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Впервые исследована толерантность клеток двух видов зеленых микроводорослей Lobosphaera sp.
IPPAS С-2047 и Micractinium simplicissimum IPPAS С-2056 к повышенным концентрациям марганца
(в форме MnСl2). Анализ фотосинтетической активности клеток, проведенный методом флуори-
метрии, и оценка динамики изменения оптической плотности суспензий клеток в области макси-
мума поглощения хлорофилла показали различную толерантность микроводорослей к марганцу.
Острая токсичность, определяемая в течение 4-х суток, проявлялась при концентрациях марганца
от 1 г/л для клеток M. simplicissimum и от 10 г/л – для клеток Lobosphaera sp. Методом просвечиваю-
щей электронной микроскопии в сочетании с энергодисперсионной рентгеновской спектроскопи-
ей исследовано субклеточное распределение марганца в клетках микроводорослей в условиях повы-
шенных, но нетоксичных концентрациях марганца в среде. Установлено отсутствие обособленных
марганецсодержащих включений на поверхности и в клетках Lobosphaera sp. и дисперсное распре-
деление марганца в клетках с концентрированием в области тилакоидов и пластоглобул. Марганец
и фосфор впервые выявлены в пластоглобулах, что возможно связано с их поступлением и концен-
трированием в этих структурах, сопряженным с транслокацией компонентов тилакоидов в процес-
се их разборки при стрессе. Для клеток M. simplicissimum показана способность к экзоплазматиче-
скому окислению и образованию наночастиц марганца в межклеточном матриксе, на поверхности
и в клеточных стенках, а также компартментация поступившего внутрь клеток марганца в вакуолях
и связывания его с полифосфатными гранулами.

Ключевые слова: Lobosphaera, Micractinium simplicissimum, аналитическая электронная микроскопия,
внутриклеточная локализация, микроводоросли, наночастицы марганца, толерантность, тяжелые
металлы
DOI: 10.31857/S0015330322050220

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время все более распространен-
ными становятся биотехнологии с применением
оксигенных фототрофных микроорганизмов, а
именно цианобактерий и микроводорослей, для
получения биомассы обогащенной целевым про-
дуктом − белками, углеводами, полиненасыщен-
ными жирными кислотами, минералами, витами-
нами, антиоксидантами, микоспорин-подобными
аминокислотами [1], очистки водных акваторий
и сточных вод от тяжелых металлов, биогенных
элементов и органических соединений, а также в
качестве биосенсоров для оценки степени загряз-
ненности водных сред [2, 3].

Широкое применение оксигенных фототроф-
ных микроорганизмов и, в первую очередь, микро-
водорослей в сфере охраны окружающей среды,
обусловлено возможностью проследить воздей-
ствие неблагоприятного фактора, как на клетку, так
и на популяцию в целом на протяжении многих по-
колений и выявить отдаленные последствия подоб-
ного воздействия [4, 5]. Исследования чувствитель-
ности микроводорослей к различным воздействиям
требуют поиска видов-индикаторов загрязнения и
видов, способных к быстрому поглощению, на-
коплению и инактивации в биомассе загрязняю-
щих веществ в водоемах (биоремедиации).

Известно, что проблема загрязнения окружаю-
щей среды тяжелыми металлами становится все бо-
лее актуальной [6]. В настоящее время для очистки
сточных вод активно применяются технологии с
участием оксигенных фототрофных микроорганиз-
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мов, клетки которых способны накапливать в высо-
ких концентрациях многие элементы, включая тя-
желые металлы [7]. Марганец − один из самых рас-
пространенных в природе тяжелый металл,
является опасным загрязнителем водных экосистем
и сточных вод [6]. Среди наиболее частых причин
попадания металла в стоки можно назвать процессы
обогащения марганцевых окисленных руд, произ-
водство гальванических элементов, керамики и ор-
ганический синтез. Следует отметить, что марганец
повсеместно используется как компонент топлив-
ных добавок для повышения октанового числа [8].

Известно, что поступая в клетки тяжелые ме-
таллы реагируют с функциональными группами
белков и других соединений, что может являться
одним из механизмов детоксикации (образование
металлотионеинов и фитохелатинов), но вместе с
тем приводить к многочисленным нарушениям ме-
таболизма, что лежит в основе их высокой токсич-
ности [9]. Существуют данные, касающиеся токси-
ческого действия марганца в высоких концентра-
циях на растительные клетки [10], однако работы,
изучающие, наряду с токсичностью, внутриклеточ-
ное распределение марганца в клетках микроводо-
рослей практически не встречаются.

