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ОБЩАЯ  ХАРАКТЕРИСТИКА  РАБОТЫ

Актуальность темы. Морфогенез — последовательная  цепь изменений формы

в  процессе  онтогенеза,  приводящая  к  созданию  видоспецифичной  пространствен-

ной  структуры  [Бутенко,  1994],  что  находит  отражение  в  цито-гистологической

организации  такой  структуры.

Особый  интерес  вызывают  исследования  морфогенеза  в  периоды  устойчиво-

сти  и  неустойчивости  (в  терминологии  К.Уоддингтона  [1964]).  С  этих  позиций

моделью для  изучения  клеточных  механизмов дифференциации  в условиях  выбора

альтернативных  программ  развития  может служить  пыльник.

Пыльник  -  специализированный  генеративный  орган  спорофита,  основная

функция  которого  состоит  в  формировании  из  спорогенных  клеток  мужских  гаме-

тофитов - пыльцевых зерен,  несущих гаметы-спермии.  Иначе говоря, спорогенные

клетки  пыльника  в  естественных  условиях  развиваются  по  гаметофитной  про-

грамме.  В  то же  время,  в  пыльнике  имеются  спорогенные  клетки,  в  определенной

стадии  своего  развития  морфогенетически  компетентные  к  переключению  разви-

тия  с  гаметофитной  программы  на  спорофитную  программу  под действием  стрес-

совых  факторов  в  экспериментальных  условиях  in  situ.  На  примере  пшеницы  вы-

явлено,  что  одна  из  морфогенетически  компетентных  клеток  пыльника — сильно-

вакуолизированная  микроспора  [Горбунова,  Круглова,  1997],  находящаяся  в  кри-

тической  стадии  развития  [Batygma,  2002;  Круглова,  2002;  Batygina,  Vasilyeva,

2003].  Выделен  фактор,  индуцирующий  такое  переключение, - стрессовое  воздей-

ствие  на  пыльники  пшеницы  in situ холодом  в определенном  режиме (4±1°С  в тем-

новых  условиях  в  течение  7  сут)  [Суханов,  1983;  Горбунова,  Круглова,  1988;

Круглова,  Батыгина, 2002].

С  другой  стороны,  важнейшую  роль  в  морфогенезе  играют  белки  [Нейфах,

1985;  Птицын  и др.,  1999;  Конарев, 2001]. Дня  проявления  специфической  актив-

ности  белков  в  морфогенезе  необходим  их  процессинг,  одним  из  основных  меха-

низмов  которого  является  ограниченный  протеолиз  [Локшина,  Былинкина,  1990].

Важное  направление  исследований  в  этой  области  -  изучение  процессинга  белков

путем  их  ограниченного  протеолиза  по  Arg-X,  Lys-X  связям  трипсиноподобными

протеиназами  (триптазами),  поскольку  именно  аргинин-  и  лизинбогатые  белки

участвуют  в  организации  структурных  преобразований  хроматина  [Дебабов,  Ре-

бентиш,  1970].
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Нами  предложен  комплексный  цито-гистологический  и биохимический анализ

(а  именно,  выявление  одного  из  механизмов  процессинга белка - динамики  актив-

ности  трипсиноподобных  протеиназ)  пыльника  в  процессе  морфогенеза  и  при

стрессовом воздействии in situ холодом.

Цель работы состояла в выявлении цито-гистологической организации пыль-

ника  пшеницы  Triticum  aestivum  L.  и  динамики  активности  трипсиноподобных

протеиназ  в  последовательных стадиях морфогенеза и  при  стрессовом  воздействии

in situ холодом.

Для достижения  указанной  цели  были  поставлены  следующие  задачи:

1.  Цито-гистологический  анализ  пыльника  в  динамике  развития  и  выделение

последовательных  периодов  и  стадий  морфогенеза  пыльника  на  основании  после-

довательных  стадий  развития  спорогенной  клетки.

2.  Изучение  динамики  содержания  белка,  активности  трипсиноподобных  про-

теиназ  и  их  ингибиторов  во  фракциях  целого пыльника  в  процессе  морфогенеза  и

во фракциях изолированных спорогенных клеток в процессе развития.

3.  Цито-гистологический  анализ  пыльника  при  стрессовом  воздействии  in  situ

(+4±1°С  в темновых условиях  в течение  1-7 сут).

4.  Изучение динамики  содержания  белка и активности трипсиноподобных  про-

теиназ  во  фракциях  изолированных  ядер  сильновакуолизированных  микроспор

при стрессовом воздействии  in situ.

Научная  новизна.  Показано,  что  пыльник  пшеницы  в  каждой  стадии  морфо-

генеза  характеризуется  определенной  цито-гистологической  организацией,  кото-

рая  модифицируется  при  стрессовом  воздействии  in  situ.  Выявлена  динамика  ак-

тивности  трипсиноподобных  протеиназ  в  пыльнике  в  процессе  морфогенеза,  в

изолированных  спорогенных  клетках  в  процессе  развития  и  в  изолированных  яд-

рах  сильновакуолизированных  микроспорах  при  стрессовом  воздействии  in situ.

