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Метанол у низьких концентрацiях позитивно впливає на рiст автотрофної накопи-
чувальної культури Chlamydomonas reinhartdii. Дослiджено вплив 0,2% метанолу на

ультраструктуру клiтин i активнiсть каталази C. reinhartdii. Встановлено, що пiд

впливом метанолу зменшується об’єм клiтин C. reinhartdii та парцiальний об’єм хло-
ропластiв, збiльшується парцiальний об’єм вакуоль, мiтохондрiй i пластоглобул. До-

давання метанолу активує каталазу мiтохондрiй, що дозволяє припустити її участь
у окисненнi та метаболiзацiї цього розчинника.

Для бiльшостi прокарiотiв характерною є здатнiсть використовувати для росту одновугле-
цевi (або С1-) сполуки, бiльш вiдновленi, нiж СО2. До них належать окис вуглецю (СО), ме-
тан (СН4), метанол (СН3ОН), формальдегiд (НСОН), мурашина кислота (НСООН). У бiль-
шостi з цих сполук вуглець представлений у виглядi метильної групи, тому мiкроорганiзми,
якi їх використовують, дiстали назву метилотрофiв [1]. Метаболiзацiя С1-сполук в цих орга-
нiзмах вiдбувається через вузькоспецiалiзованi метаболiчнi процеси, частково локалiзованi
в пероксисомах, якi утворюються у великих кiлькостях у клiтинах метилотрофiв за на-
явностi екзогенного метанолу, i навпаки, зникають при вилученнi метанолу iз середовища
культивування. Окиснення метанолу у метилотрофiв супроводжується утворенням перок-
сиду водню, який ферментативно розкладається на воду та кисень за участю локалiзова-
ної у пероксисомах каталази [2]. В останнє десятилiття отримано докази на користь того,
що клiтини вищих рослин i мiкроводоростей також можуть асимiлювати доданi екзогенно
С1-сполуки — метанол i формiат [3, 4]. Зокрема, нам вдалося встановити, що одноатомний
спирт метанол позитивно впливає на рiст автотрофної культури одноклiтинної зеленої водо-
ростi Chlamydomonas reinhardtii [5]. Стимулюючий ефект цього спирту проявляється у по-
кращеннi функцiонального стану фотосинтетичного апарату, збiльшеннi швидкостi фiксацiї
СО2 i зменшеннi втрати фiксованого СО2 в циклi фотодихання. Було показано, що при куль-
тивуваннi мiкроводоростi протягом 7 дiб з додаванням 50 мМ метанолу об’єм ущiльнених
клiтин збiльшувався на 34%, тодi як середнiй перiод генерацiї клiтин у культурi знижував-
ся на 28% порiвняно з контролем. Крiм того, був виявлений стимулюючий вплив низьких
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концентрацiй метанолу на швидкiсть темнового дихання [5]. Бiохiмiчнi процеси, якi залу-
ченi до метаболiзацiї метанолу зеленими мiкроводоростями, вивченi недостатньо [4]. Так,
вiдомо, що мiкротiльця клiтин С. reinhardtii не мiстять каталази та iнших ферментiв циклу
фотодихання [6], якi беруть участь в асимiляцiї метанолу в клiтинах вищих рослин.

Наша мета полягала у визначеннi ультраструктурних змiн, а також проведеннi цитохi-
мiчного дослiдження локалiзацiї каталази у клiтинах C. reinhardtii за умов додавання 0,2%
метанолу в порiвняннi з контролем.

Одноклiтинна зелена водорiсть C. reinhardtii була отримана з колекцiї культур мiкро-
водоростей вiддiлу мембранологiї i фiтохiмiї Iнституту ботанiки iм. М. Г. Холодного НАН
України (IBASU-B-163). Накопичувальну автотрофну культуру вирощували на рiдкому мi-
нiмальному поживному середовищi Кеслера [7] в колбах об’ємом 0,5 л з перемiшуванням
магнiтною мiшалкою при кiмнатнiй температурi i цiлодобовому освiтленнi бiлими флуорес-
центними лампами з iнтенсивнiстю фотосинтетично активної радiацiї (ФАР) на поверх-
нi колб 100 мкмоль фотонiв · м−2

· с−1. Коли культура досягала середини експоненцiйної
фази росту, в середовище культивування додавали 0,2% метанолу i залишали культуру
на нiч. Пiсля 15 год iнкубацiї з метанолом культуру концентрували центрифугуванням
при 3000 об/хв протягом 2 хв. Концентровану культуру використовували для електрон-
но-мiкроскопiчного дослiдження структури клiтин мiкроводоростi та цитохiмiчного дослiд-
ження каталази. Достовiрнiсть рiзницi середнiх значень мiж дослiдом i контролем оцiню-
вали за допомогою t-критерiю Стьюдента.