Поиск культур микроводорослей, толерант-
ных к высоким концентрациям марганца, иссле-
дование диапазонов концентраций, при которых
их клетки сохраняют высокую метаболическую
активность, а также изучение внутриклеточного
распределения марганца, может иметь как прак-
тическое, так и фундаментальное значение, поз-
воляющее расширить представления о механиз-
мах адаптации клеток микроводорослей к дей-
ствию этого тяжелого металла.

В настоящей работе исследовано влияние высо-
ких концентраций марганца на фотосинтетическую
активность зеленых микроводорослей родов Mi-
cractinium и Lobosphaera для оценки пределов их то-
лерантности и особенности субклеточного рас-
пределения токсиканта методом энергодиспер-
сионной рентгеновской спектроскопии (ЭДРС).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы и условия культивирования

Объектами исследования служили суспензион-
ные культуры зеленых микроводорослей Lobos-
phaera sp. IPPAS С-2047 (далее в тексте Lobos-
phaera sp.) и Micractinium simplicissimum IPPAS
С-2056 (далее в тексте M. simplicissimum). Культу-
ры микроводорослей выращивали в периодиче-
ском режиме в стеклянных колбах (объем 750 мл)
в среде BG-11 [11], на инкубационном шейкере
Innova 44 (“New Brunswick”, США) со скоростью
перемешивания 150 об/мин, при постоянной
температуре 25°C и круглосуточном освещении
40 мкмоль фотонов/(м2 с) ФАР.

Для экспериментов с культивированием мик-
роводорослей в присутствии избыточных коли-
честв ионов Mn2+ (далее марганец) клетки пред-
культур осаждали центрифугированием (3000 g,
5 мин) на шейкере (“Eppendorf”, Германия), ре-
суспендировали в среде BG-11 до плотности по
содержанию хлорофилла 30 мг/л. Содержание
хлорофилла в клетках определяли по методике,
описанной ранее [12]. Отдельно готовили растворы
хлорида марганца (MnСl2) в среде BG-11 для каждой
заданной концентрации. Инкубацию микроводо-
рослей с повышенными концентрациями марганца
проводили в 12 луночных планшетах (“Eppendorf”,
Германия). Культивирование в планшетах прово-
дили в соответствии с рекомендациями по опре-
делению толерантности культур к различным
поллютантам [13, 14]. В лунки планшетов вноси-
ли по 1 мл концентрированной суспензии клеток
и 2 мл среды BG-11 с заданной концентрацией
марганца. Таким образом, в лунках планшета со-
держалось по 3 мл суспензии клеток одинаковой
плотности (10 мг/л по хлорофиллу) и различной
концентрацией марганца.

Суспензии клеток Lobosphaera sp. инкубировали
в средах, содержащих следующие концентрации
марганца: 0.25, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0 и 25.0 г/л. Сус-
пензии клеток M. simplicissimum – в средах с 0.05,
0.1, 0.5, 1.0, 3.0 и 5.0 г/л марганца. Выбор диапазона
концентраций марганца основан на результатах
предварительных экспериментов, показавших, что
для этих культур микроводорослей значения ле-
тальных (остротоксичных) концентраций мар-
ганца существенно различались, при этом клетки
Lobosphaera sp. проявляли большую толерантность к
высоким концентрациям марганца в сравнении с
M. simplicissimum. Контролем служили культуры,
растущие в стандартной среде BG-11, содержащей
0.005 г/л марганца. Культивирование продолжали в
люминостате при постоянном освещении 40
мкмоль фотонов/(м2 с) ФАР и температуре 23°C в
течение 4 сут.

Для анализа с помощью ЭДРС внеклеточного
и субклеточного распределения Mn при его повы-
шенных концентрациях в средах клетки микрово-
дорослей осаждали центрифугированием (3000 g,
5 мин) и ресуспендировали в среде BG-11 до
плотности по хлорофиллу 10 мг/л. Затем к сус-
пензиям микроводорослей Lobosphaera sp. и
M. simplicissimum добавляли 5.0 и 0.5 г/л марганца,
соответственно. Культивирование продолжали при
описанных выше условиях в течение 5 сут.

Определение оптической плотности
суспензий микроводорослей

Контроль физиологического статуса микрово-
дорослей осуществляли непосредственно в лун-
ках планшетов с помощью спектрофотометра In-
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finite M200PRO (“Tecan”, Австрия), определяя
разность оптической плотности суспензий клеток
при длинах волн 678 нм (максимум полосы погло-
щения хлорофилла адсорбционного спектра сус-
пензии клеток) и 750 нм (область не специфическо-
го поглощения в спектре). Регистрацию оптической
плотности проводили через 3 ч, 2 и 4 сут культиви-
рования в средах с повышенной концентрацией
марганца.

