîâûå âåòêè, à òàêæå ðîñòîê èç êîðíåâîé ÷àñòè,
óñïåøíî óäëèíÿâøèéñÿ ñ ôîðìèðîâàíèåì íîâûõ áîêî-
âûõ âåòâåé è ñåïò. Âåðõóøå÷íàÿ ÷àñòü ôðàãìåíòà ñîõðà-
íèëà ðàíåå ñóùåñòâîâàâøóþ îðèåíòàöèþ ðîñòà è óäëèíÿ-
ëàñü, íî åå d áûë ìåíüøå, ÷åì äî îïåðàöèè, à Vóäë ïîñòå-
ïåííî âîçðàñòàëà îò 1.4 â ïåðâûå 2 ÷ äî 4.4 ìêì/ìèí â
òå÷åíèå ñëåäóþùåãî ÷àñà è äàëåå äî 7.5 ìêì/ìèí. Çà 5 ÷
íàáëþäåíèÿ ëèäèðóþùàÿ äî÷åðíÿÿ âåòâü ôðàãìåíòà óä-
ëèíèëàñü íà 1417 ìêì è ñôîðìèðîâàëà 16 íîâûõ ñåïò.
Ïîñëå 5-÷àñîâîãî ðîñòà ó íåå ñíà÷àëà ïîÿâèëèñü 2 áîêî-
âûå âåòâè, ðàçâèâàâøèåñÿ î÷åíü ìåäëåííî, çàòåì 1 çà-

÷àòîê áîêîâîé âåòâè, íå ïîëó÷èâøèé ðàçâèòèÿ, è íàêî-
íåö, 1 ïîëíîöåííàÿ áîêîâàÿ âåòâü íà ïåðåäíåì êîíöå.
Ó ëèäèðóþùåé âåòâè áëèæàéøàÿ ê âåðõóøêå ñåïòà ðàñ-
ïîëàãàëàñü íà ðàññòîÿíèè 300 ìêì îò òî÷êè ðîñòà, à áëè-
æàéøàÿ áîêîâàÿ âåòêà — íà ðàññòîÿíèè 726 ìêì îò òî÷êè
ðîñòà.

Âñåãî ìû èññëåäîâàëè õàðàêòåðèñòèêè óäëèíåíèÿ,
âåòâëåíèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ ó 7 ôðàãìåíòîâ äëèíîé îò 272
äî 487 ìêì â òå÷åíèå 3—6 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ.
Ó òðåõ ôðàãìåíòîâ ñðàçó ïîñëå îïåðàöèè ñòàëè íåçàâèñè-
ìî ðàçâèâàòüñÿ ïî 2 âåðõóøêè, òàê ÷òî îáùåå ÷èñëî íà-
áëþäåíèé ñîñòàâèëî 10 äî÷åðíèõ ëèäèðóþùèõ âåòâåé
(òàáë. 2). Âñå ôðàãìåíòû ïðîäîëæèëè ðîñò ñ óìåíüøåíè-
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Ðèñ. 1. Ëèäèðóþùàÿ âåðõóøêà ãèôû, ñâÿçàííîé ñ ìèöåëèåì.

à — ôëóîðåñöåíöèÿ çîíäà CFW; á — ôàçîâî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå. Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îá. 10�.

Ò à á ë è ö à 1

Ðàñïîëîæåíèå óçëîâ âåòâëåíèÿ è ñåïò íà âåðõóøêàõ ëèäèðóþùèõ ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì

Vóäë,à

ìêì/ìèí

Äëèíà ôðàãìåíòà (L),á ìêì
Âðåìÿ ÔÑ,â

ìèí
äî 1-é âåòêè äî 1-é ñåïòû ìåæäó óçëàìè ìåæäó ñåïòàìè

24.0 81 209 220 110, 69, 52, 107, 94 3.6

24.0 346 217 209, 88, 11 154, 22, 74, 187 4.6

28.0 238 199 490 19, 66, 58, 50, 66 3.3

30.6 344 297 377 110, 88, 132, 27, 22 2.1

22.9 161 184 297, 27, 206 88, 88, 88, 28, 56, 129 3.5

34.0 220 253 350 102, 96, 69, 102, 140, 16 2.6

27.8 660 333 41 148, 85, 66, 50 3.1

28.7 113 268 104, 517 96, 88, 88, 173 3.9

22.0 250 226 14, 264 102, 82, 91, 88, 69, 80 3.9

19.2 49 187 163, 115, 120, 240 101, 59, 77, 110, 75, 81 4.4

12.4 67 181 80, 198, 100, 178 83, 72, 43, 76, 95, 74, 94 6.2

18.8 80 172 78, 113, 28, 213 66, 157, 84, 89, 35 4.6

23.7 315 222 150 66, 100, 56, 100, 82 3.4

25.0 335 302 149 88, 66, 88, 94, 89 3.4

17.0 372 193 118 74, 73, 43, 63, 79, 81 4.0

20.0 � 1.2
(n = 15)

242 � 42
(n = 15)

230 � 13
(n = 15)

175 � 24 (n = 30) 83 � 4 (n = 79) 3.8 � 0.2
(n = 15)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Îöåíêè ïðîâåäåíû íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ãèô äëèíîé ~700 ìêì. àVóäë èçìåðåíû îäíîâðåìåííî ñ ðåãèñòðà-
öèåé ôëóîðåñöåíöèè CFW. áÂñå îöåíêè L ïîëó÷åíû ïóòåì èçìåðåíèé íà ñîîòâåòñòâóþùèõ êàäðàõ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
AxioVision LE. âÔÑ (ôîðìèðîâàíèå ñåïòû), âðåìåíí*ûå îöåíêè ïîëó÷åíû äëÿ êàæäîãî ó÷àñòêà ãèôû ïóòåì äåëåíèÿ ñóììàðíîé
äëèíû âñåõ ñåãìåíòîâ íà ýòîì ó÷àñòêå íà âåëè÷èíó êîíêðåòíîé Vóäë è êîëè÷åñòâî ñåãìåíòîâ. Â êîíöå êàæäîãî ñòîëáöà óêàçà-
íû ñðåäíèå âåëè÷èíû � ñòàíäàðòíûå îøèáêè, â ñêîáêàõ — ÷èñëî èçìåðåíèé (n).



åì d è Vóäë. Çà âñå âðåìÿ íàáëþäåíèé ó êàæäîé èç 10 äî-
÷åðíèõ âåòâåé îáðàçîâàëîñü îò 1 äî 6 áîêîâûõ âåòâåé ñî
ñðåäíèì ðàññòîÿíèåì ìåæäó íèìè 369 � 90 ìêì è îò 16
äî 40 íîâûõ ñåïò ñî ñðåäíèì ðàññòîÿíèåì ìåæäó íèìè
68 � 2 ìêì, òàê ÷òî âðåìÿ ôîðìèðîâàíèÿ 1 ñåïòû ñîñòà-
âèëî â ñðåäíåì 6.5 � 0.4 ìèí. Ñóùåñòâåííî îòìåòèòü, ÷òî
ïðåêðàùåíèå âåòâëåíèé èëè çàäåðæêà â ðàçâèòèè çà÷àò-
êîâ áîêîâûõ âåòâåé íàáëþäàëàñü â ïåðâûå 1—2 ÷ ðîñòà
èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ. ×åðåç 2—3 ÷ ðîñòà ïîñëå
èçîëÿöèè, êàê ïðàâèëî, âåòâëåíèÿ âîññòàíàâëèâàëèñü.
Â ïåðèîä çàäåðæêè âåòâëåíèÿ ó îòäåëüíûõ ôðàãìåíòîâ
íàáëþäàëèñü ìåæóçëîâûå ðàññòîÿíèÿ áîëåå 1000 ìêì
äëèíîé, íà êîòîðûõ íàñ÷èòûâàëîñü äî 20 ñåïò è áîëåå
(ðèñ. 3). Íà ðèñ. 4 ãðàôè÷åñêè ïðåäñòàâëåíû ïàðàìåòðû
ÂÐ ãèô, èçîëèðîâàííûõ îò ìèöåëèÿ, è ãèô, ñâÿçàííûõ ñ
ìèöåëèåì.

