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Ò. Â. Ïîòàïîâà è äð.
Ðîñò è ðàçâèòèå èçîëèðîâàííûõ âåðõóøåê ãèô Neurospora crassa â ñðåäå ñ ñîðáèòîì

Èçâåñòíî, ÷òî çàìåíà â ñðåäå ëåãêî óòèëèçèðóåìîé ãëþêîçû íà òðóäíî óòèëèçèðóåìûé ñîðáèò ïðè-
âîäèò ó Neurospora crassa ê àêòèâàöèè áîëüøîãî ÷èñëà ðàíåå ðåïðåññèðîâàííûõ ãåíîâ è èçìåíåíèÿì ìå-
òàáîëèçìà, êîòîðûå íà êëåòî÷íîì óðîâíå ïðîÿâëÿþòñÿ â çíà÷èòåëüíîé âàêóîëèçàöèè öèòîïëàçìû. Èñ-
ñëåäîâàíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ è õàðàêòåðèñòèê ðîñòà èçîëèðîâàííûõ âåðõóøå÷íûõ ôðàã-
ìåíòîâ ãèô N. crassa ïîêàçàëî, ÷òî â ñðåäå ñ ñîðáèòîì èçîëÿöèÿ îò ìàòåðèíñêîãî ìèöåëèÿ ïðèâîäèò ê
òàêèì æå íàðóøåíèÿì ñîãëàñîâàííîñòè óäëèíåíèÿ, âåòâëåíèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ, êàê è îïèñàííûå íàìè
ðàíåå äëÿ ñðåäû ñ ãëþêîçîé. Èçìåíåíèÿ ìåòàáîëèçìà, âûçâàííûå çàìåíîé èñòî÷íèêà óãëåðîäà, íå âëèÿ-
þò íà ðàçìåð ñåãìåíòà ãèôû è íà ðàññòîÿíèå îò òî÷êè ðîñòà äî 1-é ñåïòû, à òàêæå íà ìîðôîëîãèþ è ðàñ-
ïðåäåëåíèå ÿäåð.

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, ñîðáèò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÐ — âåðõóøå÷íûé ðîñò, CFW — calcofluor white, DAPI — 4R,6-äè-
àìèíî-2-ôåíèëèíäîë, Em — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, Vel — ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ ãèôû.

Ìèöåëèàëüíûå ãðèáû îñâàèâàþò âíåøíþþ ñðåäó ïó-
òåì âåðõóøå÷íîãî ðîñòà (ÂÐ) — óäëèíåíèÿ íà ïåðåäíèõ
êîíöàõ âåãåòàòèâíûõ ãèô. Äëÿ ÂÐ âçðîñëîé âåãåòàòèâíîé
ãèôû Neurospora crassa õàðàêòåðíà ñòðîãàÿ ñòðóêòóðíàÿ
óïîðÿäî÷åííîñòü ïåðåäíåãî êîíöà äëèíîé 100—200 ìêì
ïî ñëåäóþùèì ïàðàìåòðàì.

1. Íåïîñðåäñòâåíííî íà ïåðåäíåì êîíöå ðàñïîëàãàåò-
ñÿ Spitzenkorper, èëè öåíòð ðàñïðåäåëåíèÿ âåçèêóë (êîòî-
ðûé ñîñòîèò èç âåçèêóë, ðèáîñîì, àêòèíîâûõ âîëîêîí è
àìîðôíîãî ìàòåðèàëà íåèçâåñòíîé ïðèðîäû) (Davis,
2000). 2. Íà ïåðåäíåì ó÷àñòêå äëèíîé ~20—30 ìêì îáíà-
ðóæèâàþòñÿ ñêîïëåíèÿ íèòåâèäíûõ ìèòîõîíäðèé (Ïîòà-
ïîâà è äð., 2013). 3. Íà ðàññòîÿíèè ~20—30 ìêì îò òî÷êè
ðîñòà îòñóòñòâóþò ÿäðà («çîíà, ñâîáîäíàÿ îò ÿäåð») (Da-
vis, 2000; Freitag et al., 2004; Ïîòàïîâà è äð., 2016).
4. Í+-ATÔàçû — îñíîâíûå ãåíåðàòîðû Em ó N. ñrassa —
âñòðàèâàþòñÿ â ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû íà ðàññòîÿíèè
íå áëèæå ~120 ìêì îò òî÷êè ðîñòà (Riquelme et al., 2005;
Fajardo-Somera et al., 2013). 5. Çíà÷åíèå Em íà ïåðåäíåì
ó÷àñòêå äëèíîé 150—200 ìêì ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â
äèñòàëüíîé ÷àñòè ãèôû (Slayman, Slayman, 1962; Potapova
et al., 1988). 6. Íà ïåðåäíåì ó÷àñòêå äëèíîé 100—150 ìêì
ïðèíöèïèàëüíî ìåíÿåòñÿ õàðàêòåð äâèæåíèÿ ìèêðîòðó-
áî÷åê: îíè óæå ïåðåìåùàþòñÿ íå ïîòîêîì öèòîïëàçìû, à
ñ ïîìîùüþ ñîáñòâåííîé âåêòîðíîé ñáîðêè-ðàçáîðêè, òðå-
áóþùåé ðàñõîäà ÀÒÔ, è ïðè ýòîì îðèåíòèðóþòñÿ ñòðîãî

ïàðàëëåëüíî îñè ãèôû (Mouriño-P*erez et al., 2006; Sugden
et al., 2007; Held et al., 2010; Riquelme et al., 2011). 7. Ïåð-
âàÿ ñåïòàëüíàÿ ïåðåãîðîäêà îáðàçóåòñÿ íà ðàññòîÿíèè íå
áëèæå ~150 ìêì îò òî÷êè ðîñòà âçðîñëîé ãèôû (Delga-
do-Álvarez et al., 2014; Ïîòàïîâà è äð., 2016).

