Занятие № 11
Жизненный цикл прокариот. Деление прокариот, формирование покоящихся форм

Элементарный жизненный цикл прокариотической клетки может быть представлен в виде всего двух не имеющих четких границ и последовательно сменяющих друг друга фаз, обозначаемых терминами «рост» и «деление». При этом под ростом понимается согласованное повышение количества всех химических компонентов, из которых построена клетка, что результируется в скоординированном увеличении ее массы и размеров. После же достижения определенных (критических) размеров клетка подвергается делению, состоящему из двух взаимосвязанных этапов: удвоения и разделения наследственного материала и происходящего вслед за этим разделения цитоплазмы. Поскольку в прокариотической клетке наследственный материал не ограничен мембранной, расхождение реплицированных хромосом в дочерние клетки и разделение их цитоплазм представляет собой единый процесс.

В благоприятных условиях существования бактерии потенциально могут в геометрической прогрессии порождать неограниченное кол-во таких же клеток. Но такая возможность реализуется чрезвычайно редко, что объясняется природной бедностью субстратов и перепадами физико-химических условий существования. 
У многих прокариот адаптация к условиям окружающей среды реализуется путем превращения функционально-активный («вегетативных») клеток в своеобразные, специфичные для каждого вида и морфологически дифференцированные «покоящиеся» формы. Последние характеризуются выраженным угнетением метаболической активности, существенными изменениями в самом клеточном строении (компактизация цитоплазмы и наследственного материала при одновременном укреплении поверхностных структур) и чрезвычайной устойчивостью к действию экстремальных по интенсивности физических, химических и биологических факторов, превышая таковую у прочих, более сложных форм жизни. При изменеии же условий существования в благоприятную сторону покоящиеся формы «прорастают» давая начало обычным вегетативным клеткам. Менее часто возможна морфологическая дифференциация вегетативных клеток в особые формы, специализированные на выполнении какой-либо особой функции. В большинстве случаев у прокариот такая дифференциация обратима, после чего клетки вновь возвращаются к элементарному жизненному циклу. Но в некоторых случаях переход в специализированную форму исключает возможность последующего деления и заканчивается ее гибелью, как это имеет место в случае высокодифференцированных эукариотических клеток.  См. рисунок 1
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Рис.1. Обязательные (       ) и необязательные (-----) этапы жизненного цикла прокариот.
Деление прокариотической клетки.

Ключевым моментом в процессе клеточного деления является удвоение (репликация) ее наследственного материала, по основным своим механизмам оно одинаковое у про- и эукариотических клеток. Двойная спираль ДНК расплетается и каждая из 2х цепей служит матрицей, на которой собирается комплементарная ей новая цепь ДНК. В результате образуются две дочерние двуспиральные молекулы ДНК, идентичные родительской. Т.о. в каждой «новой» молекуле ДНК, одна цепь является «старой» родительской. Это т.н. «полуконсервативный» способ репликации ДНК. Более подробно процесс репликации вы будете рассматривать на дисциплинах «Биохимия», «Генетика микроорганизмов» и «Молекулярная биология». 
Результатом репликации в клетке появляются две идентичные копии кольцевой хромосомы, каждая из которых, как и исходная, оказывается прикрепленной к определенному участку на внутренней поверхности ЦПМ. При этом одновременно с синтезом ДНК происходит физическое обособление двух дочерних хромосом. После репликации происходит ряд событий, включающих окончательное разделение вновь синтезированных хромосом, их дальнейшее расхождение, а также цитотомию, ведущую к разделению цитоплазм вновь образованных клеток. При выращивании бактерий на богатых питательных средах процесс репликации иногда может опережать процессы цитотомию в результате чего увеличенные в размере бактериальные клетки могут содержать по несколько хромосомных копий. 
Расхождение ДНК характеризуется поразительной пространственной точностью: реплицированные бактериальные хромосомы перемещаются ровно на четверть длины  клетки в двух противоположных направлениях. Традиционно считается, что данный процесс обеспечивается интенсивным синтезом компонентов цитоплазматической мембраны между точками прикрепления реплицированных хромосом, что приводит к их постепенному расхождению. Однако в последнее время показано, что в этом процессе принимают участие и несколько групп специальных белков. Например, MukB играет роль своеобразного «троса», тянущего за собой бактериальную хромосому при раздвижении бактериальной мембраны, обладающий и собственной моторной функцией. 

