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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  РАБОТЫ 

Актуальность  проблемы.  Регистрация  флуоресценции  хлорофилла  является 

современным  и  перспективным  методом  для  анализа  состояния  природного 

фитопланктона. Варьируя характер светового воздействия на фотосинтетический аппарат 

водорослей,  можно  измерять  разные  параметры  флуоресценции    в  частности 

флуоресценцию  при  открытых  (F„)  и  закрытых  (F„)  реакционных  центрах  (РЦ) 

фотосистемы 2 (ФС2) и величину нефотохимического тушения возбужденных состояний 

хлорофилла (NPQ). Преимущество таких измерений состоит в том, что они одновременно 

дают  информацию  о  количестве  фитопланктона  и  об  эффективности  преобразования 

световой энергии  в поток электронов,  создаваемой  ФС2 (р = (Fm  F„)/F„).  Убедительно 

показано, что эффективность функционирования фотосинтетического аппарата, а вместе с 

ней  и  параметры  флуоресценции  хлорофилла,  существенно  изменяются  в  различных 

условиях. Основные закономерности изменений параметров флуоресценции хлорофилла, 

полученные  на  культурах  водорослей,  были  успешно  использованы  для  интерпретации 

результатов обследования природных сообществ фитопланктона. 

В природной среде наиболее важными факторами существования для фитопланктона 

являются  свет  и  обеспеченность  биогенными  элементами.  В  условиях  дефицита 

минерального  питания  происходит  снижение  эффективности  фотосинтеза.  Недостаток 

фосфора  снижает  максимальную  скорость  работы  АТФазного  комплекса  (Sivak, 1986), 

недостаток азота замедляет ресинтез белка D1 ФС2 и других белков  (Shelly, 2002). При 

голодании по сере или азоту на фотосинтетической мембране хлоропластов активируется 

процесс  утилизации  ассимилированной  углекислоты    хлородыхание  (Quiles, 2006; 

Chemeris, 2004). 

Как  правило,  в природе  фитопланктон  существует  в условиях  дефицита  биогенных 

элементов,  и  концентрация  биогена,  появившегося  в среде,  в течение  нескольких дней 

уменьшается до предельно низкого уровня. Такие природные процессы удобно изучать в 

модельных  экспериментах  с  накопительной  культурой  водорослей.  В  этих  условиях,  в 

процессе  прохождения  культурой  различных  фаз  роста,  в  фотосинтетическом  аппарате 

клеток  происходит  ряд  функциональных  изменений,  следствием  которых  является 

изменение параметров флуоресценции хлорофилла (Lippemeier, 2001; Нои, 2007). 

В  проведенных  ранее  работах,  направленных  на  определение  параметров 

флуоресценции  в  процессе  роста  культур  водорослей  (Young, 2003;  Shelly, 2005), 

внимание исследователей было сосредоточено в основном на определении относительной 

переменной  флуоресценции  (F„  F„yF„.  В  настоящее  время  создана  принципиально 

новая  измерительная  техника,  которая  существенно  расширила  диапазон  применения 
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флуоресцентного  метода.  Высокое  временное  разрешение,  чувствительность  и 

возможность автоматического измерения большего числа параметров флуоресценции без 

специальной  подготовки  проб  воды  позволяет  более  полно охарактеризовать  состояние 

фотосинтетического аппарата микроводорослей в природной среде. 

Таким образом, на новом методическом уровне стало возможным изучить связь между 

состоянием  ФСА  и  широким  кругом  параметров  флуоресценции  хлорофилла  культур 

водорослей при разных условиях освещения и минерального питания. 

Цели  и  задачи  работы.  Целью  работы  является  выяснение  связи  параметров 

флуоресценции хлорофилла с функциональным состоянием фотосинтетического аппарата 

культуры диатомовой водоросли Thalassiosira weissflogii. 

Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие задачи: 

определить  оптимальные  значения  интенсивности  возбуждающего  света  для 

корректных измерений параметров флуоресценции Th. w.  при разных плотностях клеток в 

культуре и разном содержании в ней минеральных элементов; 

выявить  закономерности  изменения параметров  флуоресценции в ответ на действие 

света различной интенсивности; 

изучить влияние температуры на параметры флуоресценции хлорофилла; 

изучить  корреляцию  в  характере  изменений  количества  клеток,  количества 

пигментов,  параметров  быстрой  и  замедленной  флуоресценции  хлорофилла  на  разных 

фазах роста клеток. 

Научная новизна. Новизна исследований состоит в создании высокочувствительного 

метода  измерения  индукционной  кривой  флуоресценции  хлорофилла  при  высоких 

интенсивностях  возбуждающего  света  (до  12000 мкмольм"2с'')  и  высоком  временном 

разрешении  (0,75 мкс).  Разработана  программа  автоматического  определения 

кинетических параметров индукционных кривых в разных условиях. Предложен алгоритм 

расчета  эффективного  сечения  поглощения  комплекса  ФС2  и  константы  скорости 

переноса  электрона  между  хинонными  акцепторами  ФС2.  Установлено,  что  на 

протяжении  своей экспоненциальной  фазы рост клеток сопровождается  одновременным 

пропорциональным  увеличением  общего  содержания  хлорофилла,  каротиноидов  и 

интенсивности флуоресценции хлорофилла при открытых (F„) и закрытых (F„) РЦ ФС2. 

Показано,  что  на  поздней  стадии  культивирования  рост  клеток  характеризуется 

накоплением каротиноидов, не выполняющих светособирающей функции, и уменьшением 

относительной переменной флуоресценции хлорофилла вследствие инактивации РЦ. 

Практическая  значимость.  Установлена  связь  между  параметрами  флуоресценции 

хлорофилла  и  функциональным  состоянием  фотосинтетического  аппарата  культуры 
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морской  диатомовой  водоросли,  что  позволит  определять  обилие  и  прогнозировать 

развитие  фитопланктонных  сообществ,  а  также  оценивать  экологическое  состояние 

морских  вод.  Разработанный  алгоритм  определения  размера  антенного  комплекса  ФС2  и 

константы скорости переноса электрона между хинонными  акцепторами ФС2  может  быть 

использован  для  изучения  адаптации  природного  фитопланктона  к  естественной 

освещенности  и при оценке скорости первичной  продукции. 

Выявленные  закономерности  роста  клеток  позволяют  на  основе  данных  по 

флуоресценции  хлорофилла  выбирать оптимальные  для  функционирования  ФСА  условия 

по  интенсивности  света  и  по  сочетанию  азота  и  фосфора  в  среде.  Автоматическое 

поддержание  данных  условий  в биореакторах  будет  способствовать  как  быстрому  росту 

культуры, так и наиболее эффективному  использованию ресурсов минерального  питания. 

Апробация  работы  и  публикация.  Результаты  работы  были  представлены  на 

международной  конференции  «Aquafluo»  (г. НовеГрады,  Чешская  республика, 2007),  на 

международной  научной  конференции  и  VII  школе  по  морской  биологии  (г. Ростовна

Дону,  2008),  на  I  и  II  научнопрактических  конференциях  «Перспективы  развития 

инноваций  в  биологии»  (г. Москва,  2007  и  2008),  на  итоговых  конференциях  в  рамках 

ФЦП  «Исследования  и  разработки  по  приоритетным  направлениям  развития  научно

технического  комплекса  России  на  20072012  годы»  (г. Москва,  2007  и  2008)  и  на 

международной  конференции  "The  World  City  Water  Forum  2009"  (Инчеон,  Республика 

Корея, 2009). 

По  теме  диссертации  опубликовано  б  печатных  работ,  из  них  2  статьи  в  российских 

журналах. 

Структура  и  объем  диссертации.  Диссертация  изложена  на  'JUJ  страницах 

машинописного  текста  и  состоит  из  введения,  обзора  литературы,  методической  части, 

результатов,  обсуждения  результатов,  выводов  и  списка  литературы.  Работа 

проиллюстрирована  JUjрисунками;  список литературы  включает \ЛС источника. 