Практическая  значимость - работы.  Полученные  данные  по  морфогенезу

пыльника  и  развитию  спорогенной  клетки  в  естественных  и  экспериментальных

условиях  могут быть  применены  в  генетических, селекционных  и  биотехнологиче-

ских  исследованиях  пшеницы.  Данные  по  динамике  активности  трипсиноподоб-

ных  протеиназ  в  пыльнике,  спорогенных  клетках  пыльника  и  ядрах  сильновакуо-

лизированных  микроспор  могут  быть  использованы  в  учебном  процессе  при  чте-

нии  курсов лекций  по биохимии  и биотехнологии растений  в ВУЗах.
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Связь  работы  с  научными  программами.  Исследование  по  теме  диссерта-

ционной  работы  под  руководством  автора  поддержано  РФФИ  (грант  №  01-04-

06565, 2001  г.). Кроме того, исследование по данной теме проводилось как состав-

ная  часть  других  проектов,  поддержанных  РФФИ  (грант  №  99-04-48496,  1999-

2001  гг.  и  грант  №  02-04-48701,  2002-2004  гг.),  а  также  проектов,  поддержанных

Комиссией  РАН  по работе с  молодежью (проект-победитель № 249 6-го  конкурса-

экспертизы,  1999-2001  гг.), Академией  наук Республики  Башкортостан  (1999-2001

гг.) и ФЦП «Интеграция» (проект № ЯО  129,2002-2006 гг.).

Апробация  работы.  Основные  положения  диссертационной  работы  были  до-

ложены и обсуждены на V Пущинской конференции молодых ученых «Биология —

наука  XXI  века»  (Пущино,  2001),  совещании  Всероссийского  общества  физиоло-

гов  растений  (Уфа,  2001),  международном  симпозиуме  «Биология  клетки  в  куль-

туре»  (Санкт-Петербург,  2001),  международном  симпозиуме  «Молекулярные  ме-

ханизмы  генетических  процессов  и  биотехнология»  (Москва-Минск,  2001),  II  ме-

ждународной  научно-практической  конференции  «Сельскохозяйственная  биотех-

нология» • (Горки,  Беларусь,  2001),  II  международной  конференции  «Регуляция

роста, развития  и  продуктивности  растений» (Минск, 2001),  международном сим-

позиуме  «Signalling  systems  of plant  cells»  (Москва,  2001),  международной  конфе-

реции  ISPAS (Киев, 2001),  II  международной конференции по анатомии  и  морфо-

логии  растений  (Санкт-Петербург, 2002), XIV Всероссийском симпозиуме «Струк-

тура  и  функции  клеточного  ядра»  (Санкт-Петербург,  2002),  II  научной  конферен-

ции  Московского  общества  генетиков  и  селекционеров  «Актуальные  проблемы

генетики»  (Москва,  2003),  X  молодежной  научной  конференции  «Актуальные

проблемы биологии  и экологии» (Сыктывкар, 2003), II  международной конферен-

ции  «Современные  проблемы  генетики,  биотехнологии  и  селекции  растений»

(Харьков, 2003).

Публикации. По теме диссертации опубликовано  16 работ.

Структура  и  объем  диссертации.  Диссертация  изложена  на

состоит  из  введения,  обзора  литературы,  описания  объекта  и  методов  исследова-

ния,  результатов  и  их  обсуждения,  заключения  и  выводов.  Список  литературы

включает  343  работы,  в  том  числе  183  работы  зарубежных  авторов.  Диссертация

иллюстрирована  рисунками и  таблицами.
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ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом  исследования  послужили  пыльники  яровой  мягкой  пшеницы  сорта

Московская  35  {Triticum  aestivum  L).  Выбор  объекта  мотивировался  тем,  что  ранее

биохимические  методы  анализа  клеточных  ядер  были  разработаны  на  проростках

этого сорта пшеницы  [Иванова,  1997;  Вафина,  1998].  Кроме того, данный  сорт ак-

тивно  используется  в  биотехнологических  исследованиях  лаборатории  генетики  и

цитологии  растений  Института  биологии  Уфимского  НЦ  РАН.  Растения  выращи-

вали  на  опытном  участке  научного  стационара  Института  биологии.  Фенологиче-

ские  наблюдения  за  развитием  растений  вели  согласно  общепринятому  методу

[Куперман,  1978;Челак,  1991].

При  выделении  последовательных  периодов  и  стадий  морфогенеза  пыльника

использовали  периодизацию  развития  пыльника  злаков,  разработанную

Н.Н.Кругловой  [1999,  2001].