Â ñîçäàíèå îïèñàííîé âûøå ñòðóêòóðíî-ìîëåêóëÿð-
íîé «ìàøèíû óäëèíåíèÿ» (Ïîòàïîâà è äð., 2016) ìîæåò
âíîñèòü âêëàä ïðîäîëüíîå ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå, îõàðàêòå-
ðèçîâàííîå â ñâîå âðåìÿ äëÿ N. crassa â ýëåêòðîôèçèîëî-
ãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ (Slayman, Slayman, 1962; Potapo-
va et al., 1988; Takeuchi et al., 1988).

Ìû ïðåäëàãàåì (Ïîòàïîâà è äð., 2016; Potapova, Go-
lyshev, 2016) íîâóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü: âåðõó-
øå÷íûå ôðàãìåíòû ãèô äëèíîé ~400 ìêì, êîòîðûå ïîñëå
èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ ïðîäîëæàþò ðîñò â ïðåæíåì íà-
ïðàâëåíèè, íî ñ óìåíüøåíèåì äèàìåòðà è ñêîðîñòè óäëè-
íåíèÿ, ÷òî î÷åíü óäîáíî äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ïà-
ðàìåòðîâ ôëóîðåñöåíöèè. Ïðèíöèïèàëüíîå îòëè÷èå ðîñ-
òà è ðàçâèòèÿ ýòîé ìîäåëè îò èíòàêòíûõ ãèô, ñâÿçàííûõ ñ
ìèöåëèåì, — íàðóøåíèå â ñòàíäàðòíûõ ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâèÿõ ðèòìè÷íîñòè âåòâëåíèÿ ñ ïîÿâëåíèåì àíîìàëü-
íî áîëüøèõ ìåæóçëîâûõ ðàññòîÿíèé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåðèëè ïîâåäåíèå ýòîé
ìîäåëè â óñëîâèÿõ çàìåíû â ñðåäå ãëþêîçû íà ñîðáèò.
Ìèöåëèé N. crassa, êàê ïðàâèëî, âûðàùèâàþò â ëàáîðàòî-
ðèÿõ íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ëåãêîäîñòóïíûå
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èñòî÷íèêè óãëåðîäà — ñàõàðîçó èëè ãëþêîçó (2 %), ÷òî
ïðèâîäèò ê êàòàáîëèòíîé ðåïðåññèè, à èìåííî ê èíãèáè-
ðîâàíèþ òðàíñïîðòåðîâ è ôåðìåíòîâ, ñâÿçàííûõ ñ óñâîå-
íèåì àëüòåðíàòèâíûõ èñòî÷íèêîâ óãëåðîäà, òàêèõ, íà-
ïðèìåð, êàê ìàííîçà, ìàëüòîçà èëè ãàëàêòîçà. Óäàëåíèå
èç ñðåäû ëåãêîäîñòóïíûõ èñòî÷íèêîâ óãëåðîäà ïðèâîäèò
ê «äåðåïðåññèè», êîãäà ïîñëåäîâàòåëüíî àêòèâèðóþòñÿ
ó÷àñòêè ãåíîìà, óïðàâëÿþùèå òðàíñïîðòåðàìè è ôåðìåí-
òàìè, íåîáõîäèìûìè äëÿ óñâîåíèÿ äðóãèõ óãëåâîäíûõ
ñóáñòðàòîâ (Davis, 2000). Ïî îöåíêàì àêòèâíîñòè 1335 ãå-
íîâ N. crassa, 19 % èç íèõ àêòèâèðóþòñÿ â óñëîâèÿõ äå-
ôèöèòà ãëþêîçû (Xie et al., 2004).

Ìû èññëåäîâàëè ïàðàìåòðû óäëèíåíèÿ, ñåïòèðîâà-
íèÿ è âåòâëåíèÿ èçîëèðîâàííûõ âåðõóøåê ãèô N. crassa,
à òàêæå ìîðôîëîãèþ è ðàñïðåäåëåíèå ÿäåð â óñëîâèÿõ çà-
ìåíû â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå 2 % ãëþêîçû (ëåãêî óòèëè-
çèðóåìîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà) íà 2 % ñîðáèòà, óòèëèçà-
öèÿ êîòîðîãî òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ
óñèëèé.