Список сокращений 

АТФ   аденозинтрифосфат  ФСЕ   фотосинтетическая  единица 
ЗФ   замедленная флуоресценция  ФХ   флуоресценция  хлорофилла 
РЦ   реакционный центр  Хл   хлорофилл 
ФС1   фотосистема  1  ЭТЦ   электронтранспортная  цепь 
ФС2   фотосистема 2  77г. w.   Thalassiosira  weissjlogii 

ФСА   фотосинтетический  аппарат 
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ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом  исследования  являлись  альгологически  чистые  культуры  морской 

одноклеточной  диатомовой  водоросли  Th.  w.,  выращенные  при  25'С  на  искусственно 

приготовленной  морской воде с различным содержанием фосфора и азота. Рост культур 

был обеспечен  белым светом от  матриц излучающих диодов, работающих в  14часовом 

суточном  режиме. Одна  из  культур  (в дальнейшем  обозначаемая  LL С2) выращена при 

интенсивности  света  5 мкмольм"2с*'  на  среде  с  исходным  содержанием  фосфатов  и 

нитратов  согласно  прописи  среды  f/2  (Guillard, 1962).  Три  другие  выращены  при 

повышенной интенсивности 40 мкмольм"2с~' (HL), но при разном начальном содержании 

биогенов: при содержании нитратов и фосфатов согласно прописи среды f72 (HL 02), при 

уменьшенном  в  5  раз  содержании  фосфатов  (HL P)  и  при  уменьшенном  в  5  раз 

содержании  нитратов  (HL N).  Количество  клеток  определяли  визуально  под 

микроскопом  в  счетной  камере.  Спектры  поглощения  суспензий  клеток  и экстрактов 

клеточных  пигментов  измеряли  на  спектрофотометре,  разработанном  на  кафедре 

Биофизики  Биологического  фта  МГУ.  Его  описание  приведено  в  диссертации. 

Содержание  хлорофилла  определяли  согласно  ГОСТ  17.1.4.0290  «Вода.  Методика 

спекгрофотометрического  определения  хлорофилла   а».  Общее  содержание 

каротиноидов оценивали  по оптической  плотности  экстракта  пигментов  в 90% водном 

растворе  ацетона  на  длине  волны  483 нм.  Спектры  испускании  флуоресценция 

хлорофилла  измеряли  спектрометром  USB4000FL  (Ocean  Optics,  США).  Спектры 

возбуждения  флуоресценции  хлорофилла  регистрировали  на  спектрофлуориметре 

Hitachi850 (Япония). Кинетику затухания флуоресценции хлорофилла рассчитывали по 

распределению  времени  прихода  первого  фотона  после  подачи  на  объект  светового 

импульса  (лазер  BHL600,  І^ю.   650 нм,  At = 50 пс,  BeckerHickl,  Германия).  Фотоны 

флуоресценции  преобразовывались  модулем  РМС100  (Германия)  в  электрические 

импульсы,  время  прихода  которых  фиксировалось  установкой  TAU140  (Германия). 

Анализ  кинетики  затухания  ФХ  проводили  в  двухэкспоненциальном  приближении. 

Фотохимический  квантовый  выход  ФС2  определяли  в  пробах,  адаптированных  к 

темноте  <f = FJFm = {F„   F0)/F„  и  в  пробах,  помещенных  в  условия  стационарного 

освещения  р'=  AF/F„'  = (F„'~F,yFm',  где  F„    выход  флуоресценции  в  пробе, 

адаптированной  к темноте; F,   выход флуоресценции после 4х  минутной адаптации к 

постоянному  свету  (0   200 мкмольм'2с"',  ХщК = 455 нм); F„    выход  флуоресценции  в 

максимуме  индукционной  кривой,  измеренной  при  3000 мкмольм' с'1  (К*ах   455 нм) 

после  темновой  адаптации;  Fm'    выход  флуоресценции  в  максимуме  индукционной 

кривой, измеренной при 3000 мкмольм"2с"' Q^nas = 455 нм) после 4х минутной адаптации 
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к  постоянному  свету  (0 200  мкмольм"2с"',  Х^, = 455 нм).  Кинетики  ввдукции 

флуоресценции  регистрировали  на  флуориметре  высокого  временного  разрешения, 

разработанного  на  кафедре  Биофизики  Биологического  фта  МГУ,  в  ответ  на 

возбуждающий  световой  импульс  прямоугольной  формы  с  интенсивностью  2 0 0 

12000 мкмольм"  с'  (Х,„ах = 455нм)  и  продолжительностью  1,5 с  (рис.1).  Оптическая 

плотность  объекта  на  длине  волны  455 нм  не  превышала  0,05.  Из  экспериментальной 

кривой  индукции  флуоресценции  как  функции  времени  F,tc„(t)  рассчитывали  функцию 

Луке*")'

F  (l)F  F 
<^и™(0 =  — ~  °  —»  которая  в  приближении  многоцентровых 

F«a,0)  F*F. 

фотосинтетических  единиц  дает  долю  закрытых  к  моменту  времени  /  реакционных 

центров ФС2 (Antal, 2008). Функцию X3KC„(t)  анализировали  путем аппроксимации  суммой 

3х  экспоненциальных  компонент,  обозначенной  X(t).  Каждая  из  этих  компонент 

характеризуется  вкладом  в кинетику перехода РЦ в закрытое состояние   Аі  и постоянной 

Г  і  і времени т(.  X(t)  = 1  А{  • е  ''  +  А1  • е  ''  +  А3  • е  ''  , где  Л, + А2 + Аг  = 1  п0<ті<тг<т$. 

Кинетику  индукции  замедленной  флуоресценции  (ЗФ)  регистрировали  на 

цилиндрическом  фосфороскопе,  разработанном  на  кафедре  Биофизики  Биологического 

фта  МГУ.  Средняя  интенсивность  возбуждающего  света  в  измерительном  отделении 

соответствовала  режиму  насыщения  амплитуды  сигнала  на  промежуточном  плато  Л* 

индукционной кривой ЗФ (200 мкмольм"2с"', Хщ^ = 650 нм). 

РЕЗУЛЬТАТЫ  И ОБСУЖДЕНИЕ 

1.  Спектры испускания флуоресценции  хлорофилла  при разном 

состоянии реакционных центров ФС2. 

В  данном  разделе  показано,  что  форма  спектров  испускания  ФХ  суспензии  Th. w. 

практически  не  зависит  от состояния  РЦ ФС2.  Погрешность  флуориметра  в  определении 

интефального  (по  спектру)  выхода  флуоресценции  на  разных  участках  индукционной 

кривой не превышает 2%. 

2.  Выбор оптической плотности образца для измерений  параметров 

флуоресценции. 

Показано, что регистрация  флуоресценции на оптически плотной суспензии  клеток 

(0 ,1<В<0,7)  не  влияет  на  измеренное  значение  F/Fm,  однако  сопровождается 

удлинением  фотохимической  фазы  кривой  индукции  по  сравнению  с  оптически  менее 

плотным  объектом  (D < 0,05).  Данный  эффект  связан  с  экранированием  возбуждающего 



света  наружным  слоем  клеток  в  кювете  и  приводит  к  отклонению  от  линейной  связи 

между  параметрами  F0  и F„ и содержанием  хлорофилла  в пробе.  При росте  клеток на 

среде  ill  оптическая  плотность  культуральной  жидкости  в  стандартной  1 см  кювете 

выходит  за  пределы линейной области.  Условия корректного измерения  флуоресценции 

на  всем  протяжении  роста  культур  клеток  можно  обеспечить  путем  ее  регистрации  в 

кюветах с малым оптическим путем, обеспечивающим оптическую плотность ниже 0,05. 

3.  Способ измерения фотохимического выходя ФС2 по кривой индукции 

флуоресценции. 

Способ  определения  выхода  флуоресценции  при  закрытых  РЦ  (Fm  и  Fm*), 

использованный  в данной  работе,  отличается  от  разработанного  Шрайбером  алгоритма 

РАМ, который широко применяется  в исследованиях  первичных процессов фотосинтеза. 