Определение фотосинтетической
активности (ФСА)

ФСА клеток оценивали методом импульсно-
моделированной флуориметрии [15], основанно-
го на измерении флуоресценции хлорофилла, для
регистрации которой использовали флуориметр
FluorCam FC 800-C (“Photon Systems Instrument”,
Чехия). ФСА определяли как значения макси-
мального фотохимического квантового выхода
фотосистемы II ϕ(ФС II) = Fv/Fm [16]. Перед из-
мерением ФСА клетки микроводорослей адапти-
ровали к темноте в течение 10 мин.

Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ)
Ультраструктурную организацию микроводо-

рослей контролировали с помощью традицион-
ной ПЭМ ультратонких (менее 70 нм) срезов.
Элементный анализ проводили методом анали-
тической ПЭМ, а именно ЭДРС полутонких
(200−250 нм) срезов. Клетки осаждали центрифу-
гированием (3000 g, 5 мин) и фиксировали стан-
дартно по протоколу [17], используя последователь-
но 2% (по объему) раствор глутарового альдегида в
0.1 М какодилатном буфере (pH 6.8–7.2 в зависи-
мости от pH культуры) в течение 30 мин и 1% (по
массе) раствор тетраоксида осмия в том же буфе-
ре в течение 4 ч при комнатной температуре.

Обезвоживание фиксированных образцов про-
водили в серии водных растворов этилового спирта
возрастающих концентраций от 30 до 96% (по
объему) и троекратно в 100% этиловом спирте
(“Sigma”, США). Последнюю процедуру обезво-
живания сочетали с контрастированием 2% (по
массе) раствором уранилацетата в абсолютном
этиловом спирте (“Sigma”, США) в течение 1 ч
при комнатной температуре. Далее образцы заклю-
чали в эпоксидную смолу Araldite (“Sigma-Aldrich”,
США), проводили полимеризацию при 56°С и по-
лучали срезы заданной толщины на ультрамикро-
томе LKB-8800 (“LKB”, Швеция). Срезы монти-
ровали на медные сеточки для электронной мик-
роскопии с ультратонкой подложкой из формвара
(“Ted Pella”, США). Для изучения ультраструктуры
клеток методом ПЭМ срезы дополнительно кон-
трастировали раствором цитрата свинца [18].
Изображения получали на электронном микро-
скопе JEM-1011 (“JEOL”, Япония). Измерение

размеров структур проводили по изображениям
ПЭМ в программе Fiji (ImageJ) v. 20200708-1553
(“NIH”, США).

ЭДРС полутонких срезов проводили, как опи-
сано ранее [19], на аналитическом электронном
микроскопе JEOL-2100 (“JEOL”, Япония), осна-
щенном светлопольным детектором для работы в
режиме сканирующей ПЭМ (СПЭМ) (“JEOL”,
Япония) и рентгеновским кремний-дрейфовым
детектором X-Max с активной площадью кристал-
ла 80 мм2 (“Oxford Instruments”, Великобритания).
Энергодисперсионные рентгеновские спектры от
выбранных точечных или зональных участков об-
разца регистрировали в диапазоне энергий рент-
геновского излучения от 0 до 10 кэВ в режиме
светлопольной СПЭМ. Время набора сигнала для
одного спектра составляло 120 с. Регистрацию и
обработку энергодисперсионных спектров про-
водили в режиме “Point&ID” в программе INCA
(“Oxford Instruments”, Великобритания). Получен-
ные спектры приводили в диапазоне 0.15–7.5 кэВ, в
который входят наиболее интенсивные пики всех
биологически значимых элементов, включая Mn.

Статистическая обработка
полученных результатов

Все эксперименты проводили в трех биологи-
ческих повторностях. Достоверность различий
между опытными и контрольными образцами
оценивали с помощью критерия Стьюдента. Раз-
личия считались достоверными при P ≤ 0.05. Об-
работка результатов проводилась с использова-
нием программы Microsoft Excel. На рисунках
представлены средние значения и соответствую-
щие стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка толерантности культур

Оценку толерантности культур микроводорос-
лей проводили по стандартной процедуре биоте-
стирования по ГОСТ Р 54496-2011 [20], экспери-
ментально определяя диапазон концентраций мар-
ганца от минимально действующих до токсичных
для клеток. Согласно ГОСТу, если для исследуемых
параметров физиологического состояния культуры
наблюдается снижение до 20% в сравнении с кон-
тролем, то концентрация поллютанта считается
нетоксичной для клеток микроводорослей, при
этом снижение более чем на 50% в сравнении с
контролем указывает на проявление острой ток-
сичности.