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
(äèêîãî òèïà øòàììà RL3-8a [FGSC 2218]), ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåííûå Fungal Genetics Stock Center (Kansas,
ÑØÀ), âûñåâàëè íà ïîâåðõíîñòü àãàðèçîâàííîé ñðåäû
Ôîãåëÿ, îáîãàùåííîé 2 % ãëþêîçû; ôîðìèðóþùèéñÿ ìè-
öåëèé âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò ïðè 24 °C, à çàòåì ïî-
ìåùàëè íà 2—3 ñóò â õîëîäèëüíèê ïðè 4 °Ñ. Äëÿ ýêñïå-
ðèìåíòîâ âûðåçàëè èç ýòîé çàïàñíîé êóëüòóðû íåáîëü-
øîé 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 ïåðåâîç-
áóæäåíèÿ ìèöåëèÿ ñèíåé ÷àñòüþ ñâåòîâîãî ñïåêòðà (Pota-
pova et al., 1984; Ñîêîëîâñêèé, Áåëîçåðñêàÿ, 2000). ×å-
ðåç 15—18 ÷ âûðåçàëè êóñî÷êè öåëëîôàíà ðàçìåðîì
~2 � 2 ñì ñ ïåðåäíèìè êðàÿìè ìèöåëèÿ, òùàòåëüíî ïðî-
ìûâàëè ñðåäîé Ôîãåëÿ, ñîäåðæàùåé 2 % ñîðáèòà âìåñòî
ãëþêîçû, è ïåðåêëàäûâàëè ìèöåëèåì ââåðõ â ìàëûå ÷àø-
êè Ïåòðè ñ àãàðèçîâàííîé ñðåäîé, òàêæå ñîäåðæàùåé ñîð-
áèò. ×åðåç 2 ÷, êîãäà âåðõóøêè ëèäèðóþùèõ ãèô âûõîäè-
ëè íà àãàð çà êðàé öåëëîôàíà íà ðàññòîÿíèå >2000 ìêì,
ïðîâîäèëè êîíòðîëüíóþ ôîòîñúåìêó äëÿ îöåíêè ñêîðî-
ñòè óäëèíåíèÿ (Vel) ëèäèðóþùèõ âåðõóøåê. Äëÿ äàëüíåé-
øèõ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ñî çíà÷åíèåì
Vel > 20 ìêì/ìèí. Ó ëèäèðóþùèõ ãèô èçîëèðîâàëè âåðõó-
øå÷íûå ôðàãìåíòû äëèíîé 300—700 ìêì, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Ïîòàïîâà è äð., 2011), è íàáëþäàëè çà èõ ðîñòîì è
ðàçâèòèåì â òå÷åíèå ~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
ó ãðèáîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè è ñåïò (Hickey et al., 2005).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÿäåð êóëüòóðû ôèêñèðîâàëè 3.5%-íûì
ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà â ìàëûõ ÷àøêàõ Ïåòðè â ñðåäå
Ôîãåëÿ â òå÷åíèå 10 ìèí è ïðîìûâàëè âîäîé. Çàòåì âûðå-
çàëè êóñî÷åê àãàðîâîãî áëîêà ñ èíòàêòíûìè ãèôàìè èëè ñ
èçîëèðîâàííûìè ôðàãìåíòàìè è ïåðåêëàäûâàëè ìèöåëè-
åì âíèç â êàìåðó ñ äíîì èç ïîêðîâíîãî ñòåêëà â ðàñòâîð

DAPI (1 ìêã/ìë) (Sigma-Aldritch, ÑØÀ) — ôëóîðåñöåíò-
íîãî ìàðêåðà ÿäåðíîé ÄÍÊ, øèðîêî èñïîëüçóåìîãî ïðè
èññëåäîâàíèè ãðèáîâ (Schnedl et al., 1977; Thompson-Co-
fee, Zicker, 1994).

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 Vel 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 (ïîëîñà ïðîïóñêàíèÿ âîçáóæäàþùåãî ôèëü-
òðà 365/12 íì, äåëèòåëüíîãî çåðêàëà — 395 íì è çàïè-
ðàþùåãî øèðîêîïîëîñíîãî ôèëüòðà — 397 íì). Ïàðàë-
ëåëüíî ðåãèñòðèðîâàëè ôàçîâî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå
êàæäîãî ïîëÿ çðåíèÿ. Äëÿ ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèé èñ-
ïîëüçîâàëè öèôðîâóþ êàìåðó ORCA II ERG-2 (Hamamat-
su Photonics, ßïîíèÿ).

Àíàëèç èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû AxioVision LE. Â êà÷åñòâå õàðàêòåðèñòèê ÂÐ èñïîëü-
çîâàëè ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû: L0 — èñõîäíàÿ äëèíà èçî-
ëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà; DT — âðåìÿ ïîñëå èçîëÿöèè
ôðàãìåíòà; Vel — ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ, ïîëó÷åííàÿ äåëå-
íèåì ïðèðîñòà äëèíû íà ñîîòâåòñòâóþùåå âðåìÿ; Lapic —
äëèíà àïèêàëüíîãî ñåãìåíòà (ðàññòîÿíèå îò òî÷êè ðîñòà
äî 1-é ñåïòû); Ls — äëèíà ãèôàëüíîãî ñåãìåíòà (ðàññòîÿ-
íèå ìåæäó ñîñåäíèìè ñåïòàìè); DTs — ñðåäíÿÿ ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ñåãìåíòà. Ðàññòîÿíèÿ è äëè-
íû èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision LE (Carl
Zeiss Microimaging, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìèíèìàëüíàÿ äëèíà âåðõóøå÷íîãî ôðàãìåíòà, ïðî-
äîëæàâøåãî óäëèíÿòüñÿ ïîñëå èçîëÿöèè, ñîñòàâëÿëà ïðè-
ìåðíî 300 ìêì. Áîëåå êîðîòêèå ôðàãìåíòû, êàê ïðàâèëî,
îïóñòåâàëè ïîñëå îïåðàöèè. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó
2—3-é ñåïòàëüíûõ ïåðåãîðîäîê, âíîâü ñôîðìèðîâàâøèõ-
ñÿ íà ïåðåäíåì êîíöå, ñåïòàëüíûå ïîðû åùå íå ñïîñîáíû
ê çàêóïîðèâàíèþ, êîòîðîå óáåðåãàåò öèòîïëàçìàòè÷åñêîå
ñîäåðæèìîå îò âûòåêàíèÿ (ðèñ. 1). Èçîëèðîâàííûå ôðàã-
ìåíòû äëèíîé îêîëî 300 ìêì óäëèíÿþòñÿ íàìíîãî ìåä-
ëåííåå, ÷åì ñîñåäíèå ñ íèì âåòâè ãèô, ñâÿçàííûå ñ ìèöå-
ëèåì, êîòîðûå â òå÷åíèå ~1 ÷ çàêðûâàþò èçîëèðîâàííûå
ôðàãìåíòû îò íàáëþäåíèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ ïðîäîëæè-
òåëüíûõ íàáëþäåíèé ìû ïîñëå èçîëÿöèè âåðõóøå÷íûõ
ôðàãìåíòîâ ìåõàíè÷åñêè óäàëÿëè ìàòåðèíñêèé ìèöåëèé.