На  верхней  части  рис. 1  приведена  временная  диаграмма  импульсов,  которыми 

осуществляется  возбуждение  флуоресценции  и  закрытие  РЦ  для  формирования 

индукционной  кривой.  Данные  импульсы  имеют  прямоугольную  форму  и  создаются 

одной и той же парой излучающих диодов. Отдельный источник насыщающего света, в 

отличие от РАМфлуориметров, отсутствует. 

Плотность  потока  квантов 

возбуждающего  света 

щ 
Время 

*« 

F. 

0 

J 

г_,  г  г  т  т _  ,о / 

г л" М ""  І 

р 

'—>̂ *"  * 

1.5 с 

.  • 

О  5 м к с  °  2 5 с  Время 

Рис 1.  Временные  диаграммы  интенсивности 
возбуждающего  света  (верхняя)  и  интенсивности 
флуоресценции (нижняя). 

Флуориметр  устроен  таким 

образом,  что  интенсивность 

света  в  течение  действия 

каждого  импульса 

(плотность  потока 

квантов, /„) не зависит от их 

длительности.  Поэтому 

плотность  потока  квантов  в 

коротких  импульсах  (5 мкс), 

используемых для измерения 

F„ (левая область диаграммы, 

рис. 1),  не  отличается  от 

плотности  потока  квантов  в 

продолжительном  световом 

импульсе  (1,5 с), 

используемом для измерения 

индукционной  кривой  и 

определения уровня F„ 

(правая область диаграммы, рис. 1), Величину /„ определяли независимо при помощи 
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радиометра при действии импульса продолжительностью  1,5 с (рис. 1). 

В данном разделе проведен  выбор  значения  !„,  наилучшим образом  подходящего 

для  определения  относительной  переменной  флуоресценции  ФС2  {f  = Fy/Fm)  Th.  w. 

Максимально  возможное  значение  интенсивности,  доступное  в  приборе  составляет 

12000 мкмоль  м"  с".  При  такой  интенсивности  света  увеличение  флуоресценции  при 

действии коротких импульсов для измерения F„ на пробе клеток с высоким значением р 

(0,77)  не  превосходит  23%.  Однако  известно,  что  в  условиях  дефицита  биогенных 

элементов  РЦ  переходят  в  закрытое  состояние  при  меньших  световых  потоках,  чем в 

условиях  хорошего  обеспечения  биогенами.  Поэтому  в  качестве  стандартной 

интенсивности света выбрали несколько меньшее значение 10  3000 мкмоль м"2 с"'. 

При постоянном для объекта размере антенного комплекса ФС2 (apsu) величина /„ 

определяет частоту о попадания квантов в комплекс ФС2:  ѵ  = opsirh [с*1]. 

Измерение  флуоресценции  при  открытых  РЦ  ФС2  {F„)  происходит  с  помощью 

интенсивных  коротких  (Д* = 5мкс)  импульсов  света,  разделенных  темновыми 

интервалами (250 мс). За один импульс с длительностью Д/ в один РЦ в среднем попадает 

О'Д/ = apsu'Io'bt фотонов. По литературным данным, apsu составляет 300 А2. Поэтому при 

выбранном значении /„ = 3000 мкмоль м"2 с"1 величина »'Д/ для 5 мкс импульса составляет 

0,01.  Иными  словами,  к  концу  действия  каждого  5 мкс  импульса  из  100 открытых РЦ 

только 1  перейдет в закрытое состояние, что можно считать вполне удовлетворительным. 

При  измерении  F„ средняя  величина  о  с  учетом  темповых  интервалов  между 

импульсами равна 0,1 с"1 (для <Гг$п= 300 А2 и /„ = 3000 мкмольм'2с"'), что много меньше 

константы  скорости  окисления  пластохинонов  в  мембране  (~ 50 с" ).  Поэтому  поток 

электронов,  создаваемый  в  этих  условиях  ФС2,  практически  не  изменяет  исходного 

редокссостояния  пула  хинонов.  В этом  режиме  возбуждения  в период  времени  между 

поглощением одного фотона  и поглощением следующего фотона РЦ  успевает передать 

электрон в ЭТЦ и вернуться в открытое состояние. 

Измерение  индукционной  кривой  происходит  при  действии  импульса  света  с 

интенсивностью  /<, и  продолжительностью  1,5 с  (рис. 1 справа).  Поскольку  темновые 

интервалы в данном случае отсутствуют, величина с составляет 5400 с"1 (для Cpsn = 300 А2 

и/„ = 3000 мкмоль'м"2х"'), что существенно больше константы окисления пластохинонов 

(50 с"1).  В  этом  режиме  освещения  происходит  полное  восстановление  хинонов  в 

мембране.  Поскольку  теперь  перенос  электрона  от  РЦ  в  ЭТЦ невозможен,  к приходу 

очередного фотона РЦ не успевает вернуться в открытое состояние. В течение 1,5 с такого 

интенсивного  непрерывного  освещения  все  РЦ  переходят  в  закрытое  состояние,  а 
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интенсивность флуоресценции достигает своего максимального значения Fp = F„ (правая 

область рис. 1). 

Итак, для проведения измерений FJFm и bJF/F'm было выбрано значение /„ равное 

3000 мкмольм'2с"',  при  котором  импульс  света  продолжительностью  1,5 с  способен 

закрыть все РЦ, в том числе при большом нефотохимическом тушении. 

4.  Ипдукпионпые кривые флуоресцевцнв хлорофилла суспензий клеток 

77». и>., адаптированных к темноте. 

Для  многих  объектов  показано,  что  кривая  индукции  в  общем  случае  имеет 

фотохимическую  и  термальную  фазу,  однако  абсолютные  значения  кинетических 

параметров  индукционной  кривой  77г. ж,  а  также  их  поведение  при  изменении 

температуры и интенсивности света, изучены впервые. 

Типичная  кривая 

индукции  флуоресценции 

F,KCn(t),  соответствующая 

ей  функция  Х,ксп(()  и 

модельная  функция  Xft)  с 

подобранными  значениями 

параметров  (Аі  и  ту,  см. 

методы  исследования) 

представлены  на рис. 2. На 

всем  участке  от  F0  до  Fm 

индукционная кривая 

FJKcn(t) монотонно возрастает и в различных временных областях включает в себя четыре 

промежуточных плато, описанных в литературе как О, J, I и Р (рис. 1). Особых участков, в 

которых происходит локальное повышение флуоресценции (пики "К", "G" или "Н", Lazar, 

2003),  не  обнаружено.  Кинетика  перехода  РЦ  в  закрытое  состояние  X,Kcn(t)  для  Th.  w. 

описывается  в  трехэкспоненциальном  приближении  Х(і)  с  вполне  удовлетворительной 

точностью. Время  ТІ составляет  15   17 мс и больше времени т> в 50500 раз, а время т> 

равно  140200 мс. Таким образом, экспоненциальные составляющие функции X,KC„(t)  не 

перекрываются  по  времени.  На  этом  основании  Штрассер  и  Лазар  связывают  их  с 

определенными  процессами,  последовательно  протекающим  внутри  комплекса  ФС2 и в 

его ближайшем окружении. 

Фотохимическую  фазу  кривой  индукции  (фазу  OJ)  характеризуют  два 

экспериментально определяемых параметра: Аі    доля РЦ, закрытых на фазе OJ (рис. 2), и 

г;    время,  за  которое  функция Xft)  достигает  уровня  0,63Аі.  Зависимости Аі  и  т/  от 
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интенсивности  возбуждающего  света  для  адаптированных  к  темноте  образцов 

представлены  на  рис. 3.  Эти  зависимости  могут  быть  описаны  схемой,  включающей 

фотохимический  перенос  электрона  к первичному  хинону  Qj, со  скоростью  V; и реакцию 

окисления  Q,' со скоростью  Ѵ 2 для восстановления  вторичного хинона Qt: 

&  *  > & "  +« 
Если принять, что [QJ  + [Qa'J =  1, то v2 = k2[Qa]  и ѵ , = kv(l[Qd])  =  homrr(l[Qa]) 

0.9 

0,6 

0.3 

a 
Рис.3 
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характеристического  времени 

буждающего  света. 