Установлено, что уже при 3-часовой инкуба-
ции Lobosphaera sp. в среде BG-11 при максималь-
ной концентрации марганца 25.0 г/л и M. simpli-
cissimum при концентрации марганца 3.0−5.0 г/л
оптическая плотность суспензии клеток умень-
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шилась на 31−32%, что свидетельствует о начина-
ющемся проявлении токсичности марганца для
обеих культур (рис. 1а). Следует отметить, что
при концентрации марганца в среде до 15.0 г/л
плотность суспензии Lobosphaera sp. снижалась
не более чем на 20%, указывая на чрезвычайно
высокую толерантность исследуемой культуры к
этому тяжелому металлу.

В течение последующих 2 суток культивирова-
ния Lobosphaera sp. в среде BG-11, содержащей от
1.0 до 25.0 г/л марганца наблюдали значительное
снижение оптической плотности суспензии от 37
до 50% в сравнении с контролем (рис. 1б). Для
клеток M. simplicissimum снижение оптической
плотности на 38−42% наблюдалось при концен-
трации марганца выше 3.0 г/л (рис. 1д). На 4 сутки
оптическая плотность суспензии клеток Lobos-
phaera sp. продолжала снижаться в присутствии
всех тестируемых концентраций марганца в срав-

нении со 2 сутками (рис. 1б, в). Оптическая плот-
ность суспензии клеток M. simplicissimum при кон-
центрации марганца до 0.5 г/л практически не из-
менялась по сравнению со 2 сутками, в то время
как при концентрации марганца от 1.0 до 5.0 г/л
продолжала снижаться (рис. 1 д, е).

Исследование реакции фотосинтетического
аппарата клеток микроводорослей на повышенные
концентрации марганца методом флуориметрии
показало, что снижение фотосинтетической актив-
ности более чем на 30% в сравнении с контролем в
суспензии клеток Lobosphaera sp. происходит при
концентрации марганца выше 10 г/л, а в суспензии
клеток M. simplicissimum − при концентрации вы-
ше 1.0 г/л (рис. 2).

Сравнение токсичности различных концен-
траций марганца для клеток Lobosphaera sp. и
M. simplicissimum на основании рассчитанного в %
ингибирования фотосинтетической активности и

Рис. 1. Оптическая плотность суспензий клеток микроводорослей Lobosphaera sp. IPPAS С-2047 (а, б, в) и Micractinium
simplicissimum IPPAS С-2056 (г, д, е) при культивировании в средах BG-11, содержащих 0.005 г/л марганца (К) или его
повышенные концентрации, в течение 3 ч (а, г), 2-х (б, д) и 4-х суток (в, е). Данные представлены в виде средних значе-
ний для трех биологических повторностей и стандартных отклонений. Достоверность различий оценивалась по t-крите-
рию Стьюдента (*Р ≤ 0.05, **Р > 0.05).
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снижения оптической плотности относительно
этих свойств суспензии на стандартной среде
представлено в табл. 1. Результаты сравнения по-
казали, что марганец в концентрации до 5.0 г/л не
вызывал острого токсического эффекта в клетках
Lobosphaera sp., указывая на высокую толерантность
этой культуры к тестируемому тяжелому металлу.
При этом концентрации от 10.0 до 25.0 г/л марганца
вызывали снижение оптической плотности на
55% и более, а ФСА клеток − на 32−54% в зависи-
мости от концентрации марганца в среде (рис. 1,
2, табл. 1). Схожую картину наблюдали для кле-
ток M. simplicissimum при концентрациях марган-
ца более 1.0 г/л, что указывает на более высокую
чувствительность клеток этого вида к повышен-
ному количеству марганца.

Детекция субклеточного распределения
марганца в клетках микроводорослей

Ультраструктурная организация исследуемых
микроводорослей соответствует таковой для
представителей родственных таксонов. Их основ-
ные черты включают одноклеточность, наличие
одного ядра, одного пристеночного хлоропласта с
пиреноидом, окруженным крахмальной обкладкой
в виде скорлупы у M. simplicissimum или множеством
вытянутых зерен у Lobosphaera sp. (рис. 3а, б). Кле-
точная стенка у обеих культур состоит из 2−3 сло-
ев, различающихся по электронной плотности,
но не имеет трехламелларного слоя. В цитоплазме
выявляются регулярные органеллы: рибосомы,
митохондрии, элементы аппарата Гольджи и ва-
куоли. Среди запасающих структур кроме крах-
мальных зерен присутствуют олеосомы в цито-
плазме, включения в вакуолях и пластоглобулы в
хлоропласте. Культивирование в средах с повы-
шенной, но не вызывающей острой токсической
реакции концентрацией марганца (для Lobos-
phaera sp. 5.0 г/л и M. simplicissimum 0.5 г/л), не вы-
зывало принципиальных изменений ультраструк-
туры клеток. Однако аналитическая микроскопия
выявила особенности субклеточного распределе-
ния марганца в исследуемых микроводорослях.