Ïî äàííûì, ïîëó÷åííûì äëÿ 51 èçîëèðîâàííîãî âåð-
õóøå÷íîãî ôðàãìåíòà, 5 ôðàãìåíòîâ äëèíîé îò 150 äî
220 ìêì ïîëíîñòüþ ïîòåðÿëè öèòîïëàçìó, 19 âåðõóøåê
äëèíîé îò 150 äî 400 ìêì ñîõðàíèëè öèòîïëàçìó, íî ïðå-
êðàòèëè óäëèíåíèå ïîñëå èçîëÿöèè, 27 âåðõóøåê äëèíîé
îò 260 äî 580 ìêì ïðîäîëæèëè óäëèíÿòüñÿ ñî ñêîðîñòüþ
îò 1.1 äî 9.3 ìêì/ìèí, ÷òî çàìåòíî ìåíüøå, ÷åì ó èíòàêò-
íûõ ãèô.

Èçîëèðîâàííûé ôðàãìåíò, ïðåäñòàâëåííûé íà ðèñ. 2, à
ñ íà÷àëüíîé äëèíîé L0 = 330 ìêì, ñîõðàíèë íàïðàâëåíèå
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óäëèíåíèÿ. ×åðåç 3 ÷ ðîñòà áåç ñâÿçè ñ ìèöåëèåì, êîãäà
Vel ýòîãî ôðàãìåíòà ñîñòàâëÿëà 5.5 ìêì/ìèí, ó íåãî áûëà
èçîëèðîâàíà âåðõóøêà äëèíîé ~400 ìêì ñ ïîìîùüþ ëî-
êàëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ ìèêðîèãëîé (ðèñ. 2, á). Ýòà îïå-
ðàöèÿ ïðèâåëà ê óìåíüøåíèþ Vel äî 1.8 ìêì/ìèí, íî íå
èçìåíèëà íàïðàâëåíèå óäëèíåíèÿ. Ïîñëå 60-ìèíóòíîãî
àâòîíîìíîãî ðîñòà ýòîãî ôðàãìåíòà îí ñîñòîÿë èç âåðõó-
øå÷íîãî ñåãìåíòà äëèíîé 154 ìêì è åùå 6 ñåãìåíòîâ
äëèíîé ñîîòâåòñòâåííî 90, 66, 45, 64, 45 è 47 ìêì (ðèñ. 2,
â). Åùå ÷åðåç 30 ìèí Vel ýòîãî ôðàãìåíòà óâåëè÷èëàñü äî
4.0 ìêì/ìèí è ó íåãî ñôîðìèðîâàëàñü 1 íîâàÿ ñåïòà, òàê
÷òî ïîÿâèëñÿ âåðõóøå÷íûé ñåãìåíò äëèíîé 214 ìêì è
ñëåäîì çà íèì — ñåãìåíò äëèíîé 55 ìêì (ðèñ. 2, ã). Íà
ðèñ. 2, ä ó ýòîãî ôðàãìåíòà âèäíà èíòåíñèâíàÿ âàêóîëèçà-
öèÿ öèòîïëàçìû, õàðàêòåðíàÿ äëÿ èçìåíåíèé ìåòàáîëèç-
ìà ïðè äåôèöèòå ãëþêîçû.

Âàêóîëè ó N. crassa ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â çàïàñàíèè è
óòèëèçàöèè ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ, ïîääåðæàíèè ðÍ è
èîííîãî áàëàíñà è ò. ï. (Robertson, Rizvi, 1968; Davis,
2000; Slayman et al., 1994; Potapova et al., 2007; Bowman,
Bowman, 2010). Óñèëåííîå îáðàçîâàíèå âàêóîëåé íà÷èíà-
åòñÿ ÷åðåç íåñêîëüêî ìèíóò ïîñëå ïîìåùåíèÿ ãðèáà â
ñðåäó ñ äåôèöèòîì ãëþêîçû, à ÷åðåç íåñêîëüêî ÷àñîâ âà-
êóîëè óæå çàíèìàþò äî 80 % âíóòðèãèôàëüíîãî ïðî-
ñòðàíñòâà (Slayman, Potapova, 2006; Potapova et al., 2007;
Ïîòàïîâà è äð., 2008).

