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 рассматривать как своего рода защитные реакции. Результаты работы расширяют 

представления о путях повышения устойчивости  растительных клеток к 

стрессовым механическим воздействиям, что в перспективе может иметь не 

только теоретическое, но и практическое значение. В свете изложенного, 

исследование, предпринятое Комаровой А.В., несомненно является актуальным и 

целесообразным.  

Научная новизна. 

В настоящее время хорошо известно, что харовые водоросли и листья водных 

растений образуют на свету распределенные по поверхности кислые и щелочные зоны 

в качестве приспособления к обитанию в слабощелочных водоемах. В данной работе 

впервые показано, что внеклеточные щелочные зоны (с рН до 10.0) возникают при 

создании микродефекта в клеточной стенке, причем в основе этого явления лежат 

физико-химические процессы, такие как растяжение плазматической мембраны под 

действием внутреннего гидростатического давления в зоне ослабленной клеточной 

стенки и открывание путей для проникновения Са
2+

 в цитоплазму. Показано, что 

фотосинтетическая активность хлоропластов способствует локальному образованию 

щелочных зон при микроперфорации; при этом взаимодействия хлоропластов и 

плазмалеммы могут осуществляться дистанционно – при участии потока цитоплазмы.  

Впервые показано, что поток цитоплазмы участвует в дальнодействующих 

взаимодействиях хлоропластов, выявляемых по задержанным изменениям  

флуоресценции хлорофилла на значительном удалении от места локального 

освещения. Установлено, что дистанционный механизм регуляции фотосинтеза 

полностью подавляется при остановке движения цитоплазмы ингибитором актина. 

Таким образом, выявлен новый механизм внутриклеточной регуляции при участии 

кругового движения цитоплазмы, связанный с индукцией трансмембранных ионных 

потоков и изменением состояния фотосинтетической электрон-транспортной цепи.  

Адекватность методов и достоверность полученных результатов. 

Достигнутые успехи во многом обусловлены удачным выбором объекта и методов 

исследования. Харовые водоросли, эволюционно близкие к высшим растениям, 

проявляют на уровне отдельной клетки  многие фундаментальные биологические 

свойства, такие как способность к фотосинтезу, движение цитоплазмы, возбудимость 

и репарация повреждений. К преимуществам изолированных клеток междоузлий 

относятся их крупные размеры, расположение хлоропластов в виде одиночного слоя, 

максимально известные скорости течения цитоплазмы и отсутствие осложняющих 

межклеточных взаимодействий. Работа выполнена с применением современных  
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электродных и оптических микрометодов, позволяющих судить о фотосинтетической 

активности и трансмембранных потоках Н
+
 на микроучастках клеток in vivo при 

точечном освещении клетки на заданном расстоянии от анализируемой зоны. 

Использовавшаяся методология изложена в достаточных подробностях, что позволяет 

получить ясное представление о том, как и с какой целью проводились конкретные 

эксперименты. Достоверность полученных результатов основана на высокой 

разрешающей способности методов, многократном воспроизведении экспериментов и 

статистической обработке регистрируемой цифровой информации. 

Отмечу также, что основные результаты диссертации обсуждались на 

представительных международных конференциях и опубликованы в авторитетных 

международных и отечественных журналах, включая Biochimica et Biophysica Acta, 

Protoplasma, European Biophysics Journal, т.е. прошли достаточно жесткий экспертный 

анализ. 

Основные полученные результаты и их теоретическая значимость. 

Экспериментальному разделу работы предшествует обзор литературы, в котором 

харовые водоросли представлены как удобный объект для исследования H
+
-насоса 

растительных клеток, ионных каналов возбудимых мембран, актин-миозиновых 

взаимодействий, а также пространственной самоорганизации фотосинтеза и ионных 

потоков. Рассмотрены данные о неоднородном светозависимом распределении pH и 

фотосинтетической активности, механизмы кругового движения цитоплазмы и 

ответные реакции растительных клеток на механический стресс. Анализ литературы 

завершается постановкой актуальных задач, решение которых стало предметом 

диссертационной работы.  

Описание экспериментов выполнено с необходимыми и достаточными 

подробностями, их целесообразность вполне обоснована, полученные данные 

адекватно представлены в приведенных рисунках, высокой иллюстративности и 

графического качества. В первой части показано, что микроперфорация клеточной 

стенки стеклянной микропипеткой вызывает быстрое повышение рН на поверхности 

клетки в области повреждения (до рН 9.5–10), которое опосредовано растяжением 

плазмалеммы и поступлением Са
2+

 из среды в цитоплазму. Профили распределения 

стационарного уровня рН в области микроперфорации, а также кинетические кривые 

сдвигов рН на разном удалении от точки укола свидетельствуют о локальном 

характере изменений (на площади с радиусом 50–100 мкм) и согласуются с 

предположением о диффузии в цитоплазме ионов Са
2+

 как фактора активации Н
+
 

проводимости. Кроме того, изменения рН при точечной перфорации зависят от  
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фотосинтетической активности хлоропластов, экспорта в цитоплазму продуктов 

светового метаболизма и переноса метаболитов с потоком цитоплазмы. Полученные 

результаты создают основу для гипотетической схемы процессов, развивающихся при 

микроповреждении, которые направлены на повышение прочности клеточной стенки.  