Константа  фотохимической  реакции  kj  равна  скорости  разделения  зарядов  ѵ і при 

полностью открытых  РЦ, то  есть произведению  плотности  потока  квантов  (/„)  на  среднее 

эффективное  сечение  поглощения  пигментов  одного  РЦ  (ppsri)  и  на  вероятность 

разделения зарядов в открытом РЦ ФС2 <f = FSFm  = 0,77 (для объекта на рис. 3): 

кі = hcpsirp

Реакция  2 обеспечивает  последовательный  перенос  2х  электронов  на  Qt.  Перенос 

первого  и  второго  электронов  характеризуется  разными  скоростями,  но  для  простоты 

описания  этой  реакции  нами  была  использована  обобщенная  константа  fe.  Реакции 

обратного переноса электронов не учитывали. 

Выход  кривых  F}Kat(t)  и X,Kcn(t)  на "плато" J  соответствует  моменту  установления 

квазистационарного  состояния  РЦ,  при  котором  приток  электронов  на  Q, 

уравновешивается  их  оттоком  на  Qt.  Из  условия  стационарного  состояния  (Ѵ і = Ѵ г) 

следует,  что  на  пике  J  доля  восстановленного  Q,  определяется  соотношением  между 

константой  фотохимического  разделения  зарядов  {h'Opsiff)  и  константой  переноса 

электрона на Qt  (fo): 

• <р_ 

•к, J  I.GpsaP  + l 
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При  постоянных  для  объекта  величинах  кг,  <fpsn  и  ф,  график  [Qa']j  от  /„ 

представляет собой монотонно возрастающую кривую с насыщением. Экспериментальная 

зависимость Аі  от /„  имеет такой  же  характер  (рис. 3 а). Теоретически,  величина [Qa']j 

достигает  половины  уровня  насыщения  при I0'Opsir9   кг Значение Аі  достигает  этого 

уровня  уже  при  І„ = 200 мкмольм"2с"'  (рис. 3),  что  будет  использовано  ниже  для 

определения кг

Область  интенсивностей  2000 12000 мкмольм~2с"'  является  для  параметра  Аі 

областью насыщения (рис. 3 а). В этом диапазоне интенсивностей переход РЦ в закрытое 

состояние  завершается  быстрее,  чем начинается  восстановление  gj. В этом случае доля 

закрытых РЦ X(t) описывается уравнением: 

<*х  ,  ., 

Х = іе  ',где  г 

В рамках  сделанных допущений,  т можно отождествить  со временем  нарастания 

функции X(t)  на  фотохимической  фазе  индукции  і\.  Величина  1/ГІ линейно  зависит  от 

интенсивности  возбуждающего  света  (рис. 3 б).  Тангенс  угла  наклона  световой  кривой 

Мхі (рис. 3 б)  равен  с  точностью  до  <р  среднему  эффективному  сечению  поглощения 

пигментов, приходящихся на один РЦ ФС2 (o/s//)' 

а  ~  'А
и  пи  , 

Для  77г. w. в точке /„=  10000мкмоль  м"2с"'  (61021 квантовм"2с"')  величина  1/г/ 

составляет 0,032 мкс"1  (рис. 3 б). При  ір = 0,77  эффективное  сечение поглощения  ФС2 на 

длине волны возбуждающего света 455 нм оказалось равным 700А2. При таком значении 

opsii константа переноса  электрона  с  (J," на gs  (кг) для РЦ ФС2  Th. w. составила 650 с"1 

(к2 = I0apsir<P =200 мкмольм"Ѵ  • 6Ю23 моль"' • 700А2 • 0,77). 

5.  Параметры флуоресценции хлорофилла Th. w. при разных 

температурах. 

Параметры флуоресценции были измерены при 25'С и 6"С в условиях длительного 

освещения  и  вызванного  им  нефотохимического  тушения.  Постоянное  облучение 

создавали  отдельным  источником,  интенсивность  которого    J    варьировали  от  0  до 

200 мкмоль м'2с*'.  Возбуждение  флуоресценции  хлорофилла  проводили  согласно 

выбранному ранее режиму измерения (рис. 1). При наличии постоянной подсветки вместо 

параметра F„ регистрируется параметр Ft, а вместо Fm   параметр F„'. Плотность потока 

квантов  в  импульсах  возбуждающего  света  /„  оставалась  постоянной  на  уровне 

И 



На  фоне  постоянного  освещения,  квантовый  выход  разделения  зарядов  ФС2 

р'  = (F„'F,)/Fm'  снижается  с  ростом  интенсивности  постоянной  подсветки  /  (рис.4). 

Известно,  что  при  возрастании  I  снижение  квантового  выхода  разделения  зарядов  ФС2 

происходит за счет перехода части РЦ в закрытое состояние, то есть уменьшения 

фотохимического  тушения  (Крь),  а 

также  за  счет  появления 

нефотохимического тушения  (К„м): 

•М  К>№ 

Предполагается,  что  в  объекте, 

адаптированном  к  темноте  (1 = 0), 

нефотохимическое  тушение МКМОЛк  М2  С1 

Рнс 4.  Изменение  фотохимического  квантового 
выхода  ФС2  при адаптации  клеток  с  постоянному 
свету разной интенсивности. 

|  300 

г
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Плотность потока квантов постоянной подсветки, 
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Рве 5. Изменение  величин  Fm'  и F, при адаптации 
клеток к постоянному свету разной интенсивности. 

безызлучательные  и  излучательные 

потери  энергии  в  молекулах 

хлорофилла  описываются 

внутримолекулярными  константами 

Кл  и К/. 

При  нормальной  температуре 

существует  пороговое  значение 

интенсивности света 

15 мкмольм"2х"  ,  ниже  которого 

нефотохимическое  тушение  не 

развивается  (25'С,  рис. 6).  При 

возрастании/от 0 до  15 мкмольм"2с"' 

величина  F,  увеличивается  в  1,7  раза 

(25'С,  рис. 5).  Этот  процесс  отражает 

появление  в  объекте  закрытых  РЦ. 

Величина  Fm'  в  области 

0  1 5  мкмольм"  с"  сохраняется  на 

уровне  F„  (25'С,  рис. 5).  Поэтому 

снижение  фотохимической 

эффективности ФС2 с 0,72 до 0,5 на 

участке  от  0  до  15 мкмольм~2с~'  (25"С,  рис. 4)  вызвано  только  уменьшением 

фотохимического  тушения.  Выше  этого  порога  фотохимическая  эффективность  ФС2 

0:  t  50  100  150  200 
Плотность потока квантов постоянной подсветки. 

мкмоль м2 с1 

Рис. 6.  Нефотохимическое  тушение  возбужденных 
состояний хлорофилла при при адаптации клеток к 
постоянному свету разной интенсивности. 

отсутствует  (*»Р,  =  0) , 
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продолжает  снижаться  как  вследствие  увеличения  количества  закрытых  РЦ,  так  и 

вследствие развивающегося нефотохимического тушения (25'С, рис. 6). 

При  6°С, по мере увеличения /,  изменения величин  (Fm'  Fi)/Fm',  F,, Fm'  и NPQ 

друг относительно друга протекают в той же последовательности, что и при 25°С. Однако 

все  эти  изменения  происходят  в  области  более  низких  интенсивностей  постоянной 

подсветки.  В  этом  случае  возникновение  нефотохимического  тушения  начинается  при 

интенсивностях  существенно  меньших  15 мкмольм"2с_1  (6°С,  пунктирная  стрелка  на 

рис.  6).  Величина  F,,  также  как  и  при  комнатной  температуре,  сначала  возрастает  при 

закрытии  РЦ  ( 0 < / < 5  мкмольм'2с"',  рис.5),  а  затем  снижается  при  развитии 

нефотохимического тушения (/>  5 мкмольм"2с"', рис. 5). 

Увеличение  интенсивности  постоянного  света  выше  пороговых  значений, 

составивших  15 мкмольм"2с"'  для  25'С  и  2 мкмольм"2с"'  для  6'С,  сопровождается 

увеличением параметра NPQ (рис. 6). Для  Th. w.  показано, что это тушение не возникает 

при  устранении  градиента  Н+  на  фотосинтетической  мембране.  Поэтому  абсолютная 

величина NPQ может быть использована в качестве индикатора формирования градиента 

Н+.  Предельный  уровень  NPQ  (NPQmm,  рис. 6)  при  понижении  температуры  до  6°С 

увеличивается на 10% по сравнению с 25*С. 