Приготовление  постоянных  и  временных  давленых  препаратов  пыльников

проводили  по общепринятым  методикам  [Црозина,  1960; Дженсен,  1965; Паушева,

1988].  Препараты  просматривали  при  помощи  светового  микроскопа  Jenamed-2

(Carl  Zeiss,  ГДР)  с  использованием  зеленого  светофильтра  и  фотографировали  на

пленку  Микрат 300 с применением микрофотонасадки MF (Carl Zeiss, ГДР).

Подсчет  спорогенных  клеток  и  ядер  микроспор  проводили  с  помощью  счет-

ной  камеры  Фукса-Розенталя  по  методике  Н.И.Савченко  [1982]  и  Э.А.Ивановой

[1977].

Стрессовую  обработку  in situ пыльников,  содержащих  сильновакуолизирван-

ные  микроспоры,  проводили  при температуре  +4±1°С  в течение 7  сут  в холодовой

камере  в  темновых  условиях  [Горбунова,  Круглова,  1988;  Круглова,  Батыгина,

2002].  Через  каждые 24  ч  часть  пыльников  фиксировали  для  цито-гистологическо-

го анализа,  часть  пыльников  консервировали  [Иванова,  Вафина,  1998] для  цитоло-

гического и биохимического анализа.

Клеточные  ядра  выделяли  согласно  [Иванова,  1977;  Иванова,  Вафина,  1991]  в

собственной модификации.

Спорогенные  клетки  пыльника  выделяли  методом  центрифугирования  через

глицериновый  градиент  очистки  [Иванова,  Вафина,  1991]  в  собственной  модифи-

кации.
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Ядра  микроспор  выделяли  при  помощи  обработки  клеток  тритоном  Х-100  в

различных концентрациях  в собственной разработке.

Надмолекулярные  структуры  целых  пыльников,  изолированных  спорогенных

клеток  и  изолированных  ядер  микроспор  получали  согласно  [Иванова,  Вафина,

1991] в собственной модификации (табл.).

Таблица

Фракционирование  надмолекулярных  структур

с  помощью ступенчатого  градиента возрастающих  концентраций  солей

Содержание  белка  в  выделенных  фракциях  надмолекулярных  структур  опре-

деляли по методу Бредфорд в модификации [Иванова, Вафина,  1990].

Трипсиноподобную  и  трипсин-ингибиторную  активность  в  выделенных  фрак-

циях  оценивали  по  активности  расщепления  Arg-X,  Lys-X  связей  в  аргининбога-

том  белке -  протамине  и  по  активности  ингибиторов,  препятствующих экзогенно-

му трипсину  расщеплять  Arg-X,  Lys-X  связи  в  протамине  [Иванова,  Вафина,  1990,

1992].

Для  статистической  обработки  полученных  данных  и  построения  графиков

использовали  программу  «Microsoft  Excel  2000».  Числа  и  точки  на  графиках  пред-

ставляют  среднеарифметические  значения  3-5  химических  повторов  и  2-3  биоло-

гических  повторов.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Цито-гистологический анализ морфогенеза пыльника

На  основании  данных  цито-гистологического  анализа  были  выделены  после-

довательные  периоды  и  стадии  морфогенеза  пыльника  от  заложения  археспори-

альных  клеток  до  зрелого  пыльника  согласно  последовательным  стадиям  развития

спорогенной  клетки  пыльника по гаметофитной  программе:  I.  Период формирова-

ния  пыльника (стадия археспория (I
1
) и стадия спорогенной клетки (I

2
)); II. Период

сформированного  пыльника (стадия  сформированного  микроспороцита (II
1
) и ста-

дия  микроспороцита  в  профазе  I  мейоза (II
2
));  III.  Период  созревания  пыльника

(стадия  невакуолизированной  микроспоры (III
1
), стадия  слабовакуолизированной

микроспоры  (III
2
),  стадия  сильновакуолизированной  микроспоры  (III

3
),  стадия

двуклеточного  пыльцевого  зерна  (III
4
));  IV.  Период  зрелого  пыльника  (стадия

трехклеточного  пыльцевого  зерна  (IV)).  На  рис.  1-2  представлены  схемы,  обоб-

щающие  данные  цито-гистологического  анализа  морфогенеза  пыльника  и  разви-

тия  спорогенной  клетки  пыльника  по  гаметофитной  программе  и  отмечены  те  пе-

риоды  и  стадии,  во  время  которых  пыльник  и  развивающаяся  спорогенная  клетка

использовались  при  биохимических  исследованиях.

В  целом,  цито-гистологические  данные  по  морфогенезу  пыльника  пшеницы

подтверждают  важность  системного  подхода  к  генезису  этого  органа  [Батыгина,

1974,  1987,  1994;  Резникова,  1984;  Круглова, 2001].  К структурным элементам сис-

темы  пыльника  относятся  спорофитные  соматические  ткани  стенки  гнезда  (экзо-

теций,  эндотеций,  средний  слой,  тапетум)  и  спорогенная  ткань,  клетки  которой

дают  начало  мужским  гаметофитам - пыльцевым  зернам.
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Как видно из рис.  1-2,  каждая  из тканей  в течение морфогенеза пыльника мор-

фологически  и  структурно достигает  высокой  специализации,  связанной  с  выпол-

нением  определенных функций.