Ì î ð ô î ë î ã è ÿ è ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ÿ ä å ð â ä î -
÷ å ð í è õ â å ò â ÿ õ è ç î ë è ð î â à í í û õ ô ð à ã ì å í ò î â.
Áëàãîäàðÿ íåáîëüøîìó äèàìåòðó äî÷åðíèõ âåòâåé ôðàã-
ìåíòîâ â íèõ ìîæíî áûëî îò÷åòëèâî íàáëþäàòü ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå îñîáåííîñòè è ðàñïðåäåëåíèå îòäåëüíûõ ÿäåð

(òàáë. 3; ðèñ. 5, 6). Äëÿ îäíîãî èç ôðàãìåíòîâ ÷åðåç 90
ìèí ïîñëå èçîëÿöèè ìû îöåíèëè ìîðôîëîãèþ è ðàñïðå-
äåëåíèå ÿäåð íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ëèäèðóþùåé äî÷åðíåé
âåòâè è 5 îòõîäÿùèõ îò íåå âåòâåé 1-ãî è 2-ãî ïîðÿäêîâ
(ðèñ. 5; òàáë. 3). Â òàáë. 3 âèäíî, ÷òî ðàçìåðû áåçúÿäåð-
íîé çîíû âáëèçè îò òî÷êè ðîñòà çàìåòíî âàðüèðóþò â ïðå-
äåëàõ îäíîãî ôðàãìåíòà è íå çàâèñÿò íàïðÿìóþ îò Vóäë, à
çàâèñÿò, ñêîðåå, îò ñòàòóñà âåòâè (ìàêñèìóì — ó ëèäèðó-
þùåãî íàïðàâëåíèÿ). Â êàæäîé âåòâè ÿäðà ðàñïîëàãàëèñü
ãðóïïàìè ïî 3—5 øòóê ÷åðåç 10—15 ìêì. Ïðè ýòîì ñî-
ñåäíèå ÿäðà çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àëèñü è ïî ôîðìå, è ïî
îðèåíòàöèè (ðèñ. 6).

Ìîðôîëîãèÿ è ðàñïðåäåëåíèå ÿäåð ó äðóãèõ èññëåäî-
âàííûõ íàìè èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ òàêæå íå îòëè-
÷àëèñü ïðèíöèïèàëüíî îò ýòèõ õàðàêòåðèñòèê, èçâåñòíûõ
äëÿ ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì. Áîëüøèíñòâî ÿäåð èìåëî
îêðóãëóþ èëè ãðóøåâèäíóþ ôîðìó (d h 2 ìêì) è ÿðêî
ñâåòÿùèéñÿ ó÷àñòîê íà ïîâåðõíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèé,
ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ïîëÿðíîìó òåëüöó âåðåòåíà,
îáåñïå÷èâàþùåìó âçàèìîäåéñòâèå ÿäðà ñ ìèêðîòðóáî÷-
êàìè (Thompson-Cofee, Zicker, 1994; Minke et al., 1999a,
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ðîñòà è ðàçâèòèÿ èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ äëèíîé 420 ìêì.

à — ñðàçó ïîñëå èçîëÿöèè: â äàëüíåéøåì ëåâûé ôðàãìåíò ïðîäîëæèë ðîñò äâóìÿ âåðõóøå÷íûìè âåòâÿìè (ñì. òàáë. 2), à ïðàâûé íå ðîñ; á, â — ñîîò-
âåòñòâåííî ÷åðåç 3 è 6 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè: ïðÿìîóãîëüíûìè ðàìêàìè îáîçíà÷åíû ãðàíèöû ôðàãìåíòîâ ñðàçó ïîñëå èçîëÿöèè. ×åðåç 6 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè

â ïîëå çðåíèÿ ïîÿâèëèñü âåðõóøêè ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì. Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îá. 10�.
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ðîñòà è ðàçâèòèÿ èçîëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà (âûäåëåí ïðÿìîóãîëüíûìè ðàìêàìè) äëèíîé 380 ìêì.

à — ñðàçó ïîñëå èçîëÿöèè; á, â — ÷åðåç 3 è 6 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè ñîîòâåòñòâåííî; ã — ôëóîðåñöåíöèÿ çîíäà CFW â èñõîäíîì ôðàãìåíòå ÷åðåç 4.5 ÷ ïîñëå
èçîëÿöèè; ä — òî æå íà ïåðåäíåì êîíöå äî÷åðíåé âåòâè ôðàãìåíòà. à—â — ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ; ã, ä — ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ; îá. 10�.

Ò à á ë è ö à 2

Ðàñïîëîæåíèå óçëîâ âåòâëåíèÿ è ñåïò íà âåðõóøêàõ ëèäèðóþùèõ äî÷åðíèõ âåòâåé ôðàãìåíòîâ
÷åðåç 4—5 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ

L0 d0
Vóäë,à

ìêì/ìèí
dê

L äî
1-é âåòêè

L ìåæäó ÍÂ
L äî

1-é ñåïòû
Ðàññòîÿíèÿ ìåæäó

íîâûìè ñåïòàìè, ìêì
ÂÔÍÑá

420 11 6.90 5.5 188 1329, 223 188 35, 33, 38, 58, 39, 54, 68, 87,
46, 51, 78, 63, 32, 54, 86, 38,
96, 88, 71, 119, 67, 98, 88, 66,
83, 90

7.6

420 11 4.90 5.5 1471 213 226 64, 43, 51, 28, 56, 71, 114, 97,
101, 63, 86, 68, 86, 54, 78, 71,
78, 68

6.5

360 11 6.70 5.5 430 303, 1393 244 136, 90, 99, 85, 85, 118, 143,
125, 57, 128, 59, 101, 38, 79,
102, 39, 85, 41, 80, 78, 59, 81

6.4

487 14 10.45 8.0 120 242, 701, 880, 28,
108, 251, 85

152 80, 38, 113, 118, 140, 91, 41,
77, 99, 82, 63, 55, 66, 55, 58,
58, 60, 55, 88, 41, 19, 60, 55,
50, 82, 25, 33, 50, 28, 55, 38,
44, 33, 36, 36, 19, 41, 19, 30,
19

7.3

272 14 6.45 8.2 205 110, 630, 486, 253,
197

186 30, 57, 78, 47, 51, 32, 105, 34,
28, 62, 28, 31, 42, 40, 56, 73,
54, 67, 94, 84, 39, 78, 52, 115,
63, 90, 36, 55, 47

6.1

272 14 6.50 5.5 341 212, 647, 526, 127,
85

223 49, 57, 30, 49, 49, 62, 38, 109,
71, 47, 96, 72, 66, 36, 52, 102,
110, 88, 82, 88, 85, 94, 69

5.9



1999b; Riquelme et al., 2002; Ramos-Garcia et al., 2009;
Roca et al., 2010). Êðîìå îêðóãëûõ è ãðóøåâèäíûõ ÿäåð âî
ìíîãèõ âåòêàõ ìû âèäåëè áåñôîðìåííûå ÿäðà óâåëè÷åí-
íîãî ðàçìåðà (äî 4 ìêì), ÷àñòî ñ 2 ïîëÿðíûìè òåëüöàìè.
Íåêîòîðûå èç ÿäåð óâåëè÷åííîãî ðàçìåðà áûëè ñèëüíî
âûòÿíóòû, à áîëåå ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèå ïîëÿðíûå òå-
ëüöà ðàñïîëàãàëèñü ó íèõ íà ïðîòèâîïîëîæíûõ êîíöàõ,
÷òî ÿâëÿåòñÿ î÷åâèäíûì ïðèçíàêîì ðàñõîæäåíèÿ ýòèõ
ÿäåð ïîñëå äåëåíèÿ (Roca et al., 2010).

