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СИСТЕМА ТАКСИСУ У ГААО- ТА АЛКАЛО- 
ТОЛЕРАНТНОЇ ЦІАНОБАКТЕРІЇ OSCILLA TORIA 
BREVIS. ФЕНОТИПОВИЙ ПОШУК “ HATPOMETPA”

Швидкість ковзкого руху трихомів ціанобактерії Oscillatoria brevis залежить 
від pH середовища та вмісту іонів натрію. За умов лужної pH та концент­
рації Na+ 10 мМ швидкість руху трихомів зменшувалась на 50%.
Зниження рівня трансмембранного електричного потенціалу за допомогою 
протонофора карбонілціанід-т-хлорфенілгідразону (ХКФ) або трансмем­
бранного хімічного потенціалу натрію за допомогою Na+/H+ антипортера 
моненсину призводило до значного підвищення частоти змін напрямку руху 
(реверсій) трихомами Oscillatoria brevis.
Вперше отримано експериментальні дані, що свідчать про існування меха­
нізму рецепції рівня трансмембранного електрохімічного потенціалу іонів 
Na+ (A|iNa+) у клітинах Oscillatoria brevis.
Подібна система була передбачена В.П. Скулачовим [8] і отримала назву 
“натрометр”.
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Одним із засобів пристосування бактерій до зміни умов навколиш нього сере­
довищ а є система таксису. Рецепція змін умов оточую чого середовища бактерія­
ми та  відповідна зміна частоти реверсій (реверсія — зм іна напрямку руху б ак­
терії*) є найважливіш ими етапами таксису бактерій.

Раніш е було з ’ясовано, що протонний насос ф отосинтетичного апарату гало- 
бактерій (галородопсин) здатний функціонувати як ф оторецептор [6].

Зроблено припущ ення, що рецепторна функція галородопсину реалізується як 
пристрій, який вимірює електрохімічний градієнт протонів на мембрані. Цей гіпо­
тетичний пристрій отрим ав назву “п ротом етра” [1, 4]. В ідповідно до гіпотези 
В. П .С кулачова про молекулярний протом етр, підвищення рівня трансм ем бран­
ного електрохімічного потенціалу протонів (Д р.Н+) індукує атрактантні відповіді, 
а зменшення рівня А \хН+ індукує репелентні відповіді бактеріальної клітини. При 
низьких рівнях А цН + реверсії повністю пригнічую ться. Ця гіпотеза добре коре­
лю є з результатам и досліджень аеро- та фототаксису у різноманітних бактерій [9].

В ідомо, що ковзкий рух ціанобактерій періодично зупиняється реверсіями, 
частота яких залеж ить від умов культивування та властивостей культури [4, 5]. 
Н ещ одавно було доведено, що велика кількість ціанобактерій не спромож на ге­
нерувати А [і Н + за умов луж ного середовищ а з підвищеним вмістом натрію  [2]. 
Відомо, що за таких умов ефективним джерелом біологічної енергії є електрохі­
мічний градієнт іонів натрію  (A |iN a+).

В ідповідно до цього, у ціанобактерій, які меш каю ть в екстремальних умовах, 
що сприяю ть генерації Ap.Na+, повинен існувати інший молекулярний пристрій
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Система таксису у О. brevis

для вимірю вання AjiNa+ на цитоплазматичній мембрані —  “натром етр” або, за 
В. П. С кулачовим , “содіом етр” [8].

Гало- та  алкалотолерантна ціанобактерія Oscillatoria brevis, для якої була про­
демонстрована здатність до генерації та утилізації AjiNa+ [3], обрана нами як об’єкт 
дослідження в експериментах по виявленню  системи “натром етра” на спрягаю ­
чих мембранах ц іанобактерій , що меш каю ть у лужному середовищі.