Особое  внимание  нами  было  уделено  цито-гистологическому  анализу  стадии

морфогенеза пыльника, содержащего сильновакуолизированные  микроспоры  (рис.

2,  Шз).  Стенка  гнезда  пыльника  этой  стадии  представлена  хорошо  развитыми  эк-

зотецием  и  эндотецием,  дегенеровавшими  средним  слоем  и  тапетумом:  Следует

подчеркнуть  тот  важный  факт,  что  все  сильновакуолизированные  микроспоры

прикреплены  к стенке пыльника, что обеспечивает питание микроспор, определяет

их полярность, а в  целом способствует развитию по  гаметофитной программе.

Содержание  белка  в  пыльнике  и  изолированных спорогенных клетках.

Определение  содержания  белка  в  целых  пыльниках  в  последовательных  ста-

диях морфогенеза  показало  следующее.  Во  фракциях  непрочносвязанной  с  внекле-

точным  матриксом,  прочносвязанной  с  внеклеточным  матриксом,  внеклеточного

матрикса на протяжении всего морфогенеза пыльника и во фракции внеклеточного

пространства до  стадии  микроспороцита  в  профазе  I  мейоза содержание  белка  на-

ходится в пределах до  1  мкг/пыльник (рис. 3, ВП, BM-I, ВМ-Н, ВМ). Такое низкое

содержание  белка  во  всех  фракциях,  вероятно,  обусловлено,  согласно  цито-

гистологическим  данным,  как  плотным  расположением  клеток  во  всех  форми-

рующихся  и  развивающихся  тканях  пыльника,  так  и  плотной  «упаковкой» тканей

в гнезде пыльника (рис. 2, Г|-Н|).

В  следующих  стадиях  морфогенеза  пыльника  отмечено  достоверное  повыше-

ние  содержания  белка  во  фракции  внеклеточного  пространства  начиная  со  стадии

микроспороцита  в  профазе  I  мейоза  (рис.  3,  II
2
-IV,  ВП).  Такой  феномен  можно

объяснить не только ростом  пыльника, но и тем, что начиная с этой стадии  в  гнез-

дах  пыльника  формируется  текальная  полость  с текальной  жидкостью,  возможно,

содержащей  подвижные  водорастворимые  белки,  поступающие  из  дегенерирую-

щих тканей стенки  гнезда пыльника (рис. 2,  Иг-IV).  Кроме того, начиная  именно с

этой  стадии,  согласно  данным  цито-гистологического  анализа,  наблюдается  раз-

рыхление тканей связника (рис. 2, II
2
-IV).

В  последовательных  стадиях развития  в  изолированных  спорогенных  клетках

содержание  белка  во  фракции  цитоскелета  выше,  чем  в  остальных  фракциях,  за

исключением стадии сильновакуолизированной микроспоры (рис. 4, ЦС).



Вполне  вероятно,  что  белки  цитоскелета  участвуют  в  активных  процессах

цитоморфогенеза  [Васильев,  1996]  в  последовательных  стадиях  развития  споро-

генных  клеток  пыльника,  в  частности  обеспечивая  закономерные  перемещения
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ядер  и  клеток  развивающегося  пыльцевого  зерна  злаков  [Батыгина,  Круглова,

1994].

Повышение содержания  белка  во фракции  непрочносвязанной  с цитоскелетом

(рис.  4,  Ш
3
,  ЦС-1)  в  сильновакуолизированных  микроспорах,  по-видимому,  опре-

деляется структурной организацией  клеток, а именно наличием  крупной  вакуоли.

Ограниченный протеолиз в пыльнике
и изолированных спорогенных клетках

Результаты,  представленные  на  рис.  5,  6,  показывают,  в  каких  белковых фрак-

циях и  в какой стадии  морфогенеза целого пыльника (рис.  5) и в  какой  стадии раз-

вития  спорогенных  клеток  (рис.  6)  проявляется  действие  ограниченного  (Arg-X,

Lys-X) протеолиза.

Как  видно  из  рис.  5  и  6,  в  изолированных  спорогенных  клетках  пыльника ак-

тивность трипсиноподобных  протеиназ значительно  выше,  чем  в  целом  пыльнике.

По-видимому, это  связано  с  высокой  активностью  ингибиторов экзогенного трип-

сина  в  целом  пыльнике  (рис.  7)  по сравнению с  активностью таких  ингибиторов  в

изолированных спорогенных  клетках  (рис.  8).