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ÂÐ êîðîòêèõ âåðõóøå÷íûõ ôðàã-
ìåíòîâ, èçîëèðîâàííûõ îò ìàòåðèíñêîãî ìèöåëèÿ, ò. å.
ðàçâèâàþùèõñÿ ïðè äåôèöèòå ðåñóðñîâ, õàðàêòåðíî ñëå-
äóþùåå: 1) óìåíüøåíèå d ãèôû (ïðèìåðíî âäâîå); 2) çíà-
÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå Vóäë ãèôû ïðè ñîõðàíåíèè ðàíåå
ñóùåñòâîâàâøåé îðèåíòàöèè; 3) íàðóøåíèå ðèòìà âåòâ-
ëåíèÿ ãèôû ñ ïîÿâëåíèåì àíîìàëüíî áîëüøèõ ðàññòîÿ-

íèé ìåæäó ñîñåäíèìè âåòâÿìè, à òàêæå îñòàíîâêà â ðàç-
âèòèè íåêîòîðûõ çà÷àòêîâ áîêîâûõ âåòâåé; 4) ñîõðàíåíèå
ðèòìè÷íîñòè ñåïòèðîâàíèÿ è îòíîñèòåëüíîãî ïîñòîÿíñò-
âà ðàçìåðà ñåãìåíòà ãèôû; 5) ôîðìèðîâàíèå 1-é ñåïòû
ïðèìåðíî íà òîì æå ðàññòîÿíèè îò òî÷êè ðîñòà, ÷òî è ó
ìàòåðèíñêèõ ãèô; 6) íåñòàáèëüíîñòü ðàññòîÿíèÿ îò
1-é áîêîâîé âåòêè äî òî÷êè ðîñòà ïî ñðàâíåíèþ ñ ìàòå-
ðèíñêèìè ãèôàìè; 7) íàëè÷èå áåçúÿäåðíîé çîíû íà ó÷àñò-
êå 5—33 ìêì îò òî÷êè ðîñòà.

Îáñóæäåíèå

Òðàäèöèîííî ñ÷èòàëîñü, ÷òî îñíîâíîé äâèæóùåé ñè-
ëîé ÂÐ ÿâëÿåòñÿ òóðãîð, îäíàêî ðÿä íàáëþäåíèé ñòàâèò
ïîä ñîìíåíèå ýòó òî÷êó çðåíèÿ, îòâîäÿ òóðãîðó ðîëü äâè-

Âåðõóøå÷íûé ðîñò Neurospora crassa ïðè äåôèöèòå ðåñóðñîâ 639

Ò à á ë è ö à 2 (ïðîäîëæåíèå)

L0 d0
Vóäë,à

ìêì/ìèí
dê

L äî
1-é âåòêè

L ìåæäó ÍÂ
L äî

1-é ñåïòû
Ðàññòîÿíèÿ ìåæäó

íîâûìè ñåïòàìè, ìêì
ÂÔÍÑá

380 11 5.20 5.5 722 470, 310, 73 293 72, 100, 69, 54, 78, 66, 80,
100, 104, 103, 40, 99, 86, 105,
44, 76

4.7

310 14 6.40 5.5 712 222, 770 140 92, 72, 76, 78, 66, 82, 83, 72,
29, 31, 52, 58, 31, 46, 75, 76,
75, 70, 79, 72, 37, 91, 91, 34,
41, 41, 69

6.4

310 14 5.10 5.5 468 212, 223, 452 191 52, 58, 58, 106, 50, 46, 58, 47,
28, 22, 96, 77, 94, 55, 77, 106,
100, 66, 60, 51

4.8

476 14 8.80 8.0 265 65, 265, 1838, 436,
143

252 41, 66, 33, 55, 74, 28, 50, 63,
69, 33, 104, 36, 110, 38, 94,
102, 77, 74, 85, 135, 124, 132,
60, 82, 104, 110, 50, 104, 82,
50, 104, 72, 41, 82, 60, 28

9.5

371 � 25 12.8 � 0.5 6.7 � 0.5 6.3 � 0.4 492 � 127 369 � 90 210 � 15 68 � 2 6.5 � 0.4

n = 10 n = 10 n = 10 n = 10 n = 10 n = 19 n = 10 n = 257 n = 10

Ï ð è ì å ÷ à í è å. L0 — L èñõîäíàÿ äëèíà, d0, dê — d èñõîäíûé è êîíå÷íûé äèàìåòðû ñîîòâåòñòâåííî, èçìåðåíû â ìêì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
AxioVision LE íà êàäðàõ, ïîëó÷åííûõ ïðè ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè CFWà. Vóäë ðàññ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå ïðèðîñòà äëèíû ïî ëèäèðóþùåìó
íàïðàâëåíèþ êî âðåìåíè íàáëþäåíèÿ çà äàííûì ôðàãìåíòîì. á ÂÔÍÑ (âðåìÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñåãìåíòà) ðàññ÷èòûâàëè äëÿ êîíêðåòíîé ëèäèðóþùåé äî-
÷åðíåé âåòâè ôðàãìåíòà ïóòåì äåëåíèÿ âðåìåíè ðîñòà ýòîé âåòâè äî ìîìåíòà ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè CFW íà ÷èñëî ñåãìåíòîâ, ñôîðìèðîâàâøèõ-
ñÿ â íåé ê ýòîìó ìîìåíòó. Â êîíöå êàæäîãî ñòîëáöà óêàçàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû � ñòàíäàðòíûå îøèáêè, â ñêîáêàõ — ÷èñëî èçìåðåíèé (n).

Ðèñ. 4. Õàðàêòåðèñòèêè âåðõóøå÷íîãî ðîñòà ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìèöåëèåì (ñâåòëûå ñòîëáèêè) è ëèäèðóþùèõ äî÷åðíèõ âåòâåé èçî-
ëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ (òåìíûå ñòîëáèêè).

Âåëè÷èíû ðàññòîÿíèé (L) óìåíüøåíû â 10 ðàç.



æóùåé ñèëû íå ñòîëüêî äëÿ ðîñòà ãèôû, ñêîëüêî äëÿ ïðî-
äâèæåíèÿ ñêâîçü òâåðäûå ñóáñòðàòû èëè ïðîíèêíîâåíèÿ
â òêàíè äðóãèõ îðãàíèçìîâ (Money, 2001). Ïîìèìî òóðãî-
ðà â îáåñïå÷åíèè ÂÐ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå ìåõàíè÷åñêèå
ñèëû, ãåíåðèðóåìûå íà óðîâíå öèòîñêåëåòà. Ðàçíîîáðàç-
íûå ìåõàíîõèìè÷åñêèå ÀÒÔàçû èñïîëüçóþò ýíåðãèþ
ÀÒÔ äëÿ ïåðåìåùåíèÿ âäîëü ëèíåéíûõ òðåêîâ îðãàíåëë
èëè äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð.