По  фотохимическому  выходу 

ФС2,  определенному в условиях разной 

освещенности  (рис.  4),  были 

рассчитаны  световые  кривые  скорости 

электронного транспорта,  создаваемого 

одним РЦ ФС2 (рис.  7): 

F'  F 
ETR  = aPSII • I • —

s—,—  , где 
Fm 

I  интенсивность постоянной 

подсветки [квантовм"2с*'], 

OPSH сечение поглощения ФС2, оцененное ранее в 700 А2  (с. 11). 

Световые  кривые  электронного  транспорта  при  разных  температурах  характеризуются 

одним  и  тем  же  углом  наклона  в  области  малых  интенсивностей,  однако  по  уровню 

насыщения  они  отличаются  в  6  7  раз  (рис. 7).  По  углу  наклона  кривых  в  начале 

координат видно, что эффективность разделения зарядов в открытых РЦ с температурой 

не изменяется. 

Области  светового  насыщения  кривых  электронного  транспорта  (рис. 7) 

соответствуют  условиям,  в  которых  частота  поглощения  квантов  света  (для 
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Рис 7.  Скорость  линейного  электронного 
транспорта,  создаваемого  ФС2  при  разной 
освещенности. 



интенсивности  света  40 мкмольм"  с'  она  составляет  170 с'  на  РЦ)  превышает 

максимальную  скорость  "работы"  донорного  или/и  акцепторного  окружения  Peso 

Оцененная ранее максимальная  скорость  переноса  электрона с Q/  на Qj, составляет 650 с"' 

(при полностью  восстановленном  Q,,  с.  11) и, стало быть, не может ограничить  транспорт 

на  уровне  65 с"'  (при  комнатной  температуре,  рис. 7).  Повидимому,  "узкое  место" 

находится за пределами ФС2 с ее донорной или акцепторной  стороны. 

Выявленное  повышение  флуоресценции  в  пике  Р  индукционной  кривой  на 5   7% 

при  охлаждении  суспензии  клеток  до  6'С  (0 мкмольм"2с"',  рис. 5)  свидетельствует  в 

пользу  ингибирования  акцепторной  части  ФС2.  Оно  может  состоять  в  уменьшении 

подвижности  мембранных  переносчиков  электрона  или/и  скорости  их  последующего 

окисления.  В  окрестности  РЦ  создается  зона  с  полностью  восстановленными  хинонами, 

перенос  электрона  в  которую  становится  невозможным.  В таких  условиях  закрытый  РЦ 

возвращается в открытое состояние гораздо  медленней. 

Несмотря  на то,  что  максимальная  скорость  электронного  транспорта  при  6'С  в 7 

раз  ниже  чем  при  25'С  (рис. 7),  нефотохимическое  тушение  при  6'С  оказывается  более 

интенсивным  чем  при  25'С  (рис. 6).  Это  говорит  о  том,  что  снижение  температуры 

приводит  к  более  значительному  уменьшению  рН  люмена  в  ответ  на  постоянное 

освещение. Такое возможно только в том случае, если поток протонов из люмена в строму 

через АТФазу  замедляется  сильнее, чем электронный транспорт. Полученные  результаты 

согласуются  с  известными  литературными  данными  о  значительном  замедлении  работы 

АТФазного комплекса в условиях низкой температуры (Watanabe, 2008). 

При  частичном  закрытии  РЦ 

под  действием  продолжительного 

слабого  освещения,  которое 

повышает  флуоресценцию  с F0  до  Ft, 

но  еще  не  приводит  к 

нефотохимическому  тушению,  Г/ при 

комнатной  температуре  уменьшается 

(25°С,  0  1 5  мкмольм"2с"',  рис.8). 

Однако  для  модели  изолированных 

ФСЕ значение  Г/ не должно зависеть 

от  начального  количества  открытых  РЦ.  В  связи  с  этим  в  литературе  (Lavorel,  1972; 

Кукушкин,  1988)  обсуждается  лучшее  соответствие  характера  экспериментальных 

индукционных  кривых  модели  энергетически  связанных  ФСЕ  ("connected"  PSUs). 

Согласно  последней,  вероятность  закрытия  РЦ  в  единицу  времени  (1/ту)  возрастает  (а  г/ 

200  і 
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Рис 8.  Длительность  фотохимической  фазы 
индукционной  кривой  при  адаптации  клеток  к 
разной освещенности. 
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убывает)  при  закрытии  части  РЦ, поскольку  отдельный  комплекс  ФС2 с открытым РЦ 

может получать дополнительный  поток энергии  от соседних  комплексов, в которых РЦ 

оказались закрытыми. 

При  развитии  нефотохимического  тушения  вероятность  разделения  зарядов  в 

открытом  РЦ  уменьшается,  что  сопровождается  увеличением  длительности  1й 

компоненты  кривой  индукции  флуоресценции  (25*С,  1580мкмольм'2с'',  рис.8). 

Экспериментальные  данные  качественно  согласуются  с  литературными  данными  о 

локализации энергизационного тушения в светособираюшей антенне. Увеличение NPQ от 

О до 1,3 в интервале  15   80 мкмольм"2с"' (25°С, рис. б) приводит к увеличению параметра 

г; кривой индукции флуоресценции в 1,5 раза (25*С, 1580 мкмольм'2с"', рис. 8). 

Поскольку  при  6'С  нефотохимическое  тушение  начинает  развиваться  с  самых 

низких значений  интенсивности  постоянной  подсветки (6°С, рис. 6), зависимость  гу от  J 

при данной температуре не имеет убывающего участка (6'С, рис. 8). 

Из  полученных  данных  следует,  что  в  процессе  адаптации  клеток  водорослей  к 

постоянному свету длительность фотохимической фазы кривой индукции флуоресценции 

Г/  находится  под  влиянием  двух  факторов    начального  количества  открытых  РЦ  и 

величины нефотохимического тушения. 

*** 

Активация  системы  нефотохимического  тушения  Th. w.  при  комнатной 

температуре  имеет  явно  выраженный  световой  порог.  Длительное  облучение  клеток 

светом  с  интенсивностью  ниже  этого  порога  вызывает  переход  части  РЦ  в  закрытое 

состояние,  однако  не  вызывает  не фотохимического  тушения.  Закрытие  РЦ,  которое 

происходит при постоянном освещении, приводит к тому, что общий поток поглощенной 

пигментами энергии перераспределяется в пользу той части РЦ, которая в данный момент 

времени находится в открытом состоянии. 

Снижение  температуры  с  25'С  до  6'С  приводит  к  замедлению  электронного 

транспорта  при  ингибировании  "слабого  звена"  электронтранспортной  цепи  

предположительно  процесса  окисления  пластохинонов.  Несмотря  на  значительное 

замедление  электронного  транспорта  при  снижении  температуры,  в  клетках  в  этих 

условиях  формируется  интенсивное  нефотохимическое  тушение,  свидетельствующее  о 

существенном ингибировании АТФазного комплекса хлоропластов. 
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6.  Изменение  функциональных  характеристик  фотосинтетического 

аппарата  ТН. w. в процессе роста  клеток  в накопительной  культуре. 

Общая  характеристика  роста  клеток  Th. w. и изменений  их пигментного  аппарата в 

накопительной  культуре.  На  рис. 9  представлены  кривые  роста  культур,  построенные  по 

количеству  клеток,  по  содержанию  хлорофилла  в  объеме  суспензии  и  по  оптической 

плотности культуры  в максимуме поглощения хлорофилла  а. 

|  300 

•  250 

Ј  |  200 

И 1 5 0 
J  100 

|  50 

а 

' 

.  • ' *  HLIV2 

 *  H L N

 •  H L P 

LL f/2 

Время от начала культивирования. сутки  Время  от начала  культивирования, сутки 

Рис. 9.  Изменения  в  процессе 
культивирования П.  w.: 
а  количества клеток; 
б  концентрации хлорофилла "а"; 
в   оптической  плотности  культуры  клеток 
при і. = 677 нм. 