От  стадии  археспория  до  стадии  микроспороцита  в  профазе  I  мейоза  в  целых

пыльниках  активность  трипсиноподобных  протеиназ  не  изменяется  во  фракции

непрочносвязанной  с  внеклеточным  матриксом  и  ее  показатель  в  этой  фракции

выше  по сравнению с другими  фракциями (рис.  5,  Iplb). Аналогичная  картина на-

блюдается  от  стадии  спорогенной  клетки  до  стадии  микроспороцита  в  профазе  I

мейоза  во  фракции  непрочносвязанной  с  цитоскелетом  (рис.  6,  Ь-Нг)-  Это  можно

объяснить  активными  внутриклеточными  и  межклеточными  процессами,  проис-

ходящими  как  в  развивающейся  стенке, гнезда  пыльника,  так  и  развивающихся

спорогенных  клетках,  связанными  с  организацией  премейотического  и  мейотиче-

ского состояния  микроспороцитов (рис  1,2,  Ь-Нг).

Следует  отметить,  что  во  фракциях  внеклеточного  матрикса  целого  пыльника

(рис. 5)  и  цитоскелета спорогенных  клеток (рис.  6) активность трипсиноподобных

протеиназ не наблюдалась ни на одной  из стадий.

Анализ  данных  по  ограниченному  протеолизу  целых  пыльников  на  стадии

сильновакуолизированной  микроспоры  (рис.  5,  Шз)  по  сравнению  с  предыдущей

стадией  слабовакуолизированной  микроспоры  (рис.  5,  ПЬ)  свидетельствует  о  сле-

дующем.
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В  целых  пыльниках  в  стадии  слабовакуолизированной  микроспоры  четко  про-

является  ограниченный  протеолиз  во  фракции  прочносвязанной  с  внеклеточным

матриксом  (рис.  5, III
2
, ВМ-II), тогда  как  в  стадии  сильновакуолизированной  мик-

роспоры  трипсинолиз  связан  с  фракцией  непрочносвязанной  с  внеклеточным  мат-

риксом  (рис.  5,  Ш
3
,  BM-I).  В данном случае  можно только  констатировать,  «где»  и

«когда»  проявляется  активность  трипсиноподобных  протеиназ.  Вопрос,  с  какими

именно тканями  пыльника  (стенки  гнезда  или  спорогенной тканью) связана актив-

ность  трипсиноподобных  протеиназ,  остается  открытым.

Сравнительный  анализ  данных  по  активности  трипсиноподобных  протеиназ  в

изолированных  слабовакуолизированных  и  сильновакуолизированных  микроспо-

рах  свидетельствует  о  значительном  повышении  такой  активности  в  изолирован-

ных  сильновакуолизированных  микроспорах  во  фракции  цитоплазмы  (рис.  6,  III
3
,

ЦП)  по  сравнению  с  аналогичным  показателем  изолированных  слабовакуолизиро-

ванных  микроспор  (рис.  6,  III
2
,  ЦП).  Это  может  быть  связано  с  образованием  сиг-

нальных  молекул  (например,  пептидов),  обеспечивающих  ядерно-

цитоплазматические  взаимоотношения,  которые  способны  регулировать  дальней-

шее развитие спорогенной ткани.

Активность ингибиторов экзогенного трипсина

Изучение  трипсиноподобных  протеиназ  непосредственно  связано  с  оценкой

активности  их  ингибиторов,  препятствующих  экзогенному  трипсину  расщеплять

Arg-X, Lys-X. В работе K.S.Sweadner [1991] указывается, что ингибиторы трипси-

на  стабилизируют  активность  трипсина  и  при  их  полном  отсутствии  активность

трипсина  не  проявляется.  Возможно,  подобную  функцию  ингибиторы  экзогенного

трипсина  выполняли  в течение  морфогенеза пыльника  пшеницы.

В  последовательных  стадиях  морфогенеза  пыльника  активность  ингибиторов

экзогенного  трипсина  значительно  выше  во  фракции  внеклеточного  матрикса

(рис.  7).  В  последовательных  стадиях  развития  изолированных  спорогенных  кле-

ток  активность  этих  ингибиторов  проявляется  только  во  фракции  цитоскелета

(рис.  8).  Активность  ингибиторов  экзогенного  трипсина  в  целом  пыльнике  намно-

го  превышает аналогичный  показатель  изолированных  спорогенных  клеток.

В  работе  K.Tomoftimi,  I.Tokuji  [1987]  отмечается,  что  ингибиторы  протеиназ

могут  стимулировать  рост  клеток  аналогично  ростовым  факторам.  Возможно,  ана-

логичная  стимуляция  проявляется  и  в растущем  пыльнике  как  целом органе.





16

Цшпо-гистологический анализ пыльника
при стрессовом воздействии in situ холодом

В  соответствии  с  технологией  получения  зрелых  плодоносящих  растений-

регенерантов  яровой  мягкой  пшеницы  в  культуре  in  vitro  изолированных  пыльни-

ков  [Суханов,  1983;  Горбунова,  Круглова,  1988;  Круглова,  Батыгина,  2002]  было

проведено  стрессовое  воздействие  in situ  холодом  (4±1°С)  в  течение  7  сут  в темно-

вых  условиях  на  пыльники,  содержащие  сильновакуолизированные  микроспоры,

перед  их  инокуляцией  in  vitro.  Пыльники  через  каждые  сутки  стрессового  воздей-

ствия  in situ изучали  цито-гистологически.