Дальнейшее разделение цитоплазмы (цитотомия), знаменуют собой окончание процесса деления прокариотической клетки. При этом в образовании межклеточной перегородки «септы» основную роль играет продолжающийся «избыточный» синтез компонентов ЦПМ между точками прикрепления хромосом, что ведет к ее инвагинации внутрь цитоплазмы в направлении, поперечном плоскости деления. Достаточно часто образование инвагинаций сопровождается формированием в этом месте мезосом различного вида, обеспечивающих энергетику клеточного деления. Помимо этого в формировании септ принимают участие фибриллярные белки семейства Fts. В период роста они диффузно распределены в цитоплазме, где его количество достаточно велико (5-20 тысяч мономеров на клетку). Во время деления он весь концентрируется в зоне септы, где при взаимодействии с ГТФ образует длинные нитчатые протофиламенты, складывающиеся в единое сократимое кольцо. Далее у грамположительных эубактреий пространство между инвагинированными мембранами заполняется вновь синтезируемым пептидогликаном с формированием врастающей внутрь «перегородки деления». А у грамотрицательных эубактерий образуется перетяжка, с вовлечением в этот процесс наружной мембраны клеточной стенки. 
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Рисунок 2. Особенности цитотомии грамположительных (слева) и грамотрицательных (справа) эубактреий. Стрелками указана плоскость бинарного деления. 
Способы деления у прокариот
Для подавляющего большинства прокариот характерно равновеликое бинарное деление, при котором исходная родительская клетка дает начало двум одинаковым дочерним клеткам и сама таким образом исчезает. 
Другим вариантом деления прокариотических клеток является почкование, представляющее собой неравновеликое бинарное деление. При этом родительская клетка дает начало  дочерней клетке, клеточная стенка которой целиком образуется заново. Подобный процесс связан с первоначальным образованием на одном из полюсов родительской клетки маленького выроста – почки, увеличивающейся в процессе роста и после достижения определенных размеров отделяющейся от нее. В результате между двумя подобными клетками (старой родительской и новой дочерней) обнаруживаются как физиологические так и морфологические отличия. В частности, дочерние клетки лучше приспосабливаются к меняющимся условиям, а у родительских можно наблюдать процесс старения. Так, у представителей рода Rhodomicrobium родительская клетка обладает ограниченным репродуктивным потенциалом и способна отпочковывать не более 4х дочерних клеток.
Еще одним вариантом деления клеток является «множественное деление», описанное у цианобактерий. Оно начинается с предварительной множественной репликации хромосомы и существенного увеличения размеров самой клетки, которая затем претерпевает ряд быстрых последовательных бинарных делений, происходящих внутри микрообъема, ограниченного от внешней среды дополнительным фибриллярным слоем родительской клеточной стенки. Результатом этого процесса  является образование множества мелких клеток, получивших название «баеоцитов», число которых у цианобактерий колеблется от 4х до 1000. Окончательное же освобождение баеоцитов происходит путем разрыва фибриллярного слоя родительской клеточной стенки. Рис.3
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рисунок 3. способы деления у прокариот: равновеликое бинарное деление (а), почкование (б) и множественное деление (в). 
Покоящиеся клетки прокариот
При переходе к неблагоприятным условиям существования многие прокариоты образуют особые дифференцированные формы – покоящиеся клетки, основным назначением которых является обеспечение переживания вида в неблагоприятных условиях. Их общей морфологической особенностью являются утолщенные клеточные стенки, а также частое образование дополнительных поверхностных структур на фоне одновременной дегидратации и компактизации метаболического и генетического аппаратов. В результате этого покоящиеся клетки характеризуются чрезвычайно низким (фоновым) уровнем обмена веществ и энергии, но приобретают повышенную устойчивость к действию разнообразных повреждающих факторов: высоких и низких температур, кислотности среды, радиации и пр. При попадании же в благоприятные условия покоящиеся клетки прорастают с образованием активно метаболизирующих вегетативных клеток.


Покоящиеся формы прокариот можно условно разделить на несколько видов: эндоспоры, экзоспоры, цисты, акинеты. 