Áëàãîäàðÿ äîñòèæåíèÿì ñîâðåìåííîé ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé áèîëîãèè íàêîïëåí áîëüøîé îáúåì äàííûõ î
ñòðóêòóðå è äèíàìèêå âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèñòåì, ïðèíè-
ìàþùèõ ó÷àñòèå â ÂÐ âåãåòàòèâíûõ ãèô N. crassa, ñîñòàâ-
ëåíû êàðòû-ñõåìû ìíîãèõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé, îïèñà-

íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìîëåêóë-ó÷àñòíèêîâ, â òîì ÷èñëå
áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ. Ñîçäàíèå öåëîñòíîé êàðòèíû ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè âçàèìîäåéñòâèé ìîëå-
êóë è âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ïðè ÂÐ îñëîæíÿåòñÿ
òåì, ÷òî ðàñòóùàÿ âåðõóøêà ãèôû N. crassa ðåøàåò îäíî-
âðåìåííî íåñêîëüêî çàäà÷ — óäëèíåíèå (ñ âûñîêîé ñêî-
ðîñòüþ), îðèåíòèðîâàíèå â ïðîñòðàíñòâå, íàêîïëåíèå âå-
ùåñòâà ïðî çàïàñ è ò. ä., êîòîðûå óïðàâëÿþòñÿ ðàçíûìè
ãåíàìè (Brand, Gow, 2009).

Â äåñÿòêàõ ëàáîðàòîðèé ìèðà âåäóòñÿ èíòåíñèâíûå
èññëåäîâàíèÿ ñâÿçè àêòèâíîñòè ãåíîìà ñ ôóíêöèÿìè
N. crassa, ïðè ýòîì àíàëèç ÂÐ ïðåäñòàâëÿåò íàèáîëüøèå
òðóäíîñòè (Seiler, Plamann, 2003; Borkovich et al., 2004;

640 Ò. Â. Ïîòàïîâà è äð.

Ò à á ë è ö à 3

Õàðàêòåðèñòèêè ðàñïðåäåëåíèÿ ÿäåð íà ïåðåäíèõ ó÷àñòêàõ âåòâåé ôðàãìåíòà,
ïðåäñòàâëåííîãî íà ðèñ. 5, ÷åðåç 1.5 ÷ ïîñëå èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ

Ïîëîæåíèå
èññëåäîâàííîãî
ó÷àñòêà íà ðèñ. 5

Vóäë,à ìêì/ìèí d,á ìêì L áåç ÿäåð,á ìêì
L, çàíÿòàÿ

ÿäðàìè,á ìêì
Äîëÿ ÿäåð

ñ 2 òåëüöàìè

(1) 7.65 4.64 33.00 36 1 èç 10

(2) 5.10 3.14 16.00 78 1 èç 13

(3) 5.10 3.44 9.00 110 1 èç 7

(4) 2.56 3.73 5.21 135 1 èç 17

(5) 10.20 3.82 12.43 112 2 èç 10

(6) 5.10 3.44 6.47 89 3 èç 7

à Vóäë îïðåäåëÿëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ôèêñàöèåé ôðàãìåíòà. á L è d îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision LE íà
ñîîòâåòñòâóþùèõ êàäðàõ, ïîëó÷åííûõ ïðè ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè DAPI.

Ðèñ. 5. Äèíàìèêà ðîñòà è ðàçâèòèÿ èçîëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà äëèíîé 700 ìêì.

à — ñðàçó ïîñëå èçîëÿöèè. á — ÷åðåç 90 ìèí; ïîñëå îöåíêè Vóäë ôðàãìåíò áûë çàôèêñèðîâàí è îêðàøåí DAPI. Íà ïåðåäíèõ êîíöàõ ëèäèðóþùåé âåòâè
ôðàãìåíòà è áëèæàéøèõ ê íåé áîêîâûõ âåòâåé áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ÿäðà. Äàííûå äëÿ ó÷àñòêîâ, âûäåëåííûõ ïðÿìîóãîëüíûìè ðàìêàìè è îáîçíà-

÷åííûõ öèôðàìè, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3.



Ïîòàïîâà, 2014). Õîòÿ óæå ÿñíî, ÷òî äëÿ ðåàëèçàöèè ÂÐ
ñóùåñòâåííà àêòèâíîñòü ïî ìåíüøåé ìåðå 50 ãåíîâ (Riqu-
elme et al., 2011), ïîêà íå óñòàíîâëåíû òî÷íûå ñîîòâåòñò-
âèÿ ìåæäó îòäåëüíûìè ïðîöåññàìè, ëåæàùèìè â îñíîâå
êëåòî÷íîãî ìîðôîãåíåçà, — ïåðåäà÷åé ñèãíàëîâ, îðãàíè-
çàöèåé öèòîñêåëåòà, ïîëÿðèçîâàííîé ñåêðåöèåé è ôîðìè-
ðîâàíèåì êëåòî÷íîé ñòåíêè. Îïðåäåëåííûå íàäåæäû àâ-
òîðû îáçîðíîé ðàáîòû (Riquelme et al., 2011) ñâÿçûâàþò ñ
íîâûìè òåõíè÷åñêèìè âîçìîæíîñòÿìè èññëåäîâàíèÿ êëå-
òî÷íîé áèîëîãèè N. crassa, òàêèìè êàê èñïîëüçîâàíèå
ïðèæèçíåííî ôëóîðåñöèðóþùèõ áåëêîâ (Freitag, Giuffet-
ti, 2001; Fuchs et al., 2002; Freitag et al., 2004).

Íà ïðîòÿæåíèè äåñÿòèëåòèé ýôôåêòèâíûì èíñòðó-
ìåíòîì èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ îñíîâ
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè âåãåòàòèâíîãî ìèöåëèÿ
N. ñrassa áûëî èñïîëüçîâàíèå ìóòàíòíûõ ëèíèé ýòîãî
ãðèáà ñ îïðåäåëåííûìè äåôåêòàìè òåõ èëè èíûõ ôóíê-
öèé. Ìû ïðåäëàãàåì ïðèíöèïèàëüíî èíîé ïîäõîä: èñ-
ïîëüçîâàíèå ãåíåòè÷åñêè íåèçìåíåííîé ëèíèè ãðèáà â
ëåãêî ðåàëèçóåìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ (èçîëÿ-
öèÿ âåðõóøêè âåãåòàòèâíîé ãèôû îò ìàòåðèíñêîãî ìèöå-
ëèÿ), ïðèâîäÿùèõ ê âûðàæåííîé íåñîãëàñîâàííîñòè òà-
êèõ âàæíûõ ïàðàìåòðîâ ÂÐ, êàê óäëèíåíèå, ñåïòèðîâàíèå
è âåòâëåíèå. Âàæíîå ñâîéñòâî ïðåäëàãàåìîé íàìè ìîäå-
ëè — âîçìîæíîñòü îöåíèâàòü ðàñïîëîæåíèå è ìîðôîëî-
ãèþ êàæäîãî îòäåëüíîãî ÿäðà (áëàãîäàðÿ óìåíüøåíèþ
äèàìåòðà äî÷åðíèõ ãèô èçîëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà).

Â ðàáîòå Ðîêà ñ ñîàâòîðàìè (Roca et al., 2010) ñ ïî-
ìîùüþ çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà áûëè äåòàëüíî
èññëåäîâàíû èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè ÿäðà N. ñrassa â
õîäå ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà. Ìû ïîëó÷èëè ïðèìåðíî òàêèå
æå ïîêàçàòåëè äëÿ ÿäåð, îêðàøåííûõ DAPI, â äî÷åðíèõ
âåòâÿõ èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ N. ñrassa (òàáë. 3;
ðèñ. 6). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ôîðìà ÿäåð òîæå âàðüè-
ðîâàëà îò îêðóãëîé äî ãðóøåâèäíîé è íà èõ ïîâåðõíîñòè
òàêæå îáíàðóæèâàëèñü îñîáûå áîëåå ÿðêî ôëóîðåñöè-
ðóþùèå îáðàçîâàíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëÿðíîìó òåëü-
öó, ñâÿçûâàþùåìó ÿäðî ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè (Thomp-
son-Cofee, Zicker, 1994; Minke et al., 1999a, 1999b; Riquel-
me et al., 2002; Ramos-Garcia et al., 2009). Ïî íàøèì
íàáëþäåíèÿì (òàáë. 3; ðèñ. 6), ñîñåäíèå ÿäðà íà ïåðåäíèõ
êîíöàõ ðàñòóùèõ äî÷åðíèõ âåòâåé èçîëèðîâàííûõ ôðàã-
ìåíòîâ äåëÿòñÿ àñèíõðîííî, êàê è ó ãèô, ñâÿçàííûõ ñ ìè-
öåëèåì (Minke et al., 1999a; Roca et al., 2010).

Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ñîçäàþò ïðåäñòàâëåíèÿ
îá îñîáîé ñòðóêòóðíîé óïîðÿäî÷åííîñòè ïåðåäíåãî êîí-

öà ãèôû äëèíîé 120—150 ìêì, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ñ ë å -
ä ó þ ù è å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è: 1) ïåðâàÿ ñåïòàëüíàÿ
ïåðåãîðîäêà îáðàçóåòñÿ íå áëèæå ïðèìåðíî 165 ìêì îò
òî÷êè ðîñòà âçðîñëîé ãèôû (Trinci, 1978, 1979; Del-
gado-Álvarez et al., 2014); 2) Í+-ATÔàçû (îñíîâíûå ãåíå-
ðàòîðû Em ó N. ñrassa) âñòðàèâàþòñÿ â ïëàçìàòè÷åñêèå
ìåìáðàíû íå áëèæå ïðèìåðíî 120 ìêì îò òî÷êè ðîñòà
(Riquelme et al., 2005; Fajardo-Somera et al., 2013); 3) íà
ïåðåäíèõ 150—200 ìêì ãèôû Em ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì
â äèñòàëüíîé ÷àñòè ãèôû (Slayman, Slayman, 1962; Pota-
pova et al., 1988); 4) íà ïåðåäíåì ó÷àñòêå äëèíîé 100—
150 ìêì ïðèíöèïèàëüíî ìåíÿåòñÿ õàðàêòåð äâèæåíèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê: îíè îðèåíòèðóþòñÿ ñòðîãî ïàðàëëåëüíî
îñè ãèôû è ïåðåìåùàþòñÿ óæå íå ïîòîêîì öèòîïëàçìû, à
ñ ïîìîùüþ ñîáñòâåííîé âåêòîðíîé ñáîðêè—ðàçáîðêè,
òðåáóþùåé ðàñõîäà ÀÒÔ (Mouriño-P*erez et al., 2006; Held
et al., 2010; Riquelme et al., 2011); 5) íà ðàññòîÿíèè
20—30 ìêì îò òî÷êè ðîñòà êîíöåíòðèðóþòñÿ íèòåâèäíûå
ìèòîõîíäðèè (Ïîòàïîâà è äð., 2011, 2013); 6) íà ðàññòîÿ-
íèè 20—30 ìêì îò òî÷êè ðîñòà îòñóòñòâóþò ÿäðà («çîíà,
ñâîáîäíàÿ îò ÿäåð» (Davis, 2000; Freitag et al., 2004)).

Äëÿ ïðîðîñòêîâ ñïîð N. crassa (Roca et al., 2010) ïî-
êàçàíî, ÷òî ñòðóêòóðíàÿ óïîðÿäî÷åííîñòü ïåðåäíåãî êîí-
öà ãèôû ôîðìèðóåòñÿ ïîñòåïåííî: êîãäà ïðîðîñòîê äî-
ñòèãàåò äëèíû îêîëî 150 ìêì, íà åãî ïåðåäíåì êîíöå ïî-
ÿâëÿåòñÿ Spitzenkorper (öåíòð àãðåãàöèè âåçèêóë),
ðàñïîëàãàþòñÿ â îïðåäåëåííîì ïîðÿäêå âíóòðèêëåòî÷íûå
îðãàíåëëû, ïîÿâëÿåòñÿ «çîíà, ñâîáîäíàÿ îò ÿäåð». Àíàëî-
ãè÷íàÿ ïîñòåïåííîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ñòðóêòóðíîé óïîðÿ-
äî÷åííîñòè ïåðåäíåãî êîíöà ãèôû îïèñàíà â èññëåäîâà-
íèÿõ ïîâåäåíèÿ ìèòîõîíäðèé è ìèêðîòðóáî÷åê ïðè áîêî-
âîì âåòâëåíèè.

Â ðàñòóùèõ ãèôàõ ïåðèîäè÷åñêè ïðîèñõîäÿò âåòâëå-
íèÿ: ëèáî ïóòåì äåëåíèÿ âåðõóøêè, ëèáî ïî÷êîâàíèåì íà
íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè îò çîíû ðîñòà. Ðàíåå ìû íàáëþäà-
ëè, ÷òî âåðõóøå÷íûå ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíä-
ðèé, êîòîðûå îáû÷íî ïðîäâèãàþòñÿ âïåðåä âìåñòå ñ óä-
ëèíåíèåì ãèôû, ïðè ðàçäâîåíèè âåðõóøêè ãèôû ðàñïðå-
äåëÿþòñÿ ìåæäó íîâûìè âåðõóøêàìè è äàëåå äâèãàþòñÿ
âìåñòå ñ íèìè (Ïîòàïîâà è äð., 2011, 2013). Â òî æå âðåìÿ
ïðè îáðàçîâàíèè áîêîâîé âåòâè ñíà÷àëà íàáëþäàåòñÿ áåñ-
ïîðÿäî÷íîå èíòåíñèâíîå äâèæåíèå â íåå âíóòðèêëåòî÷-
íîãî ñîäåðæèìîãî èç ïðèëåæàùèõ àïèêàëüíûõ è äèñòàëü-
íûõ ÷àñòåé ãèôû, è ëèøü ÷åðåç íåñêîëüêî ìèíóò íà âåð-
õóøêàõ ðàñòóùèõ âåòâåé ôîðìèðóþòñÿ ñêîïëåíèÿ
íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé.
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Â ñâÿçè ñ âåòâëåíèÿìè ãèôû îïèñàíû è äâà ðàçíûõ
òèïà ïîâåäåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê: 1) ïðè âåðõóøå÷íîì âåò-
âëåíèè ñêîïëåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â çîíå ðîñòà äåëÿòñÿ è
ðàñõîäÿòñÿ ïî íîâûì âåðõóøêàì; 2) ïðè áîêîâîì âåòâëå-
íèè ðàçðîçíåííûå ìèêðîòðóáî÷êè ñíà÷àëà áåñïîðÿäî÷íî
è äîñòàòî÷íî áûñòðî ïåðåíîñÿòñÿ â íîâóþ áîêîâóþ âåòâü
òîêîì öèòîïëàçìû, íî çàòåì ìåíÿþò õàðàêòåð äâèæåíèÿ:
îíî çàìåäëÿåòñÿ, íî ñòàíîâèòñÿ áîëåå îðãàíèçîâàííûì
(Mourino-Perez et al., 2006; Held et al., 2010; Riquelme
et al., 2011).