Полученные  цито-гистологические  данные  сравнили  с  цито-гистологическим

состоянием  пыльников  перед  началом стрессового  воздействия  in situ (рис.  2,  Шэ),

стенка  гнезда  которых  характеризуется  хорошо  развитыми  экзотецием  и  эндоте-

цием, дегенерировавшими средним слоем  и тапетумом;  при этом все сильновакуо-

лизированные микроспоры прикреплены к стенке гнезда пыльника.

По  данным  цито-гистологического  анализа,  стрессовое  воздействие  in  situ  ве-

дет  к  отрыву  всех  сильновакуолизированных  микроспор  от  стенки  гнезда  пыльни-

ка  на 3  сут  и  формированию двуядсрных  клеток  на 4-7  сут,  а также  к  дегенерации

всех тканей стенки  гнезда пыльника к 7 сут.

На  основании  данных  цито-гистологического  анализа  разработана  итоговая

схема  путей  развития  сильновакуолизированных  микроспор  в  условиях  in  situ

(рис. 9).

Выявленный  постепенный  отрыв  сильновакуолизированных  микроспор  от

стенки  гнезда  пыльника  приводит  к  нарушению  цито-гистологической  организа-

ции пыльника. Тем самым, в некоторых оторвавшихся микроспорах,  по-видимому,

подавляется  экспрессия  гаметофитной  программы  развития,  нарушается  детерми-

нация  нормального  развития  трехклеточного  пыльцевого  зерна  (гаметофита)  и

проявляется  спорофитная  программа  развития,  ведущая  к  появлению  двуядерных

клеток с равными ядрами  (рис.  9:4-» 7 сут).

Именно  двуядерные  клетки  далее  в  условиях  культуры  in  vitro  дают  начало  за-

родышеподобным  структурам  -  эмбриоидам  (рис.  9),  формирующим  спорофиты  -

растсния-регенеранты*.



Отклонение  от  нормального  митоза,  ведущее  к  формированию  двуядерных

клеток, можно объяснить изменением поляризации оторвавшихся  микроспор, обу-

словленным  изменениями  конфигурации  цитоскелета  под  воздействием  стрессо-

вого  холодового  фактора  Аналогичная  точка  зрения  высказана  в литературе  [Гор-

бунова,  1993].

Содержание белка в изолированных ядрах сильновакуолизированных

микроспор при стрессовом воздействии in situ холодом

Поскольку  именно  ядро  определяет регуляцию  жизнедеятельности  клетки,  а  в

конечном  счете  и  всего  организма,  определяли  содержание  белка  во  фракциях

изолированных ядер сильновакуолизированных микроспор в процессе стрессового

воздействия  in situ холодом  в темновых условиях  на  1,  3,5,7  сут.

Полученные  данные  приведены  на рис.  10  (Б). Для  сравнения  на этом  же  ри-

сунке  приведены  данные  ло  содержанию  белка  в  ядрах  невакуолизированных  и

слабовакуолизированных микроспор в полевых условиях (рис.  10, А, 53-59 сут) и в

ядрах  сильновакуолизированных  микроспор  в  полевых  условиях  перед  стрессо-

вым воздействием in situ холодом (рис. 10, А, 69 сут).
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В  изученных  стадиях  развития  микроспор  в  полевых  условиях  максимальное

содержание  белка  отмечается  во  фракции  ядерного  матрикса  (рис.  10,  А,  III
1
-III

3
,

53-69 сут)

На  1  сут  стрессового  воздействия  in  situ  содержание  белка  в  ядрах  сильнова-

куолизированных  микроспор  преобладает  во  фракции  ядерного  матрикса,  остава-

ясь  на уровне, отмеченном  в ядрах сильновакуолизированных микроспор  на 69 сут

перед началом воздействия  in situ (рис.  10, А, 69 сут; Б,  1  сут).

На  3  сут  стрессового  воздействия  in  situ  при  отрыве  всех  сильновакуолизиро-

ванных  микроспор от стенки  гнезда  пыльника содержание  белка  в  ядрах уменьша-

ется  во фракции ядерного  матрикса (рис.  10, Б, 3  сут).  Возможно, эти  биохимиче-

ские данные  отражают структурное  состояние  ядер  оторвавшихся  сильновакуоли-

зированных  микроспор,  в том  числе микроспор, далее переключающих  программу

развития  на спорофитную при адаптации  к стрессовому воздействию.
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На  5  сут  стрессового  воздействия  in  situ  содержание  белка  резко  повышается

во  всех фракциях (рис.  10, Б, 5  сут).  Возможно, это следствие появления ядер дву-

ядерных  клеток  и  двуклеточных  пыльцевых  зерен  (рис.  9).  В  связи  с  тем,  что  со-

держание  белка оценивалось  на  1  ядро  I  клетки,  которая  на 5  сут  in situ  могла  на-

ходиться  в  одном  из  трех  представленных  состояний  (рис.  9),  сложно  судить  о

принадлежности белка к конкретным ядрам на этом временном отрезке.