Воямя от начала культивирования, сѵ тки 

Изменения  количества  клеток  ГЛ. w. представляют  собой  кривые с насыщением  (рис. 9 а), 

поскольку  у  погибающих  в  фазе  голодания  клеток  сохраняется  кремневый  панцирь. 

Изменения  количества  фотосинтетических  пигментов  и  оптической  плотности  культуры 

завершаются  негативной  фазой  (рис. 9 б  и  рис. 9 в).  Данная  фаза  может  быть  связана  с 

разборкой  пигментного  аппарата,  которая  контролируется  клеткой, или  с  неуправляемым 

фотовыцветанием  пигментов.  В  первые  двоетрое  суток  все  три  культуры  HL  растут  с 

примерно  одинаковой  скоростью,  что  говорит об отсутствии дефицита  фосфора  и азота в 

клетках  в эти дни. По всей видимости, даже  в случае  пятикратного  разбавления  среды по 

фосфору  или  азоту,  небольшое  исходное  количество  клеток  оказывается  способным 

полностью обеспечить  себя  биогенными  элементами  за  счет  их  быстрого  поглощения  из 

среды и внутреннего депонирования  (Левич, 1997). 

В  течение  1й  недели,  все  культуры,  находящиеся  на  свету  с  плотностью  потока 

квантов 40 мкмольм"  с"1 (HL, рис. 9), в 2   4 раза опережают  в росте культуру,  растущую 

при плотности потока квантов 5 мкмольм"2с"1 (LL, рис. 9). Эти данные свидетельствуют о 

явном лимитировании роста культуры количеством падающего  света в случае  адекватного 

обеспечения  элементами  минерального  питания.  Однако,  по  мере  исчерпания  азота  и 
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фосфора  в  среде  и  в  самих  клетках,  деление  водорослей  прекращается.  Нетривиальным 

является  то,  что  при  одинаковом  исходном  содержании  биогенных  элементов 

максимальное  количество  клеток  и  пигментов  в  культуре  HL  оказывается  в  1,52  раза 

ниже,  чем  в  культуре  LL  (полная  среда,  HL 172  и  LL #2,  рис. 9 б).  Вероятным  его 

объяснением  является  вынужденный  расход  части  минеральных  ресурсов  на  защиту 

клеток от  повреждающего  светового  воздействия,  проявляющегося  в культурах  HL  после 

6го  дня  культивирования  по  снижению  FJFm  (рис.  13 в)  и  по  уменьшению  количества 

активных  РЦ ФС2 (рис.  16 б). 

В  первые  2  дня  во  всех 

культурах скорость синтеза  хлорофилла 

превышает  скорость  роста  клеток, 

поэтому  содержание  хлорофилла  в 

клетке  увеличивается  с  2 пг до  8   9 пг 

(рис.  10 а).  К  4м  суткам  образование 

хлорофилла  в клетках замедляется,  в то 

время  как  частота  деления  клеток 

сохраняется  практически  на  том  же 

уровне.  К  моменту  прекращения 

деления  клеток  в  культуре  (13й  день 

для  HL  и  35й  день  для  LL,  рис. 9 а), 

среднее  внутриклеточное  содержание 

хлорофилла  в  культуре  LL  составляет 

5 пг,  а  в  культурах  HL   3,5  пг 

(рис.  10 а). 

Соотнесение  оптической  плотности  суспензии  клеток  (677 нм)  к  оптической 

плотности  ацетонового  экстракта  (664 нм)  позволяет  оценить  в разные  моменты  времени 

влияние  на  поглощение  света  плотной  упаковки  молекул  хлорофилла  в  хлоропластах  и 

клетках.  Видно,  что  поглощение  хлорофилла  в  составе  интактных  клеток  на  протяжении 

всего  эксперимента  остается  ниже  поглощения,  которое  дает  то  же  количество 

хлорофилла  в  растворе  (ODcycJODuxmp  меньше  1,  рис.  10 б).  Более  чем  трехкратный 

"скачок" внутриклеточного  содержания  хлорофилла  (рис.  10 а, 2е сутки)  сопровождается 

скачкообразным  уменьшением  вдвое  отношения  OD^cJOD^a^p  (рис.  10 б,  2е  сутки). 

Возможно,  значительный  эффект  упаковки  обусловлен  увеличением  локальной 

концентрации  хлорофилла  в  пределах  отдельного  хлоропласта.  Впоследствии 
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Рис  10.  Изменения  внутриклеточного 
содержания  хлорофилла  (а)  и  эффективного 
сечения  поглощения  молекулы  хлорофилла  в 
составе  фотосинтетического  аппарата  (б)  в 
процессе роста культуры клеток. 



хлоропласты  начинают  делиться,  и  их  структура  изменяется  (Post,  Dubinsky,  1985),  в 

результате чего плотность  упаковки хлорофилла уменьшается  (дни 2   10, рис.  10 б). 

Наряду  с  непрерывным 

изменением  в культурах  клеток  общего 

содержания  хлорофилла  (рис. 9 б),  в 

процессе  культивирования  изменяется 

также  и  общее  содержание 

каротиноидов  (рис.  11 а).  Количество 

каротиноидов  в  клетке  по  отношению 

количеству  хлорофилла  определяли  по 

параметру  OD<s}/ODMt  (рис.  11 б).  Его 

изменение  во  времени  коррелирует  с 

изменением  относительной  переменной 

флуоресценции  (рис.  13 в).  После 

пересадки  культуры  на  свежую  среду в 

клетках  активируется  процесс  синтеза 

хлорофилла,  скорость  которого  в 

течение  первых  4  5  дней  превышает 

скорость синтеза каротиноидов. При 

этом количество  каротиноидов,  отнесенное  к содержанию  хлорофилла,  уменьшается,  что 

видно по уменьшению параметра ODWOAsov (дни 0  4 ,  рис.  11 б). 

При  интенсивности  освещения  40 мкмольм"  с"1  фаза  экспоненциального  роста 

клеток  длится  не  более  3  4  дней.  Для  всех  культур  данная  фаза  характеризуется 

минимальным  соотношением  каротиноиды/хлорофилл  (рис.  116)  и  максимальным 

значением  относительной  переменной  флуоресценции  хлорофилла  (рис.  13 в).  Фаза 

экспоненциального  роста  культуры  LL  оказывается  гораздо  более  длительной 

(выраженной)  и  с  4го  по  20й  день  характеризуется  пропорциональным  синтезом 

хлорофилла и каротиноидов в клетках (LL с 4го по 20й день, рис.  11 б). 

При  исчерпании  биогенов  синтез  хлорофилла  прекращается  раньше,  чем 

останавливается  синтез  каротиноидов  (HL 02  9  1 5  день,  рис. 9 б  и  рис.  11 а).  Синтез 

каротиноидов  в культуре  и в отдельно взятой  клетке прекращается  к тому моменту,  когда 

количество хлорофилла уже начало убывать (HL Ш  15й день, рис. 9 б и рис.  11 а). 
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Рис  11. Изменения в процессе роста: 
а  содержания каротиноидов в культуре; 
б  соотношения количества каротиноидов к 
количеству хлорофилла в клетках. 
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Спектры  поглощения  пигментов в 

экстракте  в  моменты  максимального  и 

минимального  соотношения 

каротиноиды/хлорофилл  (N  день  4  и 

день  23,  рис.  11 б)  значительно 

отличаются  в  области  поглощения 

каротиноидов  (400500  нм,  разностный 

спектр  на  рис. 12 а).  В  то  же  время, 

спектры  возбуждения  флуоресценции 

хлорофилла  в  клетках  в  моменты 

максимального  и  минимального 

соотношения  каротиноиды/хлорофилл 

практически не отличаются друг от друга 

(рис.  12 б).  Это  говорит  о  том, что при 

голодании  в  культуре  были  накоплены 

каротиноиды,  не  выполняющие 

светособирающей  функции. 