Âñå ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè îáëàäàþò ýôôåêòèâíû-
ìè ìåõàíèçìàìè äîñòàâêè ìèòîõîíäðèé ê ìåñòàì, ãäå ýòè
îðãàíåëëû ôóíêöèîíàëüíî íåîáõîäèìû (Trinci et al.,
1994; Lee, 1999; Levina, Lew, 2006; Westermann, 2008).
Â ãèôàõ N. crassa ìèòîõîíäðèè äâèæóòñÿ âäîëü ìèêðî-
òðóáî÷åê, èìåÿ íåîáõîäèìûé íàáîð ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêèõ äåòàëåé äëÿ âçàèìîäåéñòâèé ñ ýòèìè ñòðóêòóðàìè
(Prokisch et al., 2000; Davis, Perkins, 2002; Borkovich et al.,
2004; Harold, 2005; Kato et al., 2010; Requelme et al., 2011;
Wideman et al., 2012). Âîçìîæíî, ÷òî íèòåâèäíàÿ ôîð-
ìà — îäèí èç ïðèçíàêîâ íàëè÷èÿ òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ,
òàê êàê ïðè îñòàíîâêå ðîñòà èëè íà óäàëåíèè áîëåå
100 ìêì îò òî÷êè ðîñòà, ãäå ìèêðîòðóáî÷êè ðàñïîëàãàþò-
ñÿ õàîòè÷íî, îòñóòñòâóþò è ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòî-
õîíäðèé (Ïîòàïîâà è äð. 2013).

Ñ ïîìîùüþ GFP ïîêàçàíî, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè
N. crassa áûñòðî ðàçáèðàþòñÿ è ñîáèðàþòñÿ âíîâü, à òàê-
æå äâèãàþòñÿ ñ ïîòîêîì öèòîïëàçìû ê ðàñòóùåé âåðõóø-
êå ãèôû ÷åðåç êàíàëû â ìåæêëåòî÷íûõ ñåïòàõ è ïðîíèêà-
þò â íîâûå áîêîâûå âåòâè. Ïðè ýòîì â ñòâîëîâîé ÷àñòè
ãèôû âñå âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû äâèæóòñÿ âìåñòå ñ
ïîòîêîì öèòîïëàçìû, íî íà ïåðåäíåì ó÷àñòêå äëèíîé
100—150 ìêì ìèêðîòðóáî÷êè îðèåíòèðóþòñÿ ñòðîãî ïà-
ðàëëåëüíî îñè ãèôû è äâèãàþòñÿ âïåðåä óæå ñ ïîìîùüþ
ñîáñòâåííîé âåêòîðíîé ñáîðêè (ðàçáîðêè), îáðàçóÿ íà ïå-
ðåäíåì êîíöå ãèôû óïîðÿäî÷åííûé àíñàìáëü (Mouri-
no-Perez et al., 2006; Held et al., 2010; Riquelme et al.,
2011). Ïî îöåíêàì â ðàìêàõ ìàòåìàòè÷åñêîé ìîäåëè, êî-
ëè÷åñòâåííî õàðàêòåðèçóþùåé ðàáîòó ìèêðîòðóáî÷åê ïî
òðàíñïîðòó âåçèêóë ê ïåðåäíåìó êîíöó ãèôû N. ñrassa
(Sugden et al., 2007), óïîðÿäî÷åííûé àíñàìáëü ïðèìåðíî
èç 10 ìèêðîòðóáî÷åê ñïîñîáåí ðåøàòü çàäà÷ó äîñòàâêè ñ
íåîáõîäèìîé ñêîðîñòüþ â çîíó ðîñòà äîñòàòî÷íîãî êîëè-
÷åñòâà âåçèêóë ñ ìàòåðèàëàìè, íåîáõîäèìûìè äëÿ óäëè-
íåíèÿ ãèôû.

Ïðè ðàññìîòðåíèè âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ñîçäàíèÿ
è ïîääåðæàíèÿ óïîðÿäî÷åííîãî àíñàìáëÿ ìèêðîòðóáî÷åê
è ìèòîõîíäðèé íà ïåðåäíåì êîíöå ðàñòóùåé ãèôû ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êàêóþ-òî ðîëü â ýòîì ïðîöåññå ìîæåò
èãðàòü ýëåêòðè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü ïåðåäíåãî êîíöà
ãèôû (Ïîòàïîâà è äð., 2011, 2013; Potapova, 2012).

Ïî äàííûì ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ èçìåðåíèé è òå-
îðåòè÷åñêîãî ìîäåëüíîãî àíàëèçà (Potapova et al., 1988;
Takeuchi et al., 1988; Àñëàíèäè è äð., 1997; Ñìîëÿíèíîâ,
Ïîòàïîâà, 2003; Ïîòàïîâà, 2004), ïåðåäíèå êîíöû ãèô
äëèíîé îêîëî 200 ìêì âåäóò ñåáÿ êàê ó÷àñòêè, ëèøåííûå
ãåíåðàòîðîâ Em. Ó N. crassa îñíîâíûìè ãåíåðàòîðàìè Em

ÿâëÿþòñÿ Í+-ATÔàçû ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí (Slayman,
1997), à ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû âåðõóøåê âåãåòàòèâ-
íûõ ãèô N. crassa ëèøåíû H+-ÀÒÔàç (Riquelme et al.,
2005; Fajardo-Somera et al., 2013).

Ñðàâíèòåëüíî âûñîêèå çíà÷åíèÿ Em íà âåðõóøêàõ
ãèô ïðè íàëè÷èè ýëåêòðè÷åñêîé ñâÿçè âåðõóøåê ñ äèñ-
òàëüíûìè ÷àñòÿìè ãèôû ñîçäàþòñÿ ãåíåðàòîðàìè Em áî-
ëåå âçðîñëûõ êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ íà ðàññòîÿíèè

800—1000 ìêì îò ðàñòóùåãî êîíöà (Potapova et al., 1988).
Ïî äàííûì íàøèõ èçìåðåíèé ñ ïîìîùüþ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ìèêðîýëåêòðîäîâ íà ðàññòîÿíèè 100 ìêì (L1) îò ïå-
ðåäíåãî êîíöà ãèô N. crassa, Em ðàâåí ïðèáëèçèòåëüíî
–130 ìÂ (Em1), à íà ðàññòîÿíèè 400 ìêì (L2) — ïðèáëèçè-
òåëüíî –160 ìÂ (Em2) (Potapova et al., 1988; Ïîòàïîâà,
Áîéöîâà, 1997; Ïîòàïîâà, 2004). Èñõîäÿ èç ýòèõ âåëè÷èí
ìîæíî îöåíèòü íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ (Å)
âäîëü ïåðåäíåãî êîíöà ãèôû:

E = (Em2 – Em1)/(L2 – L1) = 30 ìÂ/300 ìêì = 100 Â/ì.

Èçîëèðîâàííûå ìèêðîòðóáî÷êè â ðàñòâîðå îðèåí-
òèðóþòñÿ è ìåíÿþò ñêîðîñòü äâèæåíèÿ ïîä âëèÿíèåì
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ íàïðÿæåííîñòüþ 2�103 Â/ì (Böh-
met al., 2005; Dujovne et al., 2008). Âîçìîæíî, ÷òî â óñëî-
âèÿõ æèâîé êëåòêè ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå íà ïîðÿäîê ìåíü-
øåé âåëè÷èíû ìîæåò îêàçàòü ðåãóëÿòîðíîå âëèÿíèå íà
îðèåíòàöèþ, ðàñïîëîæåíèå è ñêîðîñòü äâèæåíèÿ àíñàìá-
ëÿ ìèêðîòðóáî÷åê. Áîëåå òî÷íûé àíàëèç ýòîãî ïðåäïîëî-
æåíèÿ òðåáóåò ñîçäàíèÿ àäåêâàòíîé ìàòåìàòè÷åñêîé ìî-
äåëè.