На  7  сут стрессового  воздействия  in situ  содержание белка  понижается  во  всех

фракциях,  оставаясь  максимальным  во  фракции  нуклеоплазмы,  как  и  на  5  сут

стрессового воздействия (рис.  10, Б, 5 сут и 7 сут).

Таким  образом,  полученные  данные  свидетельствуют  о  реагировании  белков

ядер  сильновакуолизированных  микроспор  на  стрессовое  воздействие  in situ  холо-

дом  в темновых условиях.

Ограниченный протеолиз в изолированных ядрах сильновакуолизированных
микроспор при стрессовом воздействии in situ холодом

На  рис.  11  представлены  данные  по динамике  активности  трипсиноподобных

протеиназ  во  фракциях  изолированных ядер сильновакуолизированных  микроспор

при  стрессовом  воздействии  in  situ  холодом  в темновых условиях  (Б,  1-7  сут).  Для

сравнения, как и при анализе содержания белка (рис.  10), на этом же рисунке при-

ведены  данные  по  динамике  активности трипсиноподобных  протеиназ  в  изолиро-

ванных  ядрах  невакуолизированных  и  слабовакуолизированных  микроспор  в  по-

левых условиях  (рис.  11, А,  53-59 сут)  и  в  изолированных ядрах сильновакуолизи-

рованных  микроспор  в  полевых  условиях  перед  стрессовым  воздействием  in  situ

(рис.  11, А, 69 сут).

Согласно  полученным  данным,  активность  трипсиноподобных  протеиназ  на-

блюдается  только  во  фракции  ядерного  матрикса  невакуолизированной  (рис.  11,

IIIi, 53 сут, ЯМ) и сильновакуолизированной (рис.  11, Ulj, 69 сут, ЯМ) микроспор.

На  1  сут стресового воздействия  ш situ  все процессы ограниченного протеоли-

за в ядрах сильновакуолизированных микроспор прекращаются (рис.  11, Б,  1  сут).

При  полном  отрыве  сильновакуолизированных  микроспор  от  стенки  гнезда

пыльника  на  3  сут  in  situ  (рис.  9)  функциональная  активность  ядер  этих  клеток

проявляется только во фракции нуклеоплазмы (рис.  11, Б, 3 сут).



Высказано  мнение,  что  сильновакуолизированная  микроспора  имеет  струк-

турное  сходство  со  зрелой  яйцеклеткой  [Круглова,  2001].  Как  известно,  в  зрелой

яйцеклетке  обнаруживается  кариофильный  белок  нуклеоплазмин,  извлекающийся

из  клеточного ядра  при  низкой  ионной  силе раствора [Збарский,  1988],  роль  кото-

рого  заключается  в  сборке  нуклеосом  через  образование  комплексов  с  гистонами

[Ellis,  1990].  Вполне  возможно,  что активность трипсиноподобных  протеиназ  нук-

леоплазмы  может  отражать  внутриядерные  механизмы,  проявившиеся  в  оторвав-

шихся  сильновакуолизированных  микроспорах.

На 5  и  7 сут стрессового  воздействия  in situ  в  ядрах сильновакуолизированных

микроспор и  их производных активность трипсиноподобных протеиназ не отмеча-

ется ни в одной из фракций.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследования  в  области  морфогенеза  растений  в  настоящее  время  приобрели

особую  актуальность.  Во  многом  это  вызвано  потребностями  активно  развиваю-

щейся  биотехнологии,  требующей  фундаментальных  знаний  о  морфогенетических

особенностях  развития  растений.  Особый  интерес  вызывают  исследования  морфо-

генеза  в  периоды устойчивости  и  неустойчивости.

Именно  пыльник  может  служить  моделью  для  изучения  основных  закономер-

ностей  морфогенеза  в  периоды устойчивости  и  неустойчивости.  В  развивающемся

пыльнике  находит  отражение  такой  морфогенетический  процесс,  свойственный

растению  в целом,  как  чередование поколений  в жизненном  цикле:  спорофит - га-

метофит  [Батыгина,  1994]. Кроме того, в пыльнике имеются  клетки, морфогенети-

чески  компетентные  к переключению развития с  гаметофитной  программы  на аль-

тернативную  спорофитную  программу  под  действием  стрессовых  (например,  хо-

лодовых)  факторов  воздействия  in  situ.  Далекой  от  окончательного  решения  оста-

ется  принципиальная  проблема  индукции  спорофитной  программы  развития  спо-

рогенных  клеток,  по  природе  своей  предназначенных для  развития  по  гаметофит-

ной  программе с формированием пыльцевых зерен.