Параметры  флуоресценции  хлорофилла  Th. w. Ниже приведены графики  изменения 

F„  (рис. 13 a), Fm  (рис.  13 б)  и  относительной  переменной  флуоресценции  хлорофилла 

(FJFm,  рис.  13 в), измеренные  в культурах  клеток. За счет синтеза  пигментов, рост клеток 

сопровождается  увеличением  Fa  и  Fm.  Относительная  переменная  флуоресценция, 

значение которой в момент пересадки составляло 0,1, достигает к 4 суткам уровня 0,75. 

Длина волны яоэбуждаюнаго свата, им 

Рнс. 12.  Спектры  поглощения  экстрактов 
пигментов  (а)  и  спектры  возбуждения 
флуоресценции  хлорофилла  in  vivo  (б) при 
достаточном  количестве  биогенов  (4е  сутки 
культивирования)  и  при их  исчерпании (23е 
сутки). 
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Рис  13.  Изменение  основных 
параметров  флуоресценции  в  процессе 
роста культур: 
aF.  6Fm  BF/Fm 

Время от начала культивирования,  сутки 
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Во  всех  культурах,  инкубированных  при  плотности  потока  квантов  40 мкмольм'  с", 

происходит  более  быстрое  восстановление  фотосинтетической  активности,  чем  в 

культуре,  инкубированной  при  плотности  потока  квантов  5 мкмольм" с"1  (1е  сутки, 

рис 13 в). 

Для  культур  HL  короткая  фаза  экспоненциального  роста  (2 6  день) 

характеризуется  высоким  значением  FJFm.  После  6го  дня  наблюдается  спад  F/Fm  и 

замедление  роста  Fm.  При  достижении  значения  FJFm = 0,5  (911  сутки)  рост  F„ 

прекращается  (рис. 13 б).  Культура  LL,  несмотря  на  сохраняющийся  длительное  время 

высокий уровень FJF„ (2   20 день, рис. 13 в), в течение первых двух недель уступает по 

накопленному  количеству пигментов  (F„) культуре HL C2. При высокой эффективности 

первичных  процессов  фотосинтеза  рост  культуры  LL  лимитирован  низкой 

интенсивностью падающего света. 

Синтез  хлорофилла  в  культуре 

обусловливает увеличение параметров F„ 

и Fm в процессе роста. Чтобы определить 

в таких условиях  интенсивность фото и 

нефотохимического  тушения,  параметры 

F„ и Fm  были нормированы на величину 

поглощения  света  хлорофиллом  в 

суспензии  (рис. 14).  После  пересадки 

культуры происходит снижение удельной 

величины  F0  в  22,5  раза  (рис. 14 а). 

Удельное  значение  F„ увеличивается  на 

2030%  (рис. 14 6).  В  фазе  голодания, 

сопровождающейся  снижением  FJFm, 

удельные  величины  F„  и  Fm 

возвращаются к исходным значениям. 

Падение  удельной  величины  F„  (04  день,  рис. 14 а)  говорит  о  возрастании 

интенсивности фотохимического тушения. 

В  культурах  водорослей  были  также  измерены  индукционные  кривые 

флуоресценции  после  4х  минутной  темновой  адаптации  и  определено 

характеристическое время фотохимической фазы п  (см. главу 4). В начале роста культуры 

(0й  день)  это  время  является  неопределенным,  так  как  разница  между  F„ и  F„  не 

превосходит  10%.  В  процессе  дальнейшего  культивирования  эффект  индукции 

флуоресценции  и фаза  03  становятся  хорошо  выраженными  и сопровождаются  сначала 
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увеличением времени фотохимической фазы (культуры HL на 4е сутки, рис.  15 а), а затем 

снижением этого времени вдвое (культуры HL на 15е сутки, рис. 15 а). 

По  интенсивности  падающего 

света и характеристическому времени 

фотохимической  фазы  было 

определено  сечение  поглощения 

антенного  комплекса,  приходящегося 

на  один  РЦ.  На  4й  день  для  всех 

культур  оно  составило  670 А2.  На 

этапе  голодания  время 

фотохимической  фазы  сокращается 

(рис.  15 а).  Предположить,  что  в 

клетках  при  этом  происходит 

наращивание  размера 

светособирающей  антенны,  трудно, 

учитывая  тот  факт,  что  общее 

количество  хлорофилла  убывает 

(рис.  13 б).  Вероятно,  ускоренный 

переход РЦ в закрытое состояние при 

голодании  связан  с  уменьшением  количества  активных  РЦ  в  фотосинтетических 

единицах, изза чего световая нагрузка на открытые РЦ возрастает. Аналогичная картина 

была получена ранее, когда часть РЦ была закрыта перед измерением кривой индукции 

при помощи постоянной подсветки (25°С, 015  мкмольм"2,с"', рис. 8). 

Изменения длительности быстрой компоненты затухания флуоресценции во время 

культивирования представлены на рис.  15 б. В момент пересадки клеток эта длительность 

составляла  1300 пс.  Ее  минимальное  значение  (470 пс)  достигается  на  4й  день,  что 

соответствует  минимальному  удельному  значению  F0  и  максимальному  уровню 

f = Fy/F„. На  поздних  стадиях  роста  (после  6го  дня,  рис. 13 в), длительность  быстрой 

компоненты возрастает до 1300 пс (рис.  15 б). 

Для  оценки  общего  количества  активных  РЦ  ФС2  в  суспензии  клеток  была 

измерена  интенсивность  ЗФ  хлорофилла.  Культивирование  водорослей  сопровождается 

увеличением числа активных центров на стадии экспоненциального роста и его быстрым 

уменьшением  при  голодании  (рис.  16 а).  Количество  активных  РЦ  в  пересчете  на 

поглощение хлорофилла в суспензии клеток (рис.  16 б) достигает максимального значения 

Врямя от начала культиаирояания, сутки 

Рис 15. Изменения длительности: 
а  фотохимической фазы кривой индукции; 
б  первой компоненты кривой затухания 
флуоресценции хлорофилла. 
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на 4   6 день  культивирования,  а затем  снижается.  Уменьшение удельного  количества  РЦ 

происходит за счет многократного  уменьшения общего количества активных РЦ в 

культуре  (рис.  16 а)  при  слабо 

меняющемся  общем  содержании 

хлорофилла  (рис.  13 б). Такая же  картина 

была  получена  Чемерисом  на  зеленой 

водоросли  Chlorella.  В  случае  с 

хлореллой,  причиной  снижения 

фотохимического тушения в ФСЕ и роста 

удельной  величины  F»  является 

хлородыхание,  которое  обеспечивает 

восстановление  пула  пластохинонов  и 

хинонов,  входящих  в  состав  ФС2,  в 

темноте.  Можно  предположить,  что  при 

голодании  ГА. w.  активируются 

аналогичные  процессы  регуляции,  в 

результате  которых  интенсивность 

фотохимического тушения  уменьшается. 

Время от начала культивирования, сутки 
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Рис 16. Изменение количества активных РЦ: 
а   в единице объема культуры; 
б   по отношению к поглощению хлорофилла. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Как  показала  многолетняя  практика,  для  исследования  ФСА  фитопланктона  и 

экологического  состояния  природных  вод  наиболее  перспективным  является 

использование  флуоресцентного  метода.  В  настоящее  время  основными 

характеристиками,  описывающими  состояние  ФСА  водорослей,  являются  интенсивность 

флуоресценции  хлорофилла  при  открытых  РЦ  (F„),  соответствующая  обилию 

фитопланктона,  и  потенциальная  эффективность  первичных  процессов  фотосинтеза, 

измеряемая как отношение  (Fm   F0)!F„.  Однако  этими стационарными  характеристиками 

не  исчерпываются  возможности  флуоресцентного  метода.  Измерения  кинетических 

кривых  индукции  флуоресценции  хлорофилла  позволяют  получать  дополнительную 

информацию  о  состоянии  ФСА  водорослей.  Проведенные  на  культуре  морских 

диатомовых  водорослей  исследования  показали,  что  для  корректного  измерения 

флуоресценции  на  всем  протяжении  роста  культур  клеток  необходимо  обеспечить 

регистрацию флуоресценции  при оптической плотности ниже 0,05. 