Функциональная роль течения цитоплазмы в латеральном распространении 

метаболитов, экспортируемых освещенными хлоропластами, рассмотрена подробно 

во второй части раздела «Результаты и интерпретация». Показано, что локальное 

освещение участка клетки интенсивным светом вызывает распространение волны 

возрастания фактической флуоресценции хлорофилла F' в слабо освещенных частях 

междоузлия, расположенных вниз по течению цитоплазмы, но не оказывает влияния 

на свечение хлоропластов, расположенных вверх по течению от источника яркого 

света. Зависимость обнаруженных изменений флуоресценции от расстояния между 

источником света и областью измерений и их полное подавление при остановке 

движения в присутствии ингибитора актина (цитохалазин D) убедительно доказывает 

существование дистанционной регуляции фотохимической активности фотосистемы 

2. Этот механизм регуляции связан с переносом восстановительных эквивалентов в 

потоке цитоплазмы из зоны яркого освещения в затенѐнные части клетки. 

Функционирование этого механизма нарушается после темновой адаптации клетки, а 

его восстановление на свету характеризуется периодом индукции, необходимом для 

активации ферментов цикла фиксации углекислоты. 

Научная ценность и новизна полученных результатов несомненны, они вносят 

существенный вклад в существующие представления о роли латерального транспорта, 

опосредованного циклозом, в регуляции фотосинтеза и репарации повреждений. 

Работа А.В. Комаровой является новаторской как методологическом отношении, так и 

с точки зрения спектра принципиальных вопросов, обозначенных в ней.  

Замечания по диссертационной работе. 

При ознакомлении с материалами диссертации возникают определенные 

вопросы и замечания. Основное сводится к следующему: 

1. Опираясь на полученные данные, автор предполагает, что в месте прокола 

клеточной стенки внутриклеточное гидравлическое давление вызывает растяжение 

плазмолеммы и активацию Са
2+

-проницаемых механо-чувствительных каналов. Это 

приводит к локальному вход Са
2+

 и стимуляции протонных каналов. Между тем, 

идентифицированные на данный момент Н
+
-каналы на прямую не стимулируются 

Са
2+

. Авторам следовало бы предложить механизм сопряжения входа Са
2+

 и входа Н
+
, 

основываясь на имеющихся литературных данных. 
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2. В ряде экспериментов авторы обрабатывали клетки цитохалазином Б, который 

должен был разрушить актиновый цитоскелет и, следовательно, подавить 

механочувствительный вход наружного Са
2+

, поскольку активность 

механочувствительных каналов, как правило, зависит от взаимодействия с актиновым 

цитоскелетом. Это предположение качественно согласуется с медленной и 

невыразительной реакцией части клеток, обработанных цитохалазином Б, на 

механическое возмущение (Рис.20, кривая 3). Между тем, в ряде случаев 

механическое возмущение вызывало формирование щелочной зоны с задержкой до 

100 с, но в остальном клеточный ответ был идентичен контрольному (Рис.20, кривая 

2). Этот феномен автор объясняет остановкой циклоза, хотя циклоз лишь 

незначительно искажает кривую распределения внеклеточного рН (Рис.10), 

свидетельствуя о том, что форма кривой преимущественно определяется диффузией 

интермедиата, которым является ион Са
2+

, по мнению автора. Мне представляется, 

что 100 с задержку ответа при неизменной кинетике и амплитуде трудно объяснить 

только в рамках развиваемых представлений. Вероятно, диссертантом упущен еще 

какой-то процесс, зависящий от состояния актинового цитоскелета, который вовлечен 

в рассматриваемое явление.  

 

Заключение 

По актуальности поставленных задач, по объему выполненной работы и по уровню 

полученных экспериментальных результатов проведенное Комаровой А.В. 

исследование является работой высокого уровня. Высказанные замечания не снижают 

высокой оценки рецензируемой диссертационной работы, которую можно 

квалифицировать как законченное исследование, содержащее весомые научные 

данные. Выводы обоснованы и адекватны полученным результатам. Автореферат в 

достаточной степени отражает содержание диссертации. 

Материалы диссертации могут быть рекомендованы для внедрения и 

дальнейшего развития в лаборатории фотосинтетического электронного транспорта 

Института фундаментальных проблем биологии (Пущино), на кафедре биофизики 

биологического факультета Нижегородского государственного университета им. 

Лобачевского, в лабораториях мембран растительной клетки и фотосинтеза Института 

физиологии растений РАН им. Тимирязева, на кафедре физиологии растений 

биологического факультета МГУ имени Ломоносова, в Институте физико-химической 

биологии им. Белозерского при МГУ имени Ломоносова, на кафедре физиологии и  
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