Матеріали та методи дослідження

М орська гало- та  алкалотолерантна ц іанобактерія Oscillatoria brevis була ви­
ділена із солоноводного Куяльницького лиману (м. Одеса). А льгологічно чисту 
культуру вирощ ували в лю міностаті за умов постійного освітлення (1000 люкс) 
та температури 25 °С. Культивування ц іанобактерії провадили в середовищі ASN 
III такого складу (в г/л): N aC I —  25; N a 2C 0 3 —  0,02; M g S 0 4-7H20  —  3,5; K C l —  
0,5; M gCl2 —  2,5; N a N 0 3 —  0,75; C aC l2 -  0,5; K Br —  0,1; F e S 0 4-7H20 —  0,003; 
K2H P 0 4 —  0,002; N a 2ED TA -5 мг/л; вітамін B I2 —  2 мкг/л; розчин мікроелементів — 
1 мл/л. С клад розчину мікроелементів (г/л): Н 3В 0 3 —  2,86; M n S 0 4-4H20  —  1,86; 
C u S 0 4*5H20  —  0,02; N a 2M o 0 4-2H20  — 0,04. Реакцію  середовищ а (pH ) встановлю ­
вали 9,5 або 7 за допом огою  CAPS буферної системи.

Розчини для експериментів готували на основі м одиф ікованого ростового се­
редовища, в якому зміню вали концентрації солей N a + та  К + відповідно до вимог 
експерименту. У випадку повного виклю чення N a + із середовища, солі, що містять 
N a+, заміню вали на аналогічні солі К +.

Для підготовки трихомів О. brevis до м ікроскопування суспензію трихомів на­
носили на покривне скельце, занурене в 0,5 мл середовищ а культивування. Т ри­
валість та  умови інкубації культури зміню вали залежно від мети експерименту. 
Перед експериментом готували тимчасові відкриті або герметично закриті пре­
парати. В останньом у випадку препарати зберігали у вологій камері.

Ш видкість руху трихомів ціанобактерій вимірю вали за допомогою  окулярної 
лінійки, об ’єкт-м ікром етра та  секундоміра, вимірю ю чи час, протягом  якого три ­
хом переміщується на певну відстань.

Вибірку з 20— 25 вимірів швидкості руху трихомів оціню вали за стандартними 
статистичними параметрами. Оцінювання довірчого інтервалу середнього арифме­
тичного провадили, використовую чи критерій С тью дента за рівня значності 0,1.

Оцінку інтенсивності світлового потоку провадили за допомогою  ф отом ет­
ричної насадки (Ф М ЕЛ -1а) до мікроскопу Л Ю М А М -И З та циф рового вольтм ет­
ра. Виміри здійсню вали при діаметрі зонду 0,5 мкм.

Результати та аналіз результатів дослідження

Д ля  проведення фенотипового пошуку “натром етра” у ціанобактерії Oscillatoria 
brevis на перш ому етапі було необхідно визначити діапазон pH та  концентрації 
іонів N a + у середовищі, які б сприяли максимальній таксисній реакції гало- та 
алкалотолерантної ц іанобактерії Oscillatoria brevis, яка в лужних умовах генерує 
електрохімічний градієнт іонів натрію  замість А\хН+ П ри цьому враховувалось, 
що максимальні таксисні реакції будуть спостерігатися за умови зменшення ш вид­
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кості руху трихом ів до 20— 50% від ш видкості руху у стандартном у ростовому 
середовищі, що теоретично мусить співпадати з відповідним зниженням рівня елек­
трохім ічного трансм ем бранного градієнту іонів натрію . Тому вивчали залежність 
ш видкості руху трихом ів від концентрації N a + у середовищ ах з двом а ф іксовани­
ми pH : 7,0 та  9,5.

Результати експериментів відображ ені на рис. 1. Н изька ш видкість руху три ­
хомів спостерігалася в д іапазоні концентрацій  N a + від 1 до 10 м М , коли значення 
pH  дорівню вало 7. За лужних умов рух бактерій  блокувався майж е повністю.

0 25 50 75 100 125 150 175 200 [Na4], mM

Рис. 1. Залежність швидкості руху трихомів О. brevis від концентрації Na+ при pH 7 та pH 9,5

В д іап азо н і ко н ц ен тр ац ій  N a + в ід  10 до 50 мМ  та  pH  9,5 ш видкість  руху 
трихом ів О. brevis складала 50— 80% від м аксим альної. М аксим альна швидкість 
руху спостерігалася, коли концентрація N a + перевищ увала 100 мМ . Виходячи з 
цих результатів, для подальш их досліджень ми використовували  середовищ е з 
концентрацією  N a + 10 мМ  та pH  9,5.