Эндоспоры – это особый тип покоящихся клеток эубактерий, формирующихся внутри цитоплазмы родительской клетки и обладающих специфическими структурами: внутренней и наружной мембранами, кортексом и многослойными белковыми покровами. К спорообразующим относится большое число эубактерий, относящихся к 15 родам, и имеющих клеточную стенку типичную для грамположительных бактерий. У аэробных микроорганизмов процесс спорообразования лучше всего изучен у р. Bacillus, и у анаэробов р. Clostridium. Переход к процессу спорообразования является дефицит питательных веществ, накопление в среде продуктов метаболизма, действующих по принципу кворум-зависимых регуляторных факторов. В упрощенном виде у бациллюс субтилис споруляция регулируется системой из сигнального олигопептида, фосфатазы и белковых факторов споруляции. При достижении высокой плотности популяции, олигопептид в большом количестве поступает в клетку, инактивирует фосфатазу,активирует таким образом белковые факторы споруляции и запускает программу споруляции. 
Последующий процесс споруляции можно рассматривать как неравновеликое бинарное деление особого типа, при котором одна из образующихся клеток формирует отмирающий спорангий, а вторая превращается в покоящуюся эндоспору. Спорообразованию всегда предшествует репликация ДНК, часть которого компактизируется и в составе т.н. «ядерного тяжа» переходит в ту часть клетки, где в последующем и будет формироваться спора. Компактизированный материал теряет свою метаболическую активность на ранних стадиях спорообразования, а сам процесс формирования споры контролируется геномом спорангия. 

Помимо разделения генетического материала, в клетке активно идут процессы дегидратации (в споре остается 15% воды), ДНК переходит из В-формы в А-форму, что существенно повышает устойчивость к УФ лучам, белки распадаются до специфичного для спор и отсутствующего у вегетативных клеток вещества – дипиколиновой кислоты (пиридин-2,6-дикарбоновой) кислоты. В ходе ее образования происходит также интенсивное поглощение клеткой ионов кальция, образующего с кислотой хелатное соединение, составляющее 10-15% сухого вещества зрелых спор. Визуально же это проявляется как блестящие тела на фоне темных клеток.
Далее начинается процесс обособления протопласта: ЦПМ впячивается вовнутрь как при делении, но потом протопласт обрастает ЦПМ родительской клетки вторым слоем. Между внутренней и внешней мембраной начинает формироваться кортекс – многослойный пептидогликан, отличающийся высокой степенью поперечной сшивки.  Вслед за этим поверх наружной мембраны синтезируются дополнительные многослойные «споровые покровы», состоящие из белков, липидов и гликолипидов. Белки эндоспор богаты цистеином и гидрофобными аминокислотами, что обеспечивает их дополнительную устойчивость, в частности радиорезистентность. Далее у некоторых бактерий формируется еще одна структура – «экзоспориум», окружающий спору в виде свободного чехла и имеющий характерное для каждого вида тонкое многослойное строение. 

После завершения процесса спорообразования происходит лизис спорангия, после чего спора высвобождается в окружающую среду. Споры могут сохраняться в течении сотен лет в окружающей среде. При наступлении благоприятных условий происходит прорастание споры, проходя три стадии: активацию, инициацию и вырастание.

Экзоспоры  фототрофных бактерий формируются в результате отпочковывания от одного из полюсов материнской клетки. Они не имеют каких-либо особенных поверхностных структур, однако клеточная стенка значительно плотнее и толще аналогичной структуры вегетативной клетки. Экзоспоры миксобактерий  - миксоспоры – формируются в т.н. «плодовом теле» псевдоплазмодия, клетки переходят в покоящееся состояние, их клеточная стенка утолщается и окружается капсулой. 
Цисты распространенный тип покоящихся клеток, образуемые представителями разных групп эубактерий, виды Azotobacter и скользящие бактерии.При истощении пищевых ресурсов в цисту превращается вся палочковидная клетка, а не только какая-то ее часть, что сопровождается изменением ее морфологии. Происходящие изменения включают потерю жгутиков, накопление в цитоплазме гранул поли-бета- гидроксимаслянной кислоты и образованием дополнительных клеточных покровов. Между ЦПМ и КС – формируется «интина», а поверх КС – «экзина». Возникающие толстостенные шарообразные покоящиеся клетки – цисты – устойчивы к высушиванию, механическим нагрузкам и облучению, но не к дейтсвию высоких температур.
Акинеты  - это особая форма сохранения у планктонных нитчатых цианобактерий, обладающая повышенной устойчивостью к ряду пониженным температурам, высушиванию, но не к повышенным температурам. В акинету превращается вся вегетативная клетка, которая начинает этот процесс с увеличения своих размеров и накопленияв цитоплазме гранул запасных веществ (гликогеновых, полифосфатных, цианофициновых), а также карбоксисом при одновременном уменьшении количества хлорофилла и фикобилиновых пигментов. Пептидогликановый слой КС утолщается, окружающий слизистый чехол уплотняется за счет полисахаридных фибрилл. Под действием силы тяжести акиеты опускаются на дно водоемов и перезимовывают, а весной прорастают, после чего молодые, снабженные газовыми везикулами вегетативные клетки всплывают к поверхности воды.
Заверщая рассмотрение данного вопроса, следует также указать, что многие бактерии способны некоторое время сохранятся в неблагоприятных условиях существования и без каких-либо явных признаков структурной дифференцировки. Однако в этом случае в них происходят существенные физиологические перестройки, заключающиесяв резком угнетении активности метаболических процессов, снижении содержании АТФ и абсолютного значения мембранного потенциала. В результате микроорганизмы впадают в так называемое «некультивируемое» состояние, аналогичное переходу в анабиоз.
Приложение: 
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Рис.4 Молодые, интенсивно делящиеся клетки Clostridium sporopenitum. Видны делящиеся нуклеоиды. Окраска ядерного вещества по методу Романовского — Гимза. Увел. x3500.
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Схема 1. Процесс спорообразования по данным люминесцентной микроскопии (объяснение в тексте).
Схема 2. Цикл развития спорообразующих бактерий: в — деление вегетативных клеток; 1-7 стадии спорообразования: 1 — образование осевого хроматинового тяжа; 2 — образование споровой перегородки (септы); 3 — «поглощение» протопластом материнской клетки септированного участка цитоплазмы с ядром; 4 — формирование кортекса; 5 — начало формирования оболочки споры; 6 — завершение образования оболочки и созревание споры; 7 — лизис материнской клетки и освобождение спор; с — свободная зрелая спора; п — прорастание споры. Темные извитые нити — ДНК, красным цветом обозначены мембраны вегетативной клетки и споры, голубым — цитоплазма, желтым — клеточная стенка, синим — оболочка споры.
Схема 3. Строение зрелой споры: с — сердцевина споры; цпм — цитоплазматическая (внутренняя) мембрана споры; вмс -внешняя мембрана споры; кс — зародышевый слой клеточной стенки; к — кортекс; цс — слой цитоплазмы между внешней мембраной споры и оболочкой; всо — внутренний слой споровой оболочки; нсо — наружный слой споровой оболочки; в — выросты на спорах; п — подушечка, прикрепляющаяся к споре; лс — линзовидная структура, состоящая из гранулярного вещества.
[image: image6.jpg]