Â òàáëèöå è íà ðèñ. 3 ñóììèðîâàíû äàííûå äëÿ 20 èí-
òàêòíûõ ãèô è 9 èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ, èìåâøèõ â
ñðåäíåì L0 = 462 � 86 ìêì. Ïðè ðîñòå â ñðåäå ñ ñîðáèòîì,
êàê è â ñðåäå ñ ãëþêîçîé (Ïîòàïîâà è äð., 2016), îêàçà-
ëîñü íàðóøåííûì âåòâëåíèå, íî ñîõðàíèëèñü ñòàáèëüíû-
ìè âåëè÷èíà ñåãìåíòà ãèôû è ðàññòîÿíèå îò òî÷êè ðîñòà
äî 1-é ñåïòû.

Áëàãîäàðÿ ñíèæåííîé ñêîðîñòè óäëèíåíèÿ è ìåíüøå-
ìó äèàìåòðó ãèô ó èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ìû îò÷åò-
ëèâî íàáëþäàëè ÿäðà (ðèñ. 4) è ñìîãëè êîëè÷åñòâåííî
îöåíèòü èõ ðàñïîëîæåíèå è ìîðôîëîãèþ, íå îáíàðóæèâ
ïî ýòèì ïîêàçàòåëÿì ïðèíöèïèàëüíûõ îòëè÷èé îò èçâåñò-
íûõ äëÿ âåãåòàòèâíûõ ãèô N. crassa â ñòàíäàðòíûõ ëàáî-
ðàòîðíûõ óñëîâèÿõ (Davis 2000). Íà âåðõóøêàõ ãèô áûëà
çîíà, ñâîáîäíàÿ îò ÿäåð, çà ïðåäåëàìè êîòîðîé ÿäðà ðàñ-
ïîëàãàëèñü äðóã çà äðóãîì ÷åðåç 4—7 ìêì. Èíîãäà ÿäðà
îáðàçîâûâàëè íåáîëüøèå ãðóïïû ñ ïðîìåæóòêàìè ìåæäó
íèìè 10—15 ìêì.

Òàêèì îáðàçîì, íåçàâèñèìî îò ìåòàáîëè÷åñêèõ èçìå-
íåíèé, âûçûâàåìûõ çàìåíîé â ñðåäå èñòî÷íèêà óãëåðîäà,
èçîëèðîâàííûå âåðõóøå÷íûå ôðàãìåíòû ãèô N. crassa,
âî-ïåðâûõ, ïðîäîëæàþò óäëèíÿòüñÿ â ïðåæíåì íàïðàâëå-
íèè, íî ñ ìåíüøèì äèàìåòðîì è ñ ìåíüøåé ñêîðîñòüþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûì ìèöåëèåì; âî-âòîðûõ, ïîääåðæè-
âàþò òàêèìè æå, êàê ó èíòàêòíîãî ìèöåëèÿ, äëèíó ñåã-
ìåíòà è ðàññòîÿíèå îò òî÷êè ðîñòà äî 1-é ñåïòû; â-òðåòü-
èõ, íå îáðàçóþò áîêîâûõ âåòâåé â ïåðâûå 1—2 ÷ ïîñëå
èçîëÿöèè; â-÷åòâåðòûõ, íå îáíàðóæèâàþò èçìåíåíèé â
ìîðôîëîãèè è ðàñïðåäåëåíèè ÿäåð.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå î÷åíü ïîíÿòíû äåòàëè ìåòàáî-
ëèçìà ñîðáèòà ó N. crassa. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ó ýòîãî
ãðèáà ñîðáèò ïîñòóïàåò èç ñðåäû ñ ïîìîùüþ ïåðåíîñ÷èêà
àêâàïîðèíà. Àêâàïîðèíû (àêâàãëèöåðîïîðèíû) îòíîñÿòñÿ
ê ãðóïïå òðàíñìåìáðàííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ ïîëèîëîâ. Îíè
âñòðå÷àþòñÿ ó ðàçíûõ âèäîâ ãðèáîâ (Petterson et al., 2005;
Hohmann, 2007) è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â çàùèòå îò îñìî-
òè÷åñêîãî ñòðåññà (Liu et al., 2015).

Áëèçêèé ðîäñòâåííèê N. crassa ãðèá-àñêîìèöåò As-
pergillus niger, òàêæå êàê N. crassa, ñïîñîáåí èñïîëüçî-
âàòü ñîðáèò êàê èñòî÷íèê óãëåðîäà. Ó ýòîãî ãðèáà åñòü
ñîðáèòîëäåãèäðîãåíàçà, êîòîðàÿ êàòàëèçèðóåò ïðåâðàùå-
íèå ñîðáèòà âî ôðóêòîçó, èñïîëüçóÿ êàê êîôàêòîð NAD
(Desai et al., 1969; Jennings, 1985). Ïîëó÷åííàÿ ôðóê-
òîçà èñïîëüçóåòñÿ â ïðîöåññå ãëèêîëèçà. Â ãåíîìå N. cras-
sa ïðèñóòñòâóþò äâà ãåíà àêâàïîðèíà NCU01905 è
NCU07022. Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäïî-
ëàãàåìîãî áåëêà, êîäèðóåìîãî NCU07022, íà 24.9 %
èäåíòè÷íà àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîðáè-
òîëäåãèäðîãåíàçû A. niger (UniProt: http://www.uniprot.
org/uniprot/A0A117E3U8). Ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ýòîãî
áåëêà N. ñrassa ïîêà íå èçó÷åíû.

Íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûìè è ñòàáèëüíûìè ïàðàìåò-
ðàìè ÂÐ, óñòîé÷èâûìè ê çàìåíå ëåãêî ìåòàáîëèçèðóåìî-
ãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà íà áîëåå òðóäíî ìåòàáîëèçèðóå-
ìûé, îêàçàëèñü âåëè÷èíà ñåãìåíòà (ðàññòîÿíèå ìåæäó ñî-
ñåäíèìè ñåïòàìè) è ðàññòîÿíèå îò òî÷êè ðîñòà äî 1-é
ñåïòàëüíîé ïåðåãîðîäêè. Ïðè àíàëèçå ýòèõ äàííûõ ìû
âûÿâèëè åùå îäèí õàðàêòåðíûé ïàðàìåòð — âðåìÿ ôîð-
ìèðîâàíèÿ ñåãìåíòà, êîòîðûé îêàçàëñÿ â íåïîñðåäñòâåí-
íîé çàâèñèìîñòè îò ñêîðîñòè óäëèíåíèÿ (ðèñ. 5). Åñëè ó
èíòàêòíûõ ãèô, ðàñòóùèõ ñî ñêîðîñòüþ 20 ìêì/ìèí è áî-
ëåå, âðåìÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñåãìåíòà ñîñòàâëÿåò 2—3 ìèí,
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Ðèñ. 1. Ýôôåêòû, âûçûâàåìûå ïîâðåæäåíèåì êëåòî÷íîé ñòåíêè è ïëàçìàëåììû ãèô Neurospora crassa ìèêðîèãëîé, çàâèñÿò îò
ðàññòîÿíèÿ ìåæäó çîíîé ïîâðåæäåíèÿ è òî÷êîé ðîñòà.

à, á — ïîâðåæäåíèå íàíåñåíî ïåðåä ïåðâûì óçëîì âåòâëåíèÿ; à — ôàçîâûé êîíòðàñò; á — ôëóîðåñöåíöèÿ Calcofluor white (CFW). â — ïîâðåæäåíèå
íàíåñåíî âáëèçè âòîðîãî óçëà âåòâëåíèÿ (ñòðåëêàìè óêàçàíî ïîëîæåíèå ñåïò).
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Ðèñ. 2. Óäëèíåíèå è ðàçâèòèå òèïè÷íûõ èçîëèðîâàííûõ âåðõóøå÷íûõ ôðàãìåíòîâ Neurospora crassa.

à — òðè ôðàãìåíòà äëèíîé 330, 320 è 260 ìêì ïîëíîñòüþ îòäåëåíû îò ìàòåðèíñêîãî ìèöåëèÿ; á — ñïóñòÿ 3 ÷ âåðõóøêà ôðàãìåíòà L0 = 330 ìêì áûëà
èçîëèðîâàíà âòîðè÷íî ïóòåì íàíåñåíèÿ ëîêàëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ ìèêðîèãëîé (âûäåëåíî ðàìêîé): äëèíà ïîâòîðíî èçîëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà
~400 ìêì; â — ôëóîðåñöåíöèÿ CFW â ïîâòîðíî èçîëèðîâàííîì ôðàãìåíòå ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå èçîëÿöèè; ã — òîò æå ôðàãìåíò åùå ÷åðåç 30 ìèí; ä, å —
çîíà ëîêàëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ: ôàçîâûé êîíòðàñò (ä) è ôëóîðåñöåíöèÿ CFW (å). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à, á — 500 ìêì; â, ã — 200 ìêì; ä, å — 20 ìêì.

Õàðàêòåðèñòèêè ÂÐ èíòàêòíûõ ãèô è èçîëèðîâàííûõ âåðõóøåê ãèô â ñðåäå ñ ñîðáèòîì

Âàðèàíò îïûòà
Äèàìåòð,

ìêì
Vel, ìêì/ìèí

Äëèíà, ìêì DTs — âðåìÿ
ôîðìèðîâàíèÿ

íîâîãî ñåãìåíòà,
ìèí

îò òî÷êè ðîñòà
äî 1-ãî óçëà
âåòâëåíèÿ

àïèêàëüíîãî
ñåãìåíòà

ãèôû ìåæäó
äâóìÿ óçëàìè

âåòâëåíèÿ

Ls (ðàññòîÿíèå
ìåæäó äâóìÿ

ñåïòàìè)

Èíòàêòíûå ãèôû
(n = 20)

11.6 � 0.4 18.9 � 1.0 171.0 � 2.4 209.5 � 9.3 161 � 24 70.3 � 1.7 4.3 � 0.5

Èçîëèðîâàíûå âåð-
õóøêè ãèô
(n = 9)

7.2 � 0.3 8.9 � 1.5 473 � 71 239 � 15 Íå áûëî
âåòâëåíèé

72.1 � 3.9 11.6 � 2.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêà. Äëÿ èíòàêòíûõ ãèô Vel èçìåðÿëè íåïîñðåäñòâåííî ïî õîäó ðåãèñòðàöèè ñâå÷åíèÿ CFW,
äëÿ èçîëèðîâàííûõ îò ìèöåëèÿ ôðàãìåíòîâ — âû÷èñëÿëè êàê îòíîøåíèå ïðèðîñòà ê ñîîòâåòñòâóþùåìó èíòåðâàëó âðåìåíè. Äëÿ èíòàêòíûõ ãèô DTs