З метою  знайти  ефективний інструмент для модуляції рівня електрохім ічного 
потенціалу іонів натрію  на цитоплазм атичній  м ембрані О. brevis при пороговій 
концентрації натрію  у середовищ і, з ’ясовували вплив додатку  проникаю чого ка ­
тіону К + на фоні 10 мМ  N a +.

100 мМ ксі 100 мМ КСІ

Рис. 2. Вплив додатку 100 мМ КС1 до середовища на швидкість руху та частоту реверсій 
трихомів Oscillatoria brevis: а — швидкість руху трихомів, б — частота реверсій трихомів
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П ри порівнянні ш видкостей руху трихом ів у середовищ ах з 10 мМ  N a + та  
100 мМ  КС1 виявлено зменш ення ш видкості руху трихомів з 1,4 до 0,96 мкм/с 
(рис. 2, а).

Зменшення ш видкості руху трихомів трапляється завдяки зниженню загал ь­
ного рівня м ем бранного потенціалу за додатку  100 мМ  хлориду калію  до середо­
вища. П ри вивченні частоти реверсій трихом ів у середовищі з хлоридом калію  
було з ’ясовано, що близько 30% трихом ів зміню ю ть напрям ок руху з частотою  
1/50 с"1 (рис. 2, б). Н аведена частота значно більш а частоти реверсій трихомів у 
контрольному середовищ і без хлориду калію  (1/160 с"1).

Цей ф акт м ож на пояснити тим , що за  наявності хлориду калію  у середовищі 
знижується рівень м ем бранного потенціалу у О. brevis і це призводить до підви­
щення частоти реверсій напрямку руху у трихомів.

Не виклю чено, що ця реакція є адаптивною  відповіддю  ціанобактерії на не­
сприятливі умови для генерації A}iNa+. Н аведені дані узгоджую ться з припущ ен­
ням, що A |iN a+ є важ ливим ком понентом  механізму регуляції таксису у бактерій.

Згідно з концепцією  існування у О. brevis системи “ натром етра” , введення в 
середовище речовин, знижую чих A |iN a+, призводить до генерування сигналу т а к ­
сису та підвищ ення частоти реверсій трихомів.

П ротоноф ор карбон ілц іан ід -т-хлорф ен ілгідразон  (Х КФ ) використовувався 
для зниження A T (AT —  електрична складова Ap.Na+) на цитоплазм атичній  мем­
брані ц іанобактерій . Дослідж ення провадили при двох концентраціях протоно- 
фора: 5 \хМ та  10 цМ. П ри концентрації Х К Ф  5 цМ  ш видкість руху трихомів 
О. brevis у порівнянні з контролем  зменш увалась н езн ач н о —  на 15— 18%. Дія 
більшої концентрації Х К Ф  (10 |іМ ) призводила до падіння ш видкості руху на 
40%. Н аявність 10 |іМ  Х К Ф  підвищ увала частоту реверсій у частини трихом ів з 
1/160 (с"1) до 1/45 (с~‘). П ри подальш ій інкубації трихомів з Х К Ф , частота реверсій 
поверталась до  контрольного  рівня.

Це явищ е можна пояснити тим, що на початкових етапах дії протоноф ора відбу­
вається різке падіння A |iN a+ за рахунок зниження AT. М ож ливо, деполяризація 
мембрани сприймається “ натром етром ” , котрий , в свою чергу, генерує внутріш ­
ньоклітинний сигнал, який  ви кликає реверсію  напрям ку руху ц іан обактер ії. 
Відновлення вихідної частоти реверсій оброблених Х К Ф  трихомів можна пояс­
нити подальш ою  стабілізацією  A |iN a+ та  адаптацією  “ натром етра” до його рівня.

Спостереж уваний таксисний відгук трихом ів залеж ить від ф ізіологічного ста­
ну культури ц іанобактерії. М олодим  трихом ам , які ш видко розм нож ую ться, вл а ­
стива висока здатність до зміни частоти реверсій за наявності Х К Ф . Таксисний 
відгук трихом ів за  умов стац іонарної фази росту культури був значно менш ий, 
можливо завдяки  потовщ енню  клітинної стінки та  зниженню її проникливості.