Нами  предложен комплексный  цито-гистологический и биохимический анализ

(а  именно,  выявление  динамики  активности  трипсиноподобных  протеиназ)  пыль-

ника в процессе морфогенеза и  при стрессовом  воздействии  in situ холодом.

Полученные  данные  свидетельствуют  о  том,  что  для  пыльника  характерна оп-

ределенная  цито-гистологическая  организация  в  каждую  последовательную  ста-

дию  морфогенеза,  что  взаимосвязано  с  реализацией  морфогенетического  потен-

циала спорогенных клеток, развивающихся  по гаметофитной  программе.

Постепенный  отрыв  сильновакуолизированных  микроспор  от  стенки  гнезда

пыльника  при  стрессовом  воздействии  in situ  холодом  приводит  к  нарушению  ци-

то-гистологической организации  пыльника.  Тем самым  в некоторых оторвавшихся

микроспорах,  по-видимому,  подавляется  экспрессия  гаметофитной  программы

развития  и  нарушается  детерминация  нормального  развития  трехклеточного

пыльцевого зерна (гаметофита).

Биохимические  процессы  в  оторвавшихся  от  стенки  гнезда  пыльника сильно-

вакуолизированных  микроспорах связаны,  по-видимому, с  направленностью внут-

риядерных  (нуклеоплазматических)  механизмов  на адаптивность  этих  клеток  к  хо-
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лодовому  стрессу  in  situ.  Один  из  способов  такой  адаптации  -  переключение  раз-

вития  некоторых  сильновакуолизированных  микроспор  на спорофитную  програм-

му,  что  цитологически  проявляется  в появлении двуядерных  клеток  с равными  яд-

рами.

В  целом,  модификация  направления  морфогенеза  сильновакуолизированных

микроспор  при  стрессовом  воздействии  in  situ  холодом  представляет  собой  ответ-

ную реакцию клеток на действие этого фактора.

Анализ  полученных  данных  еще  раз  свидетельствует,  что  протеом  клетки  в

каждый  конкретный  момент отражает функциональное состояние  генома.

ВЫВОДЫ

1.  На основе цито-гистологического анализа пыльника в динамике развития от

заложения  клетки  археспория  до  зрелой  структуры  выделены  последовательные

периоды  и  стадии  морфогенеза:  период  формирования  пыльника  (стадия  археспо-

рия  и  стадия  спорогенной  клетки),  период  сформированного  пыльника  (стадия

сформированного  микроспороцита,  стадия  микроспороцита  в  профазе  I  мейоза),

период  созревания  пыльника  (стадия  невакуолизированной  микроспоры,  стадия

слабовакуолизированной  микроспоры,  стадия  сильновакуолизированной  микро-

споры  и стадия  двуклеточного пыльцевого зерна)  и  период зрелого пыльника (ста-

дия трехклеточного  пыльцевого  зерна).

2.  В  последовательных  стадиях  морфогенеза  содержание  белка  увеличивается

во  фракции  внеклеточного  пространства целого  пыльника  начиная  со стадии  мик-

роспороцита  в  профазе  I  мейоза.  В  последовательных  стадиях  развития  спороген-

ных  клеток  содержание  белка  во  фракции  цитоскелета  выше,  чем  в  остальных

фракциях.

3.  В  последовательных  стадиях  морфогенеза  активность  трипсиноподобных

протеиназ  во  фракциях  целого  пыльника  ниже,  чем  во  фракциях  изолированных

спорогенных  клеток.  Активность  ингибиторов  трипсина  значительно  выше  во

фракции  внеклеточного  матрикса  целого  пыльника  и  проявляется  только  во  фрак-

ции  цитоскелета изолированных спорогенных клеток.

4.  По  данным  цито-гистологического  анализа,  стрессовое  воздействие  in  situ

холодом  ведет  к  отрыву  всех  сильновакуолизированных  микроспор  от  стенки

гнезда  пыльника  на  3  сутки  и  формированию  двуядерных  клеток  на  4-7  сутки,  а

также дегенерации  всех тканей стенки гнезда пыльника  к 7 суткам.
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5. На 3 сутки стрессового воздействия in situ холодом в ядрах оторвавшихся от

стенки  гнезда  пыльника  сильновакуолизированных  микроспор  содержание  белка

уменьшается  во  фракции ядерного  матрикса и  активность трипсиноподобных про-

теиназ  выявляется  только  во  фракции  нуклеоплазмы.  Это  может  свидетельство-

вать  о  проявлении  альтернативной  спорофитной  программы  развития  сильнова-

куолизированных микроспор.

В  работе  показана  возможность  реализации  морфогенетического  потенциала

спорогенных  клеток  пыльника  по  альтернативным  программам  развития  (гамето-

фитной  или  спорофитной)  в  зависимости  от  внешних  условий.  Сделан  вывод  о

том,  что  модификация  направления  морфогенеза у  растений  при  стрессовых  воз-

действиях,  в  частности  холодом,  представляет  собой  ответную  реакцию  растений

на действие этих факторов.
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