Для електронно-мiкроскопiчного дослiдження використовували концентровану культу-
ру мiкроводоростi С. reinhardtii. Клiтини помiщали в середину агарових блокiв. Пiсля пе-
редфiксацiї у формалiнi проби фiксували 2,5% глутаровим альдегiдом. Пiсля промивання
здiйснювали дофiксацiю розчином 1% ОsO4. Зневоднення i заливку в епон-аралдитну смолу
проводили за стандартною методикою. Ультратонкi зрiзи клiтин виготовляли на ультра-
мiкротомi LKB-V (LKB, Швецiя), дослiджували i фотографували у трансмiсiйному елект-
ронному мiкроскопi JEM-1300 (JEOL, Японiя). Визначення розмiрiв клiтин i пiдрахунок
парцiальних об’ємiв органел та їх компонентiв на зображеннях зрiзiв проводили за допомо-
гою комп’ютерної програми ImageTool 3.0 (UTHSCSA, США). Визначали лiнiйнi розмiри
клiтин, довжину (L) i ширину (W ) як найдовшу i найкоротшу вiсь на зрiзi клiтини, а також
вiдношення ширини до довжини у вiдсотках. Об’єм клiтин (V ) обчислювали за формулою
об’єму елiпсоїда:

V =
πW

2

(

L

2

)2

.

Локалiзацiю каталази в клiтинах C. reinhardtii визначали за допомогою цитохiмiчної
реакцiї з 3,3′-дiамiнобензидин-тетрагiдрохлоридом (ДАБ) (“Sigma”, CША). Зразки культури
мiкроводоростi фiксували в глутаровому альдегiдi, а потiм розподiляли по таких варiантах
iнкубацiйних середовищ:

А. 20 мг ДАБ + 2 мл 3% Н2О2 + 8 мл 0,1 М глiцинового буфера (повне середовище);
В. 20 мг ДАБ + 10 мл 0,1 М глiцинового буфера (контроль без субстрату);
С. 20 мг ДАБ + 2 мл 3% Н2О2 + 8 мл 0,1 М глiцинового буфера + 3 мг азиду натрiю

(контроль з iнгiбiтором каталази).
Усi варiанти iнкубували в темрявi при 37 ◦С протягом 1 год. Перед обробкою в середо-

вищi варiанта С проби попередньо iнкубували з 3 мг азиду натрiю протягом 30 хв. Пiсля
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iнкубацiї i промивок здiйснювали дофiксацiю 2% ОsO4. Потiм проводили процедури за за-
гальною схемою пiдготовки зразкiв для електронно-мiкроскопiчного дослiдження. Iндекс
електронної щiльностi для мiтохондрiй визначали за допомогою iнструменту “Line profile”
комп’ютерної програми ImageTool 3.0. Iндекс електронної щiльностi мiтохондрiй Iм вказує,
яку частку вiд щiльностi матриксу мiтохондрiй становить рiзниця щiльностей мiтохондрiй
та цитоплазми (контроль без субстрату). Iм обчислювали за формулою

Iм =
Щ

мм
− Щ

цит

Щ
мм

,

де Щцит — щiльнiсть цитоплазми в пiкселях; Щмм — щiльнiсть матриксу мiтохондрiй у пi-
кселях.

Оскiльки культуру мiкроводоростi вирощували при цiлодобовому освiтленнi, то її клi-
тини знаходились на рiзних стадiях життєвого циклу. Умовно клiтини з несинхронiзованої
культури можна роздiлити на два типи вiдповiдно до стадiй життєвого циклу — молодi
(з площею до 10 мкм2) та зрiлi (бiльше 10 мкм2). Клiтини тетрад з розiрваною материн-
ською оболонкою вiдносили до клiтин молодого типу. Розмноження шляхом подiлу спо-
стерiгали в зрiлих клiтинах. Старi клiтини рiдко зустрiчалися при дослiдженнi культур
у електронному мiкроскопi, тому ми не визначали вплив метанолу на такi клiтини.

Iстотних якiсних змiн органел у молодих i зрiлих клiтинах, оброблених 0,2% метано-
лом, не було виявлено, що свiдчить про вiдсутнiсть пошкоджуючої дiї на ультраструктуру
C. reinhardtii концентрацiї метанолу, що стимулює продуктивнiсть культури клiтин.