Исследование полутонких срезов клеток Lo-
bosphaera sp. из культуры на среде с 5.0 г/л марган-
ца в каких-либо клеточных (суб)компартментах
(клеточная стенка, хлоропласт, олеосомы, вакуо-
ли, цитозоль) не выявило образования марганец-
содержащих обособленных включений. Во всех
спектрах ЭДРС приведенных в диапазоне 0.15–
7.50 кэВ (рис. 4), присутствовали полосы характе-
ристического рентгеновского излучения углерода
(Kα = 0.28 кэВ) и кислорода (Kα = 0.53 кэВ) −
основных химических элементов органических
соединений биологических образцов и эпоксид-
ной смолы, используемой в процедуре пробопод-
готовки. Также в спектрах выявлялся пик меди
(Lα = 0.93 кэВ) − основного компонента сеточек,

Рис. 2. Фотосинтетическая активность клеток мик-
роводорослей Lobosphaera sp. IPPAS С-2047 (а) и Mi-
cractinium simplicissimum IPPAS С-2056 (б) при куль-
тивировании в средах BG-11, содержащих 0.005 г/л
марганца (К) или его повышенные концентрации, в
течение 4 суток. Данные представлены в виде сред-
них значений для трех биологических повторностей
и стандартных отклонений. Достоверность различий
оценивалась по t-критерию Стьюдента (*Р ≤ 0.05,
**Р > 0.05).
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на которые монтировали срезы перед их ПЭМ-
анализом и осмия (Kα = 1.91 кэВ), использован-
ного при фиксации клеток. Только в спектрах
ЭДРС области тилакоидов (рис. 3в, 4а) и пласто-
глобул (рис. 3г, 4б) регистрировали небольшие
пики в областях 5.90 и 6.49 кэВ, соответствующие
полосам характеристического излучения марган-
ца. Следует отметить, что в спектрах, полученных
в области пластоглобул Lobosphaera sp. наряду с
марганцем регистрировался пик фосфора (Kα =
= 2.01 кэВ) (рис. 4б).

В спектрах ЭДРС, полученных из других суб-
компартментов клеток, как, например, клеточная
стенка (рис. 4в) и крахмальные зерна (рис. 4г), до-
стоверного пика марганца зафиксировано не было,
или уровень характеристического излучения мар-
ганца в цитозоле и вакуолярных включениях был
очень слабым и не превышал 10−12 отн. ед.

Анализ срезов клеток M. simplicissimum показал
наличие скопления электронно-плотных наноча-
стиц размером 10−20 нм на поверхности клеток
(рис. 3д, ж), во внешнем слое клеточной стенки
(рис. 3е) и в межклеточном матриксе (рис. 3д, ж).
В последнем случае размер наночастиц иногда
достигал 40−60 нм. В ЭДРС-спектрах, регистрируе-
мых от скоплений наночастиц (рис. 4д, е), присут-
ствовали 3 пика разной интенсивности характери-
стического излучения марганца (Lα = 0.64 кэВ;

Kα = 5.89 кэВ и Kα = 6.49 кэВ). Уровень интен-
сивности и наличие всех пиков марганца достовер-
но указывает на обогащенность этим элементом ис-
следуемых наночастиц. В вакуолярных включени-
ях M. simplicissimum, характеризовавшихся, судя по
спектрам ЭДРС (рис. 4ж), содержанием преиму-
щественно фосфора (P) (Kα = 2.01 кэВ) и азота
(N) (Kα = 0.39 кэВ) регистрировали небольшие пи-
ки, соответствующие элементам Ca (Lα = 3.69 кэВ)
и Мn (Kα = 5.90 кэВ). Анализ других компарт-
ментов клеток M. simplicissimum (цитозоль, крах-
мальные зерна, тилакоиды, пиреноид, липидные
глобулы, область ядра и т.д.) не обнаружил пиков
марганца в спектрах ЭДРС.