Електронейтральний N a +/H + антипортер моненсин використовувався для змен­
шення A pN a на цитоплазм атичній  м ем брані ц іанобактерій . П ри концентрації 
моненсину 5 |іМ  ш видкість руху трихом ів зниж увалась на 25%. Х арактер  таксис- 
них відповідей був аналогічним  таксисним реакціям  у присутності 10 цМ  Х К Ф . 
Протягом перш их 3— 5 хвилин після додатку моненсину у деяких трихом ів спо­
стерігалось різке підвищення частоти реверсій з 1/160 до 1/15 (с_|). Д алі частота 
реверсій цих трихом ів зниж увалась до початкового  рівня. З цього м ож на зробити  
висновок, що зниження ApNa сприймається системою “натром етра” , де наданий
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сигнал трансф орм ується у внутр іш ньоклітинний  сигнал таксису, який викликає 
реверсію  трихом а.

Т аким  чином , з ’ясувалось, щ о таксисні реакції трихом ів Oscillatoria brevis ви ­
кликаю ться зм іною  рівня A |iN a+. Х К Ф  та  м оненсин, які частково  зниж ую ть ко м ­
поненти A |iN a+, стим улю ю ть підвищ ення частоти  реверсій трихом ів Oscillatoria  
brevis. Ц ей ф акт може свідчити про існування механізму рецепції р івня AfiNa+ у 
гало- та  алкалотолерантної ціанобактерії Oscillatoria brevis. Ф еномен рецепції рівня 
A |iN a+ у алкалотолеран тн и х  бактер ій , м ож ливо, п ов’язаний з ф ункціонуванням  
системи “н атр о м етр а” , яка  ще потребує детальних дослідж ень переваж но на м о­
лекулярно б іологічном у рівні.

Р о б о та  ви к он ан а  за частково ї п ідтрим ки Ф онду ф ундам ентальних дослідж ень 
У країни .
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СИСТЕМА ТАКСИСА У ГАЛЛО- И АЛКАЛОТОЛЕРАНТНОЙ
ЦИАНОБАКТЕРИИ O SCILLATO RIA BREVIS.
Ф ЕН ОТИ ПИ ЧЕСКИ Й ПОИСК “НАТРОМ ЕТРА”

Резюме
Скорость скользящего движения трихомов Oscillatoria brevis зависит от pH среды и 

концентрации Na+. В условиях щелочного pH и концентрации Na+10 мМ скорость движе­
ния трихомов ниже максимальной на 50%. В этих условиях снижение уровня AjiNa+ с по­
мощью протонофора ХКФ или Na+/H+ антипортера моненсина приводило к значительно­
му повышению частоты реверсий трихомов О. brevis. Таким образом, впервые получены 
экспериментальные факты о существовании механизма рецепции уровня A(j.Na+ клетками 
Oscillatoria brevis.
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Система т аксису у О. brevis

Подобная система была предсказана В. П. Скулачевым и получила название “на- 
трометр” .

Ключевые слова: цианобактерии, таксис, “натрометр”

Pogoryelov D. I., Brown 1.1.
Odessa State University, Department of Biochemistry,
Dvoryanskaya St., 2, Odessa, 65026, Ukraine

TAXIS SYSTEM  O F GALLO- ALKALITOLERANT CYANOBACTERIUM
O SC ILLATO RIA  BREVIS. EXPLORATION O F “SODIUM ETER” FEATURES

Summary
The dependence of the motility rate and the frequency of reversal motions of trichomes of 

gallo- alkalitolerant cyanobacterium Oscillatoria brevis on A(iNa+ (delta my N a+) has been studied. 
High pH and 10 mM of N a+ were found to decrease the motility of trichomes to 50% of the 
control. P ro tonophorus СССР (carbonylcyanide-m -chlorphenylhydrazone) and N a +/H + 
antiporter monensin and K + as penetrating cation stimulated the increase of the frequency of 
reversal m otion of trichomes. The obtained data are considered as an evidence of the existence of 
A|iNa+ level reception on plasma membrane of Oscillatoria brevis.
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