Однак проведенi нами морфометричнi дослiдження показали, що додавання метанолу
впливало на розмiри клiтин C. reinhardtii (табл. 1). Молодi клiтини реагували зменшенням
довжини клiтин, тодi як їх ширина не змiнювалась. Зрiлi клiтини вiдповiдали на мета-
нол зменшенням як їх довжини, так i ширини. Вiдповiдно до лiнiйних розмiрiв у молодих
i зрiлих дослiдних клiтин зменшувались їх площа i об’єм. Метанол не впливав на товщи-
ну клiтинної оболонки C. reinhardtii. Можна припустити, що зменшення розмiрiв i об’єму
клiтин вiдбувається через вплив метанолу на експресiю генiв, що вiдповiдають за рiст клi-
тинної оболонки, оскiльки вiдомо, що метанол знижує експресiю гена експансину клiтинної
оболонки рослин [8].

Морфометричний аналiз часток клiтинних компонентiв показав, що метанол зумовлює
збiльшення парцiального об’єму вакуолей молодих клiтин майже у 2 рази, у зрiлих клiтин —
у 2,3 раза (табл. 2). Збiльшення вакуолей пiд впливом метанолу можна пояснити змiнами
осмотичного потенцiалу таких клiтин. Формiат, який утворюється при метаболiзмi метанолу
всерединi клiтини, очевидно, зумовлює пiдвищення осмотичного тиску, що призводить до
збiльшення надходження води в клiтину i росту парцiального об’єму вакуолей. Пiд впливом
метанолу вiдбувається зменшення на 10% парцiального об’єму хлоропластiв зрiлих клiтин.
Метанол не впливає на вiдносний об’єм компонентiв хлоропластiв молодих i зрiлих клi-
тин, крiм пластоглобул, парцiальний об’єм яких збiльшується на 78% у зрiлих клiтинах.
Вiдносний об’єм ядер в молодих клiтинах зменшується на 27% при додаваннi метанолу.
Спостерiгається збiльшення парцiального об’єму мiтохондрiй на 22% у молодих i на 45%
у зрiлих клiтинах порiвняно з контролем, що може свiдчити про посилення активностi ди-
хання. У молодих дослiдних клiтин збiльшується вiдносний об’єм цитоплазми, очевидно, за
рахунок зменшення вiдносного об’єму хлоропласту i ядра.

Результати нашого цитохiмiчного дослiдження локалiзацiї каталази C. reinhardtii подiб-
нi до даних по iнших зелених одноклiтинних водоростях. Ще у 1971 р. Жиро i Жанiнски
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Таблиця 1. Кiлькiснi показники C. reinhardtii, що належать до молодих (1) та зрiлих (2) клiтин

Варiант Довжина, мкм Ширина, мкм
Вiдношення

W/L, %
Площа зрiзу,

мкм2 Об’єм, мкм3
Товщина

оболонки, мкм

Контроль 1 3,77± 0,06
б

2,97 ± 0,04
а

79,71 ± 1,75
а

8,40 ± 0,20
б

16,67 ± 0,56
б

0,067 ± 0,002
аб

Дослiд 1 3,56± 0,08
а

3,01 ± 0,06
а

84,86 ± 2,22
б

7,87 ± 0,25
а

15,12 ± 0,84
а

0,068 ± 0,006
а

Контроль 2 4,74± 0,07
г

4,08 ± 0,06
в

85,31 ± 1,36
б

14,10 ± 0,31
г

36,38 ± 1,26
г

0,061 ± 0,002
а

Дослiд 2 4,42± 0,08
в

3,73 ± 0,06
б

84,78 ± 1,34
б

12,59 ± 0,32
в

29,12 ± 1,32
в

0,064 ± 0,004
а

Пр и м i т ка . Тут i в табл. 2 рiзними буквами в межах однiєї графи вказано вiдмiннi значення з iмовiрнiстю P 6 0,05.

Таблиця 2. Спiввiдношення парцiальних об’ємiв компонентiв C. reinhardtii, що належать до молодих (1) та зрiлих (2) клiтин, %

Варiант Вакуолi

Хлоропласт

Ядро
Мiто-

хондрiї

Полi-
фосфатнi
гранули

Цито-
плазмаЗагалом Пiреноїд Обкладка Крохмаль

Пласто-
глобули

Контроль 1 1,23±0,35
б

57,53±2,25
бв

20,29±1,05
аб

10,40±0,72
аб

1,90±0,16
а

1,42±0,32
бв

16,68±1,04
б

2,26±0,37
а

9,50±1,28
а

12,80±1,96
а

Дослiд 1 2,42±0,28
в

54,51±2,05
б

20,79±1,80
аб

9,82±0,69
а

2,40±0,43
а

1,17±0,27
б

12,17±0,84
а

2,77±0,51
а

8,19±1,33
а

19,94±1,92
б

Контроль 2 0,65±0,10
а

54,21±1,29
б

17,31±0,79
а

8,61±0,46
а

3,33±0,45
б

0,74±0,14
а

10,36±0,64
а

2,20±0,26
а

7,84±0,73
а

24,74±1,48
б

Дослiд 2 1,48±0,28
б

48,83±1,44
а

18,65±0,81
а

9,82±0,95
а

4,19±0,84
б

1,32±0,25
в

11,61±0,46
а

3,18±0,50
б

8,11±0,73
а

26,79±1,39
бв
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Рис. 1. Iндекси електронної щiльностi мiтохондрiй у варiантах А, В i С, оброблених 0,2% метанолом, i
в контролi