ОБСУЖДЕНИЕ

Одной из важнейших задач экофизиологии
микроводорослей является изучение ответной
реакции клеток на ионы тяжелых металлов, кото-
рые при повышенных концентрациях оказывают
токсическое действие на самые разнообразные
физиологические процессы. Данная проблема име-
ет не только очевидное практическое значение, ко-
торое связано со все возрастающим загрязнением
окружающей среды тяжелыми металлами и исполь-
зованием для биоиндикации и биотестирования
водных сред [21], но также фундаментальное зна-

Таблица 1. Изменение оптической плотности и фотосинтетической активности суспензии клеток Lobosphaera sp.
IPPAS С-2047 и Micractinium simplicissimum IPPAS С-2056 при культивировании с повышенными концентрация-
ми марганца в течение 4 суток

Концентрация
Mn2+, г/л

Относительное снижение параметров 
по сравнению с контролем, % Наличие/отсутствие

токсичностиоптическая плотность 
суспензии

фотосинтетическая 
активность (Fv/Fm)

Lobosphaera sp.
0.25 21.8 ± 3.5 5 ± 1 Не токсичная
0.5 31.0 ± 2.8 11 ± 2 Не токсичная
1.0 27.9 ± 3.3 17 ± 2 Не токсичная
5.0 31.4 ± 5.7 14 ± 3 Острая токсичность не доказана

10.0 55.0 ± 4.2 32 ± 3 Токсичная
15.0 62.6 ± 7.0 37 ± 5 Токсичная
25.0 60.7 ± 4.6 54 ± 6 Токсичная

M. simplicissimum
0.05 6.1 ± 1.5 5 ± 1 Не токсичная
0.10 15.1 ± 0.9 8 ± 2 Не токсичная
0.25 16.2 ± 0.7 8 ± 1 Не токсичная
0.50 28.4 ± 1.9 18 ± 2 Острая токсичность не доказана
1.0 42.1 ± 2.1 40 ± 2 Острая токсичность не доказана
3.0 45.9 ± 3.8 53 ± 3 Токсичная
5.0 55.5 ± 1.3 55 ± 4 Токсичная
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чение для исследования механизмов адаптации,
устойчивости микроводорослей и биоизъятия тя-
желых металлов, которые они способны накапли-
вать в биомассе в больших количествах.

Известно, что фотосинтетический аппарат
микроводорослей чрезвычайно чувствителен к
наличию поллютантов, в том числе тяжелых ме-
таллов в окружающей среде [16]. Исследование
состояния фотосинтетического аппарата микрово-
дорослей методом флуориметрии является одним
из самых популярных методов анализа ФСА [15].

Как показали результаты исследования, сни-
жение ФСА зависело от концентрации марганца
в среде, указывая на токсическое действие повы-
шенных концентраций этого металла на фото-

синтетический аппарат клеток обеих культур.
Снижение оптической плотности суспензий клеток
в области максимума поглощения хлорофилла, с
одной стороны, могло указывать на уменьшение
содержания хлорофилла в клетках и редукцию фо-
тосинтетического аппарата в ответ на стрессовое
воздействие, а с другой стороны, на сокращение
количества клеток в суспензии.

Результаты исследований показали, что куль-
туры Lobosphaera sp. и M. simplicissimum характе-
ризуются различной толерантностью к повышен-
ным концентрациям марганца в среде.

Пределы толерантности к высоким концентра-
циям марганца отличаются для различных культур
оксигенных фототрофных микроорганизмов [8] и

Рис. 3. Ультратонкая организация клеток микроводорослей Lobosphaera sp. IPPAS С-2047 (а) и Micractinium simplicissi-
mum IPPAS С-2056 (б) (ПЭМ-изображения ультратонких срезов), а также репрезентативные изображения участков
клеток, анализированных ЭДРС (СПЭМ-изображения полутонких срезов): Lobosphaera sp. IPPAS С-2047 в области
тилакоидов (в) и пластоглобул (г) в хлоропласте; M. simplicissimum IPPAS С-2056 с наночастицами на клеточной по-
верхности и в межклеточном матриксе (д, ж), в клеточной стенке (е). В – вакуоль, КЗ – крахмальное зерно, КС – кле-
точная стенка, М – митохондрия, П – пиреноид, Ос – олеосома, Хл – хлоропласт. Наночастицы указаны наконечни-
ком стрелки. Масштабные отрезки: 1 мкм (а, б); 0.2 мкм (в-ж).
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определяются способностью организма адапти-
роваться к высоким концентрациям металлов по-
средством уменьшения поступления ионов ме-
талла в клетки, а также способностью связывать
или изолировать ионы металла во внеклеточном
полимерном матриксе или поверхностных струк-
турах клетки [22].