âû÷èñëÿëè èñõîäÿ èç äàííûõ î äëèíå ó÷àñòêà âåðõóøêè, íàáëþäàåìîãî â ïîëå çðåíèÿ (600—700 ìêì), ÷èñëà ñåãìåíòîâ â äàííîì ïîëå çðåíèÿ è íåïî-
ñðåäñòâåííî ðåãèñòðèðóåìîé Vel. Äëÿ ôðàãìåíòîâ DTs âû÷èñëÿëè êàê âðåìÿ ïîñëå èçîëÿöèè, äåëåííîå íà ÷èñëî âíîâü îáðàçîâàâøèõñÿ ñåãìåíòîâ.
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Ðèñ. 3. Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè èíòàêòíûõ ãèô Neu-
rospora crassa (÷åðíûå ñòîëáèêè) è èçîëèðîâàííûõ âåðõóøå÷-
íûõ ôðàãìåíòîâ (áåëûå ñòîëáèêè) â ñðåäå ñ ñîðáèòîì âìåñòî

ãëþêîçû.

1 — äèàìåòð, 2 — ñêîðîñòü ðîñòà, 3 — ñðåäíÿÿ äëèíà âåðõóøå÷íîãî ñåã-
ìåíòà (ïîêàçàíî 0.1 äëèíû), 4 — ñðåäíÿÿ äëèíà ñåãìåíòà (ïîêàçàíî
0.1 äëèíû), 5 — ñðåäíåå âðåìÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñåãìåíòà, 6 — ñðåäíåå ðàñ-
ñòîÿíèå îò âåðõóøêè äî ïåðâîãî óçëà âåòâëåíèÿ (ïîêàçàíî 0.05 ðàññòîÿ-
íèÿ). Ïî âåðòèêàëè — çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ 1, 3, 4, 6, ìêì; 2 — ìêì/ìèí;

5 — ìèí. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî.

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå ÿäåð â âåðõóøêàõ ãèô.

à — ëèäèðóþùàÿ âåðõóøêà ãèôû, ñâÿçàííîé ñ ìèöåëèåì; á — àïèêàëüíûé ñåãìåíò âåòâè ïåðâîãî ïîðÿäêà ñâÿçàííîé ñ ìèöåëèåì ãèôû; â — ëèäèðóþ-
ùàÿ âåðõóøêà ôðàãìåíòà, èçîëèðîâàííîãî îò ìàòåðèíñêîãî ìèöåëèÿ. ßäðà îêðàøåíû DAPI. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.

Ðèñ. 5. Ñâÿçü ìåæäó ñêîðîñòüþ óäëèíåíèÿ ãèô è âðåìåíåì
ôîðìèðîâàíèÿ ñåïò (ñåãìåíòîâ).

Êâàäðàòèêè — èíòàêòíûé ìèöåëèé, êðóæêè — èçîëèðîâàííûå âåðõó-
øå÷íûå ôðàãìåíòû. Ñâåòëûå ñèìâîëû — ñðåäà ñ ñîðáèòîì, òåìíûå
ñèìâîëû — ñðåäà ñ ãëþêîçîé (ïîêàçàíî äëÿ ñðàâíåíèÿ ïî: Ïîòàïîâà
è äð., 2016). Òåìíûé òðåóãîëüíèê — çíà÷åíèå, ïîëó÷åííîå äëÿ èíòàêò-
íûõ ãèô â ñðåäå ñ ãëþêîçîé â ýêñïåðèìåíòàõ ñ GFP (Delgado-Álvarez

et al., 2014).



òî ó èçîëèðîâàííîãî ôðàãìåíòà, ïðåäñòàâëåííîãî íà
ðèñ. 2, ïðè Vel = 1.8 ìêì/ìèí íà ôîðìèðîâàíèå ñåãìåíòà
äëèíîé 55 ìêì ïîòðåáîâàëîñü 29.5 ìèí.

Âàæíåéøåé ôóíêöèåé ñåïòàëüíûõ ïåðåãîðîäîê ÿâëÿ-
åòñÿ äåëåíèå ãèôû íà ñåãìåíòû, êîòîðûå ïðè ëîêàëüíîì
ïîâðåæäåíèè ñìîãóò âûæèòü è äàòü íà÷àëî íîâîìó ìèöå-
ëèþ. Î÷åâèäíî, ÷òî òàêîé ñåãìåíò äîëæåí îáëàäàòü íàáî-
ðîì ñòðóêòóð, íåîáõîäèìûõ è äîñòàòî÷íûõ äëÿ âûæèâà-
íèÿ è äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ. Ñ ïîìîùüþ ïðèæèçíåííûõ
ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ îïèñàíà íà ìîëåêóëÿðíî-ãåíå-
òè÷åñêîì óðîâíå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîáûòèé ïðè ôîð-
ìèðîâàíèè 1-é ñåïòû â ïðîöåññå ÂÐ (Mouriño-Pérez, 2013;
Mouriño-Pérez, Riquelme, 2013; Delgado-Álvarez et al.,
2014; Riquelme, Martinez-Nunez, 2016). Ñíà÷àëà íà ðàñ-
ñòîÿíèè ~165 ìêì îò òî÷êè ðîñòà â êîðòèêàëüíîì ñëîå
öèòîïëàçìû ïîÿâëÿåòñÿ îñîáûé àêòîìèîçèíîâûé êëóáîê
(SAT), êîòîðûé çàòåì ïðåîáðàçóåòñÿ â ñîêðàòèìîå àêòî-
ìèîçèíîâîå êîëüöî (CAR) îäíîâðåìåííî ñ ëîêàëüíûì
âïÿ÷èâàíèåì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, çàòåì CAR ñî-
êðàùàåòñÿ, ïðîäîëæàåòñÿ âïÿ÷èâàíèå ìåìáðàíû, è îáðà-
çóåòñÿ ïîïåðå÷íàÿ êëåòî÷íàÿ ñòåíêà. Ïîñëå îáðàçîâàíèÿ
ïîïåðå÷íîé ñòåíêè ÷àñòü ìîëåêóë, ñîñòàâëÿþùèõ SAT
(àêòèíà è ìèîçèíà-2), ïîêèäàåò ýòî ìåñòî è ìèãðèðóåò ê
ñëåäóþùåìó ìåñòó ñåïòèðîâàíèÿ, ãäå SAT çàÿêîðèâàåòñÿ
è äàåò íà÷àëî íîâîìó CAR.