дiйшли висновку про вiдсутнiсть каталази в C. reinhardtii, оскiльки отримали негативну
реакцiю на ДАБ [9]. Згодом для C. reinhardtii було показано наявнiсть каталази, яка ло-
калiзувалась в основному в мiтохондрiях [10]. У зелених мiкроводоростей на вiдмiну вiд
рослин цикл фотодихання є редукованим, а реакцiї, якi у вищих рослин вiдбуваються в пе-
роксисомах, локалiзованi в мiтохондрiях. Тому ми дослiджували мiтохондрiї, визначаючи
iнтенсивнiсть забарвлення мiтохондрiй i цитоплазми клiтин для обчислення iндексу елект-
ронної щiльностi мiтохондрiй. У варiантi А пiсля обробки ДАБ реактивом стали чiткiше
помiтнi кристи i зовнiшнi мембрани мiтохондрiй порiвняно з контрольними варiантами В
i С. Також у варiантi А з додаванням метанолу виявленi везикули з чiтко вираженою по-
двiйною оболонкою i гомогенним вмiстом, подiбним за щiльнiстю до такої цитоплазми. Iн-
коли в таких везикулах можна виявити залишки мембранної системи крист мiтохондрiй,
вiд яких вони, очевидно, походять.

Порiвняння iндексiв електронної щiльностi мiтохондрiй варiантiв А, В i С у контролi
та при додаваннi метанолу дозволяє кiлькiсно охарактеризувати вплив метанолу на вмiст
каталази в мiтохондрiях C. reinhardtii (рис. 1). Наведенi в дiаграмi данi пiдтверджують
локалiзацiю каталази в мiтохондрiях, оскiльки iндекс електронної щiльностi мiтохондрiй
у варiантi А був завжди бiльший, нiж у контрольних варiантах В i С (див. рис. 1). Також
додавання метанолу у варiантi А зумовлювало збiльшення щiльностi мiтохондрiй на 28%
порiвняно з контролем без метанолу. Отже, метанол у концентрацiї 0,2% активує накопи-
чення каталази в мiтохондрiях або пiдвищує її ферментативну активнiсть.

Таким чином, метанол у концентрацiї 0,2% викликає кiлькiснi змiни ультраструктури
C. reinhardtii, зменшуючи розмiри клiтин i парцiальний об’єм хлоропласта, а також збiль-
шуючи парцiальнi об’єми вакуоль, мiтохондрiй та пластоглобул. Локалiзована в мiтохонд-
рiях каталаза активується метанолом, що дозволяє припустити її участь у окисненнi та
метаболiзацiї цього розчинника.
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С.С. Степанов, Н. А. Белявская, Е. К. Золотарева

Влияние метанола на структуру клеток и активность каталазы

у Chlamydomonas reinhardtii

Метанол в низких концентрациях положительно влияет на рост автотрофной накопи-
тельной культуры Chlamydomonas reinhartdii. Исследовано влияние 0,2% метанола на уль-

траструктуру клеток и активность каталазы C. reinhartdii. Установлено, что под влияни-

ем метанола снижается объем клеток Chlamydomonas reinhartdii и парциальный объем хло-
ропластов, повышается парциальный объем вакуолей, митохондрий и пластоглобул. Внесе-

ние метанола активирует каталазу митохондрий, что позволяет предположить ее учас-

тие в окислении и метаболизации этого растворителя.

S. S. Stepanov, N.O. Biliavs’ka, E.K. Zolotareva

Methanol effects on cellular structure and catalase activity in

Chlamydomonas reinhardtii

Methanol at low concentrations stimulates the growth of Chlamydomonas reinhartdii autotrophic

batch culture. The aim of our study was to ascertain the methanol effects on the ultrastructure

of C. reinhartdii and on the localization and activity levels of catalase in it. It has been shown that
methanol decreases the volume of C. reinhartdii cells and the partial volume of chloroplasts, while

it increases partial volumes of vacuoles, mitochondria, and plastoglobules. The catalase activity in
mitochondria is enhanced by the methanol treatment, which allows us to suggest its involvement in

the oxidation and metabolization of the solvent.
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