Результаты проведенных экспериментов пока-
зали, что клетки M. simplicissimum устойчивы к
концентрациям марганца в среде от 0.05 до 0.5 г/л.
Такое заключение основано на установленном
незначительном снижении оптической плотности
суспензии на 2 сутки в сравнении с контролем, от-
сутствии усиления снижения на 4 сутки, а также
стабильности уровня ФСА. Напротив, при кон-
центрациях выше 1.0 г/л наблюдали значительное
снижение оптической плотности суспензии, про-
должающееся на протяжении всего эксперимента, а
также низкую ФСА клеток, что указывает на отно-

сительно низкую толерантность культуры к этим
концентрациям марганца. Культивирование кле-
ток Lobosphaera sp. в среде, содержащей от 0.25 до
5.0 г/л марганца, показало, что на 4 сутки оптиче-
ская плотность суспензий и ФСА клеток практи-
чески не зависела от концентрации марганца в
среде, при этом дальнейшее увеличение концен-
трации приводило, по-видимому, к значитель-
ному превышению адаптационного диапазона
культуры.

Известно, что токсичность высоких концен-
траций марганца для растительных клеток, в ос-
новном, связывают с окислительным стрессом, в
частности, с нарушением окислительного баланса
хлоропластов. При избытке марганца наблюдается
увеличение активности Mn-супероксиддисмутазы
[23], может наблюдаться снижение роста, хлороз
и некроз тканей [10, 24]. Различие в толерантности
к повышенным концентрациям марганца может

Рис. 4. Репрезентативные спектры энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии клеток микроводорослей
Lobosphaera sp. IPPAS С-2047 (а-г) и Micractinium simplicissimum IPPAS С-2056 (д-з) в области тилакоидов (а), пласто-
глобулы (б), клеточной стенки (в), крахмального зерна (г), скоплений наночастиц на поверхности клеток (д), кле-
точной стенке (е), вакуолярных включений (ж), пиреноида (з).
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быть связано с различием в механизмах акклима-
ции, в том числе, и с особенностями субклеточного
распределения марганца в клетках Lobosphaera sp.
и М. simplimissium.

В микроводоросли Lobosphaera sp. новообразо-
вание обособленных марганецсодержащих включе-
ний не было обнаружено. Наибольший уровень ха-
рактеристического излучения марганца наблюдали
в области тилакоидов и пластоглобул, тогда как в
цитозоле и вакуолях сигнал марганца детектиро-
ван недостоверно, в остальных внутриклеточных
компартментах и клеточной стенке марганец в
детектируемом количестве отсутствовал. Наблю-
даемая картина, скорее всего, указывает на дис-
персное распределение марганца в клетках с из-
бирательным его концентрированием в области
хлоропластов.

Известно, что марганец является кофактором
для ряда ферментов, а также содержится в хлоро-
пластах в составе Mn-кластера кислородвыделяю-
щего комплекса ФС II [25]. Исследование срезов
клеток Lobosphaera sp., культивируемых при обыч-
ных концентрациях Мn, показало отсутствие сиг-
нала марганца во всех компартментах, в том числе и
хлоропластах, что скорее всего, обусловлено
ограничениями метода ЭДРС для детекции низ-
ких концентраций этого элемента.

Следует отметить, что характеристические рент-
геновские излучения как марганца, так и фосфора в
пластоглобулах, судя по доступным нам публика-
циям, выявлены впервые. Можно предположить,
что обнаружение марганца и фосфора связано с
их поступлением и концентрированием в пласто-
глобулы, сопряженным с транслокацией компо-
нентов тилакоидов в процессе их разборки при
стрессе. Пластоглобулы, как известно, представля-
ют собой липопротеиновые микрокомпартменты с
интегрированными в метаболизм пластид функци-
ями, включая адаптацию к окружающей среде [26].
Представленные результаты, очевидно, демон-
стрируют ранее не известные свойства пластогло-
бул и расширяют представления об особенностях
их сетей фосфорилирования и потенциала в
стрессовых условиях.