В  работе  показана  связь  между  состоянием  ФСА  водорослей,  выращиваемых  при 

разных условиях облучения, минерального  питания и температуры,  с параметрами  кривой 

22 



индукции  флуоресценции  хлорофилла.  Представление  кривой  индукции  флуоресценции 

хлорофилла  водорослей в виде суммы  экспонент при использовании  простого алгоритма 

позволяет  определить  абсолютное  значение  эффективного  сечения  поглощения 

фотосинтетических  пигментов,  приходящихся  на  один  РЦ  ФС2,  и  скорость  переноса 

электрона  с QJ  на Qt. Эти закономерности, полученные на культуре водорослей,  могут 

быть распространены и на природные фитопланктонные сообщества. 

Важные  особенности  работы  ФСА  могут  быть  выявлены  в  условиях  освещения 

объекта  постоянным  светом,  который  приводит  к  уменьшению  доли  открытых  РЦ. 

Постоянно действующий свет изменяет параметры кривой индукции флуоресценции. Это 

позволяет определить зависимость величины нефотохимического тушения возбужденных 

состояний  хлорофилла  от  интенсивности  света  и  измерить  скорость  линейного 

электронного транспорта при заданной интенсивности облучения. 

Зависимости  скорости  электронного  транспорта  (рис. 7)  и  степени 

нефотохимического  тушения  (рис. 6)  от  интенсивности  постоянного  света  существенно 

изменяются при снижении температуры с 25'С до б'С. Однако, торможение электронного 

транспорта в этом случае  не приводит к уменьшению нефотохимического  тушения, что 

говорит о сохранении  высокого  протонного  фадиента  на тилакоидной  мембране и дает 

основание  предполагать  значительное  ингибирование  АТФазного  комплекса  при 

снижении температуры. 

В  условиях  постоянного  освещения,  интенсивность  которого  недостаточна  для 

развития  нефотохимического  тушения  (25°С,  015  мкмольм"2с"',  рис.8), 

характеристическое время фотохимической фазы кривой индукции уменьшается (25'С, 

О15 мкмольм"с"1,  рис.6).  Это  может  происходить  только  при  увеличении  потока 

возбуждения  к  открытым  РЦ.  Такое  явление  может  быть  обусловлено  тем,  что  один 

антенный комплекс обслуживает несколько РЦ. 

Количество активных РЦ ФС2 в составе ФСЕ может изменяться  в зависимости от 

внешних условий. Поэтому на поздней стадии роста культуры клеток, когда количество 

активных  РЦ  в  пересчете  на  содержание  хлорофилла  уменьшается  (HL,  дни  420, 

рис. 16 б),  фотохимическая  фаза  кривой  индукции  характеризуется  меньшей 

продолжительностью, чем на стадии экспоненциального роста. 

Проведение  комплекса  биофизических  исследований  позволило  выяснить 

некоторые физиологические закономерности развития культуры диатомовых водорослей в 

изменяющихся  условиях  среды  и  обнаружить  их  влияние  на  первичные  процессы 

фотосинтеза.  После  пересадки  клеток  из  среды,  в  которой  запас  биогенов  исчерпан 

(F/Fm = 0,l),  на  свежую  питательную  среду,  в объекте  в  несколько  раз  увеличивается 
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количество  активных  РЦ  (рис. 16 б).  Рост  относительной  переменной  флуоресценции  в 

эти дни (рис. 13 в) связан с тем, что в объекте возрастает интенсивность фотохимического 

тушения,  что видно по снижению удельной  величины  F„  (рис. 14 а). Это коррелирует с 

уменьшением  времени  жизни  возбужденного  состояния  хлорофилла  (с  0  по  2  день, 

рис. 15 б). При удалении биогенных элементов из среды культура водорослей переходит 

из стадии  экспоненциального  роста  в стационарную  фазу.  Количество  активных  РЦ по 

отношению к содержанию хлорофилла  в этот период уменьшается,  что влечет за собой 

снижение  интенсивности  фотохимического  тушения  и  коррелирует  с  увеличением 

времени  жизни  возбужденного  состояния  (HL,  дни  217,  рис. 15 6).  Рост  удельной 

величины F„ (HL, дни 4   23, рис. 14 а) возможно также связан с хлородыханием, которое 

активируется при недостатке минерального питания и повышенных интенсивностях света 

(Bennoun,  2001).  Как  известно,  при  этом  в  темноте  часть  РЦ  переходит  в  закрытое 

состояние  за  счет  восстановления  пула  пластохинона,  что  вызывает  увеличение 

интенсивности рекомбинационного свечения и увеличение F„ (Zagidullin, 2006; Chemeris, 

2004). 

Как видно из рис. 9, более интенсивное освещение при достаточном минеральном 

питании обеспечивает более быстрый рост клеток в начальный период (культуры HL и LL 

до 9го дня культивирования). Однако при исчерпании биогенов интенсивное освещение 

становится  для  клеток  негативным  фактором,  приводящим  не  только  к  снижению 

содержания  хлорофилла  в  культуре  (HL, дни  9   23,  рис. 9 б),  но и к дополнитнльному 

синтезу  каротиноидов,  которые  поглощают  световую  энергию,  но  не  передают  ее  на 

хлорофилл  (рис. 12)  и  играют  защитную  роль.  Интенсивное  освещение  обеспечивает 

более  быстрый  начальный  рост  клеток  при  появлении  биогенных  элементов  и  может 

способствовать  завоеванию  определенной  экологической  ниши  в  природных  условиях. 

Однако более медленный рост на слабом свету (в более  глубоких слоях водной толщи) 

позволяет  более  полно  использовать  те  же  ресурсы  минерального  питания  на  синтез 

биомассы. 
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выводы 
1.  Создан метод измерения кривых индукции ФХ с начальным временным разрешением 

0,75 мкс в диапазоне интенсивностей возбуждающего света 200 12000 мкмольм"2с_1 

(Amax= 455 нм).  Измеренные  индукционные  кривые  Thalassiosira weissflogii  на 

восходящем участке с высокой точностью описываются суммой 3х экспоненциальных 

компонент. 

2.  Показано,  что  характеристическое  время  фотохимической  фазы,  самой  короткой 

компоненты  кривой  индукции  флуоресценции,  обратно  пропорционально 

интенсивности  возбуждающего  света.  Этот  результат  позволил  определить 

абсолютное  значение  эффективного  сечения  поглощения  фотосинтетических 

пигментов, приходящихся на один РЦ ФС2 (700А2 для X = 455 нм). 

3.  На  поздних  стадиях  роста  культуры  происходит  уменьшение  доли  открытых  РЦ. В 

этих  условиях  в  ФСЕ  происходит  перераспределение  поглощенной  энергии  и  ее 

направление  к  открытым  РЦ.  Вследствие  этого  характеристическое  время 

фотохимической фазы кривой индукции флуоресценции уменьшается в 1,7  2  раза. 

4.  При  снижении  температуры  с  25'С  до  6'С  в  клетках  усиливаются  процессы 

нефотохимического  тушения  возбужденных  состояний  хлорофилла  в  ответ  на 

постоянное облучение. 

5.  Уменьшение  вероятности  разделения  зарядов  в  ФС2  при  интенсивном 

нефотохимическом  тушении  приводит  к  удлинению  фотохимической  фазы  кривой 

индукции флуоресценции в 1,52  раза. 

6.  В  процессе  исчерпания  биогенных  элементов  в  культуре  свет  с  интенсивностью 

40 мкмолѵ м"2с"'  становится  для  фотосинтетического  аппарата  избыточным,  что 

приводит  к замедлению  роста  клеток.  Уменьшение  максимального  фотохимического 

выхода  ФС2,  наблюдаемое  в  этих  условиях,  связано  с  инактивацией  РЦ  в 

фотосинтетических  единицах  и происходит  за счет роста удельной величины F0 при 

относительно  небольшом  изменении  удельной  величины  Fm.  Эти  процессы  также 

сопровождаются  накоплением  в  клетках  каротиноидов,  которые  не  передают 

поглощенную энергию на РЦ и, очевидно, играют защитную роль. 
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