Óâåëè÷åííàÿ äëèíà 1-ãî ñåãìåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ
îñòàëüíûìè ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà îñîáîé ñòðóêòóð-
íîé óïîðÿäî÷åííîñòüþ ïåðåäíèõ 100—200 ìêì, â ÷àñòíî-
ñòè íàëè÷èåì íà ýòîì ó÷àñòêå ãèôû æåñòêîé ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê (Sugden et al., 2007) è ñêîïëåíèÿ íèòåâèä-
íûõ ìèòîõîíäðèé (Potapova 2012; Ïîòàïîâà è äð., 2013).
Âñÿ ýòà ñîâîêóïíîñòü âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ìîæåò
÷èñòî ìåõàíè÷åñêè ïðåïÿòñòâîâàòü ïðèáëèæåíèþ SAT ê
òî÷êå ðîñòà. Òåì íå ìåíåå îñòàåòñÿ âîïðîñ: ÷òî ñëóæèò
ñèãíàëîì ê çàÿêîðèâàíèþ SAT, êîãäà íåò ìåõàíè÷åñêèõ
ïðåïÿòñòâèé ê ïðîäâèæíèþ âïåðåä, è êàê ýòîò ìåõàíèçì
îòñëåæèâàåò ðàññòîÿíèå îò ïðåäûäóùåé ñåïòû?

Ôîðìèðîâàíèå áîêîâûõ âåòâåé îêàçàëîñü â ñðåäå ñ
ñîðáèòîì, êàê è ðàíåå â ñðåäå ñ ãëþêîçîé (Ïîòàïîâà è äð.,
2016), ÷óâñòâèòåëüíî ê èçîëÿöèè îò ìèöåëèÿ. Ïðèíÿòî
ñ÷èòàòü, ÷òî äëÿ íîðìàëüíîãî ÂÐ íåîáõîäèìî ïîñòóï-
ëåíèå íà ïåðåäíèé êîíåö ãèôû ÿäåð èç ó÷àñòêîâ ãèôû,
óäàëåííûõ íà ~960 ìêì. Â êàæäîì ñåãìåíòå âçðîñëîé
ãèôû ñîäåðæèòñÿ 20—30 ÿäåð ðàçìåðîì 2—3 ìêì, êîòî-
ðûå äåëÿòñÿ àñèíõðîííî ñ ïåðèîäîì 80—90 ìèí (Davis,
2000) è ïåðåíîñÿòñÿ âäîëü ãèôû ïîòîêîì öèòîïëàçìû
(Abadeh, Lee, 2013). Âðåìÿ çàäåðæêè â âåòâëåíèè èçîëè-
ðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò ïðîäîë-
æèòåëüíîñòè öèêëà äåëåíèÿ ÿäåð, îäíàêî äëÿ óñòàíîâëå-
íèÿ êîíêðåòíûõ ìåõàíèçìîâ ðîëè âðåìåííîãî äåôèöèòà
ÿäåð â íàðóøåíèè âåòâëåíèÿ ïðè ÂÐ èçîëèðîâàííûõ îò
ìèöåëèÿ ôðàãìåíòîâ íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëüíûå èññëå-
äîâàíèÿ.

Àâòîðû áëàãîäàðíû Ê. Ë. Ñëýéìàíó (C. L. Slayman,
Yale Univ., ÑØÀ) çà îáñóæäåíèå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ, à òàêæå È. Í. Ñûòåíêî (ÎÎÎ «ÄèàêîìLTD») çà ïðå-
äîñòàâëåííóþ öèôðîâóþ êàìåðó Canon.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîé ïðî-
ãðàììû ¹ 0120.0 894191.
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IN THE SORBITOL-CONTAINING MEDIUM
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It is known that replacement of easily metabolized glucose by non-utilizable sorbitol in the growth medium
induced activation of previously repressed genes in Neurospora crassa and alterations in metabolism manifes-
ted in a substantial vacuolization of the cytoplasm. Studies of morphological parameters and growth characte-
ristics of N. crassa isolated hyphal tips have shown that isolation from the mycelium led to the same impair-
ments in the elongation, branching, and septation coherence as were described earlier for the isolated tips gro-
wing in glucose-supplemented medium. Metabolic shifts induced by the substitution of the carbon source did
not affect hyphal segment size, distance between growing tip and the first septum, and morphology and spatial
distribution of the nuclei.

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