На поверхности клеток, а также в клеточной
стенке и в межклеточном пространстве культуры
M. simplicissimum наблюдали скопление наноча-
стиц марганца (рис. 3, 4). Известно, что некото-
рые виды бактерий и грибов участвуют в процессе
образования наночастиц марганца, связанном с
окислением Mn2+ до Mn4+ и образованием нерас-
творимого оксида марганца [27]. Экзоплазмати-
ческий процесс окисления марганца и образова-
ние наночастиц описан и для некоторых видов
микроводорослей, в том числе одного представи-
теля рода Micractinium [8]. Окисление марганца
происходит не только в поверхностных структурах
клеток, но и во внеклеточном матриксе, и в среде

культивирования, что связано, во-первых, с увели-
чением pH среды в процессе фотосинтетической
фиксации углерода, и во-вторых, с участием су-
пероксидных радикалов, продуцируемых внекле-
точными белками, экскретируемыми клетками
некоторых микроорганизмов, в том числе и мик-
роводорослей [8, 28]. Процесс образования нано-
частиц марганца в среде, на поверхности клеток и
клеточных стенках можно рассматривать как
адаптационную стратегию клеток микроводорос-
лей в ответ на повышенное количество марганца
в среде, позволяющее ограничивать его проник-
новение внутрь клетки.

Следует отметить, что в настоящее время актив-
но развиваются нанобиотехнологии, связанные с
синтезом наночастиц марганца клетками микро-
организмов [29]. Наночастицы марганца характе-
ризуются электрокаталитическими, магнитными
и флуоресцентными свойствами, антибактериаль-
ной и противогрибковой активностью, в связи с
чем могут применяться в производстве суперкон-
денсаторов, литиевых аккумуляторов, в медицине,
в аналитической химии, для детоксикации опас-
ных микрополлютантов и других областях [29].

Анализ срезов M. simplicissimum показал отсут-
ствие характеристических пиков марганца во
внутриклеточных субкомпартментах, за исклю-
чением вакуолей, в которых марганец обнаружен
в составе фосфорсодержащих включений, по эле-
ментному составу схожих с гранулами полифос-
фатов [19]. Накопление резерва P в такой форме
известно для многих микроводорослей [19, 30,
31], в том числе для представителя рода Lobos-
phaera [32, 33]. В работе [31] толерантность мик-
роводорослей к таким тяжелыми металлам, как
Cd и Pb, объясняют процессом их связывания ва-
куолярными полифосфатными гранулами, поз-
воляющими исключить токсиканты из активного
метаболизма клеток. Марганец, как показано на
примере Chlamydomonas reinhardtii [34], в значи-
тельной степени локализован в вакуоле совместно с
фосфором и кальцием. Хотя накопление марган-
ца зависело от содержания клеточных полифос-
фатов, только небольшое количество его ионов
(Mn2+) образовывало устойчивые комплексы с
полифосфатами.

Толерантность клеток M. simplimissium к повы-
шенным концентрациям марганца, по-видимо-
му, может быть следствием, во-первых, способ-
ности клеток к экзоплазматическому окислению
и накоплению нерастворимых форм марганца,
во-вторых, с компартментацией поступившего
внутрь клеток марганца в вакуолях и связывания
его с полифосфатными гранулами или иными ли-
гандами. Снижение толерантности культуры при
концентрациях марганца выше 1.0 г/л может быть
связано с увеличением количества наночастиц
марганца в клеточных стенках, которые могут нару-
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шать работу транспортеров, переносящих питатель-
ные вещества в клетку и экскреции клеточных мета-
болитов [35]. Известно, что высокая толерантность
микроорганизмов к действию тяжелых металлов
связана со способностью индуцировать синтез
специфических металлсвязывающих белков и
пептидов богатых цистеином, таких как металлоти-
онеины и фитохелатины [36]. Образование метал-
лотионеинов и фитохелатинов описано, в том числе
и для представителей семейства Trebouxiophyce-
ae, в частности для некоторых видов Chlorella и
Micractinium [9]. Механизмы толерантности кле-
ток к марганцу связывают также с его взаимо-
действием с отрицательно заряженными группа-
ми в составе поверхностных структур клеток
микроводорослей [37]. Участками связывания
металла в клеточной стенке микроводорослей
могут быть тиоловые группы белков, аминокис-
лот, карбоксильные группы пектинов, белков,
уроновых кислот.

Таким образом, в результате исследования по-
казано различие в пределах толерантности клеток
Lobosphaera sp. и M. simplicissimum к повышенному
количеству марганца, которое может объясняться
различием в механизмах, обеспечивающих устой-
чивость клеток к этому тяжелому металлу и связано
с особенностями субклеточного распределения
марганца в клетках исследованных культур.

Электронно-микроскопические исследования
были проведены с использованием оборудования
Центра коллективного пользования МГУ имени
М.В. Ломоносова.

Работа по детекции субклеточного распреде-
ления марганца выполнена при поддержке гранта
Российского научного фонда (№ 21-74-20004).
Работа по оценке толерантности культур микро-
водорослей выполнена при поддержке гранта
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (№ 18-29-25050).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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