Клостридиальная форма клеток Clostridium butyricum. Увел. x3500.
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Клостридиальная форма клеток. Споры снабжены светлыми конусовидными колпачками. Clostridium species, шт. 1. Увел. x3500.
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Клостридиальная форма клеток при спорообразовании. Споры со светлыми конусовидными колпачками. Clostridium sp. Увел. x3500.
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Плектридиальная форма клеток при спорообразовании. Споры с серповидными колпачками. Clostridium sp. Увел. x3500.
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Спорообразование у анаэробных бактерий: 1 — Clostridium sporotrichum, инвагинация мембраны и образование септы в начале спорообразования: цпм — цитоплазматическая мембрана; вм — внутренняя мембрана проспоры; нм — наружная мембрана проспоры; мз — мезосомы; н — нуклеоид; м — инвагинирующие мембраны; 2 — Cl. sporofasciens, образование проспоры, окруженной двумя мембранами: нм — наружная мембрана проспоры; вм — внутренняя мембрана проспоры; кс — клеточная стенка: ят — ядерный тяж; 3 — Cl. sporotrichum, начало закладки споровой оболочки: о — листки оболочки; нм — наружная мембрана проспоры; ят — ядерный тяж; кс — клеточная стенка; вм — внутренняя мембрана проспоры; к — кортекс; 4 — Cl. penicillum, нуклеоид в проспоре: о — оболочка проспоры; к — кортекс; э — экзоспориум; цпм — цитоплазматическая мембрана; ят — ядерный тяж; кс — клеточная стенка материнской клетки; 5 — Cl. penicillum, завершение образования споровой оболочки, созревание сердцевины: кс — клеточная стенка материнской клетки; о — оболочка; э — экзоспориум: цпм — цитоплазматическая мембрана; к — кортекс; с — сердцевина споры.
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Бациллярный тип спорообразования у Clostridium sporopenatum. Увел. x3500
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Спорообразующие анаэробные бактерии: 1 — Clostridium penicillum, трубчатые выросты на спорах; 2 — Cl. sporotrichum, жгутиковидные отростки на спорах; 3 — Cl. taeniosporum, лентовидные выросты на спорах; 4 — Cl. sporopenatum, перистые выросты на спорах; 5 — Cl. sartagoformum, трубчатые выросты на спорах; 6 — Clostridium sp., споры с шипами на поверхности оболочки.
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Ультратонкий срез клеток Cl. taeniosporum. Реакция на дегидрогеназы. Стрелками показаны отложения теллура. Видны выросты и светлые шаровидные включения гранулезы. Увел. x45 000 .
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Стадии прорастания спор Cl. sporopenitum. Увел. x2100