Ïîêà åùå ìíîãî çàãàäî÷íîãî è íåïîíÿòíîãî â îáðàçî-
âàíèè íîâûõ áîêîâûõ âåòâåé ó ðàñòóùèõ ãèô. Â òå÷åíèå
ìíîãèõ ëåò ñîãëàñîâàííîñòü ïîÿâëåíèÿ íà ïåðåäíåì êîí-
öå ðàñòóùåé ãèôû ñíà÷àëà íîâîé ñåïòû, à çàòåì íîâîé áî-
êîâîé âåòêè çàñòàâëÿëà ïðåäïîëàãàòü ïðè÷èííî-ñëåäñò-
âåííóþ ñâÿçü ìåæäó ýòèìè ÿâëåíèÿìè: ñ÷èòàëîñü, ÷òî ïî-
ÿâëåíèå ñåïòû òîðìîçèò ïîòîê âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñîäåðæèìîãî âäîëü ãèôû è èíèöèèðóåò áîêîâîå âåòâëå-
íèå. Íà ìóòàíòíûõ ëèíèÿõ ñ áëîêàäîé ðàçëè÷íûõ ñòàäèé
ïðîöåññà âåòâëåíèÿ ïîêàçàíî (Dunlap et al., 2007), ÷òî
ïðîöåññ âåòâëåíèÿ ðåãóëèðóåòñÿ ãåíåòè÷åñêè è ñîñòîèò
ïî êðàéíåé ìåðå èç ÷åòûðåõ ñòàäèé: 1) îïðåäåëåíèÿ òî÷êè
íîâîãî âåòâëåíèÿ; 2) ðàçâèòèÿ ýòîé òî÷êè â çîíó ðîñòà;
3) ïîÿâëåíèÿ íîâîé âåòêè ñíà÷àëà â âèäå ïî÷êè; 4) ðàçâè-
òèÿ íîâîé âåòâè ñ ó÷àñòèåì ìèêðîòðóáî÷åê.

Ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì çà âåòâëåíèÿìè âåðõóøå÷-
íûõ ôðàãìåíòîâ, ðàñòóùèõ ïîñëå èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ,
âîçìîæíà íåçàâèñèìàÿ áëîêàäà ïî êðàéíå ìåðå äâóõ ïî-
ñëåäíèõ ñòàäèé ýòîãî ïðîöåññà; íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû
çà÷àòêè áîêîâûõ âåòâåé, íå ïîëó÷èâøèõ ðàçâèòèÿ. Òîð-
ìîæåíèå âåòâëåíèé â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå èçîëÿöèè îò ìè-
öåëèÿ ñ ïîñëåäóþùèì âîññòàíîâëåíèåì âåòâëåíèé ãîâî-
ðèò î òîì, ÷òî ïî ìåðå óäëèíåíèÿ ãèôû íàêàïëèâàþòñÿ
êàêèå-òî ðåñóðñû, íåîáõîäèìûå äëÿ âåòâëåíèÿ. Äëÿ äåòà-
ëèçàöèè ýòèõ ïðåäñòàâëåíèé íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëü-
íûå èññëåäîâàíèÿ. Èíòåðåñíàÿ îñîáåííîñòü ïðåäëàãàå-
ìîé íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè ñîñòîèò â òîì, ÷òî
åñëè ïðè ÂÐ â óñëîâèÿõ èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ âñå-òàêè ïî-
ÿâëÿþòñÿ áîêîâûå âåòêè, òî èõ ïîëîæåíèå íèêàê íå êîð-
ðåëèðóåò íè ñ ðàññòîÿíèåì äî òî÷êè ðîñòà, íè ñ ïîëîæå-
íèåì è êîëè÷åñòâîì ñåïò.

Â îáçîðíîé ðàáîòå Õàððèñ (Harris, 2008) ðàññìîòðåë
ðÿä ïðè÷èííî-ñëåäñòâåííûõ ñâÿçåé ìåæäó âåòâëåíèåì è
ñåïòèðîâàíèåì ãèôû â ïðîöåññå åå óäëèíåíèÿ, à òàêæå
ïðèçíàêè êîîðäèíàöèè âåòâëåíèé ñ ìèòîçàìè. Àâòîð ïî-
ëàãàåò, ÷òî èíèöèàöèÿ âåòâëåíèÿ ìîæåò áûòü êàê ñâÿçàíà
ñ ñåïòèðîâàíèåì (â òîì ÷èñëå ìîæåò áûòü âûçâàíà ñêîï-
ëåíèåì àêòèíîâûõ íèòåé, êîòîðîå ïî÷åìó-òî íå çàâåðøè-
ëîñü ñîçäàíèåì ñåïòû), òàê è ïðîèñõîäèòü íåçàâèñèìî îò
ñåïòèðîâàíèÿ.

Îñîáåííîñòè ïðîöåññîâ âåòâëåíèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ
ïðè äåôèöèòå ïîñòóïëåíèÿ ðåñóðñîâ ñî ñòîðîíû ìàòåðèí-
ñêîãî ìèöåëèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î íåçàâèñèìîñòè âåòâëå-
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íèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ ïðè ÂÐ, à òàêæå â ïîëüçó çíà÷èòåëü-
íîãî àâòîìàòèçìà ïðîöåññà ñåïòèðîâàíèÿ.

Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå äëÿ N. ñrassa îïèñàíû òðè
ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ ñåïòû (Mouriño-P*erez, 2013; Mouri-
ño-P*erez, Riquelme, 2013; Delgado-Álvarez et al., 2014): 1)
ñêîïëåíèå â îïðåäåëåííîì ìåñòå êëóáêà äëèííûõ íèòåé
àêòîìèîçèíà («septal actomyosin tangle», SAT); 2) ïðåâðà-
ùåíèå ýòîãî êëóáêà â ïëîòíîå êîëüöî («contractile acto-
myosin ring», CAR); 3) ñîêðàùåíèå CAR îäíîâðåìåííî ñ
âïÿ÷èâàíèåì âíóòðü ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è ôîðìè-
ðîâàíèåì ïîïåðå÷íîé êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Â ëèòåðàòóðå ïðèâîäÿòñÿ äàííûå î äèíàìèêå ïîÿâëå-
íèÿ êëþ÷åâûõ áåëêîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ñåïòèðî-
âàíèè (Delgado-Álvarez et al., 2014). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè
ñðåäíåé ñêîðîñòè ãèô Vóäë h 13 ìêì/ìèí îáðàçîâàíèå
êàæäîé íîâîé ñåïòû ïðîèñõîäèò ïðèìåðíî çà 6 ìèí. Ñåï-
òû ôîðìèðóþòñÿ ÷åðåç 93 � 2 ìêì (n = 36), íî 1-ÿ ñåïòà
ïîÿâëÿåòñÿ íà ðàññòîÿíèè 165 � 3 ìêì (n = 50) îò òî÷êè
ðîñòà. SAT ñîñòîèò èç òðîïîìèîçèíà è àêòîìèîçèíà
II êëàññà, ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîâûìè íèòÿìè, è ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé êëóáîê ðàçìåðîì îêîëî 35 ìêì â ìåñòå çàêëàäû-
âàíèÿ ñåïòû. Íà÷èíàåòñÿ ïðîöåññ ñåïòèðîâàíèÿ ñ ïîÿâëå-
íèÿ â îïðåäåëåííîì ìåñòå â êîðòèêàëüíîì ñëîå àêòèíî-
âûõ íèòåé. Ôîðìèðîâàíèå SAT çàíèìàåò îêîëî 3 ìèí, è
åùå îêîëî 2 ìèí óõîäèò íà ôîðìèðîâàíèå CAR. Ïî ìåðå
ôîðìèðîâàíèÿ CAR êëóáîê SAT, ïî êðàéíå ìåðå ÷àñòè÷-
íî, ìèãðèðóåò ê ñëåäóþùåìó ìåñòó ñåïòèðîâàíèÿ ñî ñêî-
ðîñòüþ 0.4 ìêì/ñ (n = 5), ÷òî âäâîå ìåíüøå Vóäë ãèô. Èíî-
ãäà ìèãðàöèÿ SAT íå ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ñåïòû;
òîãäà âåñü êëóáîê äâèæåòñÿ äàëüøå è ñîçäàåò ñåïòó â äðó-
ãîì ìåñòå. Â îáðàçîâàíèè CAR ó÷àñòâóåò ðÿä áåëêîâ
(òðîïîìèîçèí, ìèîçèí, ôîðìèí è ôèìáðèí), êîòîðûå èñ-
÷åçàþò ïîñëå çàâåðøåíèÿ ñåïòèðîâàíèÿ. Ïîñëå îáðàçîâà-
íèÿ CAR íà÷èíàåòñÿ âðàñòàíèå âíóòðü íîâîé ìåìáðàíû è
ïîÿâëÿåòñÿ àêòèâíîñòü õèòèíñèíòàç, çàâåðøàþùèõ îáðà-
çîâàíèå ñåïòàëüíîé ïåðåãîðîäêè.

Ïî íàøèì äàííûì, íîâûé ñåãìåíò ó âçðîñëûõ ãèô ñ
Vóäë = 20.0 � 1.2 ìêì/ìèí ôîðìèðóåòñÿ âäâîå áûñòðåå
(3.8 � 0.2 ìèí; òàáë. 1), ÷åì ó ãèô ñ Vóäë = 13 ìêì/ìèí
(6 ìèí ïî: Delgado-Álvarez et al., 2014) è ÷åì ó äî÷åðíèõ
âåòâåé èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ (6.5 � 0.4 ìèí ïðè
Vóäë = 6.7 � 0.5 ìêì/ìèí; òàáë. 2). Îáúÿñíåíèå ýòîãî ÿâëå-
íèÿ òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Íà îñíîâàíèè àíàëèçà ñîáñòâåííûõ äàííûõ è äàííûõ
èç ëèòåðàòóðû ïî óäëèíåíèþ, âåòâëåíèþ è ñåïòèðîâàíèþ
âåðõóøåê ãèô N. ñrassa ïðè äåôèöèòå ðåñóðñîâ (èçîëèðî-
âàííûå ôðàãìåíòû) è ïîëíîöåííîé ðåñóðñíîé ïîääåðæêå
ñî ñòîðîíû ìàòåðèíñêîãî ìèöåëèÿ (ãèôû, ñâÿçàííûå
ñ ìèöåëèåì) ìû ìîæåì ïðåäñòàâèòü ñ ë å ä ó þ ù ó þ
è å ð à ð õ è þ ñ ò ð ó ê ò ó ð í û õ ç à ä à ÷, î á å ñ ï å ÷ è â à þ -
ù è õ Â Ð: íàëè÷èå îðãàíèçîâàííîãî àíñàìáëÿ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ñòðóêòóð íà ïåðåäíåì êîíöå ãèôû äëèíîé
100—150 ìêì, íå äîïóñêàþùåãî ôîðìèðîâàíèÿ 1-é ñåï-
òû íà ðàññòîÿíèè, áëèæå ÷åì ~150 ìêì îò òî÷êè ðîñòà;
ðèòìè÷íîñòü ñåïòèðîâàíèÿ ñ ïðèìåðíî ïîñòîÿííûì ðàñ-
ñòîÿíèåì ìåæäó ñåïòàìè; î÷åâèäíàÿ çàâèñèìîñòü ðàçâè-
òèÿ íîâûõ áîêîâûõ âåòâåé îò ïîñòóïëåíèÿ ðåñóðñîâ ñî
ñòîðîíû áîëåå âçðîñëûõ ó÷àñòêîâ ãèôû.

Ðàñòóùàÿ âåðõóøêà ãèôû N. crassa îäíîâðåìåííî
îñóùåñòâëÿåò íåñêîëüêî ôóíêöèé — óäëèíåíèå, îðèåíòè-
ðîâàíèå â ïðîñòðàíñòâå, çàïàñàíèå âåùåñòâ è ò. ä. Îá îñî-
áîé âàæíîñòè ôóíêöèè óäëèíåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò òî,
÷òî äàæå â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ðåñóðñîâ (ïðè èçîëÿ-
öèè ðàñòóùåé ãèôû îò ìèöåëèÿ) îáñëóæèâàþùèé óäëè-
íåíèå âûñîêîîðãàíèçîâàííûé àíñàìáëü âíóòðèêëåòî÷-

íûõ ñòðóêòóð â îáëàñòè ïåðåäíèõ 150 ìêì ïîëíîöåííî
ôóíêöèîíèðóåò, îãðàíè÷èâàÿ ìåñòîïîëîæåíèå ñåïòû,
áëèæàéøåé ê òî÷êå ðîñòà.

Ðàçðàáîòàííàÿ íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü íåñî-
ãëàñîâàííîñòè ïðîöåññîâ âåòâëåíèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ ïðè
ÂÐ, ïîçâîëÿþùàÿ îöåíèâàòü ìîðôîëîãèþ è ðàñïîëî-
æåíèå îòäåëüíûõ ÿäåð íà ïåðåäíåì êîíöå ãèôû, ìîæåò
îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì àíàëèçå ìî-
ëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè âçàèìî-
äåéñòâèé âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, îáåñïå÷èâàþùèõ
âåðõóøå÷íûé ðîñò âåãåòàòèâíîé ãèôû N. ñrassa.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ ïðèçíàòåëüíîñòü
Ò. À. Áåëîçåðñêîé çà ïðåäîñòàâëåíèå øòàììà N. crassa è
êóëüòóðàëüíûõ ñðåä.
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TIP GROWTH OF NEUROSPORA CRASSA IN THE CONDITIONS OF THE RESOURCE DEFICIENCY:

IMPAIRMENTS IN THE COHERENCE OF ELONGATION, BRANCHING, AND SEPTATION

T. V. Potapova,1 L. Yu. Boitsova, S. A. Golyshev, A. Ya. Dunina-Barkovskaya

A. N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Moscow M. V. Lomonosov State University, Moscow, 119991;
1 e-mail: potapova@genebee.msu.su

With the aid of intracellular fluorescent probes, peculiarities of elongation, branching, septation, and nuc-
leus morphology have been studied in isolated 400-mm-long apical fragments of Neurospora ñrassa hyphae
growing for several hours without the influx of the nutrient materials from the mycelium. We found that: 1) the
diameter and growth rate of newly developing branches decreased as compared to intact mycelium (from
10—20 to 6.5 � 0.4 mm and from 24 � 1 to 6.7 � 0.5 mm/min, respectively), but the initial orientation of
growth did not change; 2) the branching rhythm was altered; abnormally long internode distances appeared (up
to 1471 mm), and the development of some side-branch buds ceased; 3) the character of the septation remained
unchanged, as well as the hyphal segment length (68 � 2 mm). In hyphae growing for 4.5—5.0 h in isolation
from the whole mycelium, the distance between the tip and the first septum was 210 � 15 mm, which was com-
parable with the respective value in intact mycelium, whereas the mean distance between the growth tip and the
first side branch (492 � 127 mm) and the dispersion of this parameter was considerably higher than in intact
mycelium. In branches growing in isolation from the intact mycelium for 1.5—4.5 h, the length of the nucle-
us-free apical zones near the growth tip (from 5 to 33 mm) and the nucleus morphology were similar to the res-
pective characteristics known for the N. ñrassa mycelium. The experimental model described here can be used
for the investigations of molecular and genetic mechanisms regulating the interactions between intracellular
structures involved in the tip growth of N. ñrassa.

K e y w o r d s: Neurospora crassa, tip growth, branching, septation, nuclear distribution, intercellular
interactions.
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