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Èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà

Ìåòîäàìè êîëè÷åñòâåííîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè èçó÷àëè èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöè-
àëà âåãåòàòèâíîé êëåòêè ïûëüöåâîãî çåðíà â ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ è â ðàñòóùåé òðóáêå. Èñïîëüçîâàëè
äâà ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíûõ êðàñèòåëÿ: DiBAC4(3) — äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñðåäíåé âåëè÷èíû ìåìáðàííî-
ãî ïîòåíöèàëà â ïûëüöåâûõ çåðíàõ è èçîëèðîâàííûõ èç íèõ ïðîòîïëàñòàõ; Di-4-ANEPPS — äëÿ êàðòèðî-
âàíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ ïîòåíöèàëà íà ïîâåðõíîñòè ïûëüöåâîãî ïðîòîïëàñòà è ïûëüöåâîé òðóáêè. Ïîêàçà-
íî, ÷òî àêòèâàöèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà òàáàêà ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèïåðïîëÿðèçàöèåé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû âåãåòàòèâíîé êëåòêè ïðèìåðíî íà 8 ìÂ. Çíà÷åíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà äëÿ èçîëèðîâàííûõ
ïûëüöåâûõ ïðîòîïëàñòîâ ëèëèè áûëè ñóùåñòâåííî áîëåå îòðèöàòåëüíûìè (–108 ìÂ), ÷åì äëÿ ïûëüöå-
âûõ çåðåí, èç êîòîðûõ îíè áûëè âûäåëåíû (–23 ìÂ). Âûÿâëåíî ïîëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà íà ïîâåðõíîñòè ïðîòîïëàñòà è ãðàäèåíòíîå ñ âûõîäîì íà ïëàòî — âäîëü ïûëüöåâîé òðóáêè.
Õàðàêòåð ïðîäîëüíîãî ãðàäèåíòà â òðóáêå èçìåíÿëñÿ, íî îí íå èñ÷åçàë ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà
Í+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû îðòîâàíàäàòà (1 ìÌ) èëè ôóçèêîêöèíà (1 ìêÌ), ñòèìóëèðóþùåãî ðàáîòó ýòî-
ãî ôåðìåíòà. Èíãèáèòîð àíèîííûõ êàíàëîâ NPPB (40 ìêÌ) ïîëíîñòüþ ñíèìàë ïðîäîëüíûé ãðàäèåíò â
ïûëüöåâîé òðóáêå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ãèïåðïîëÿðèçàöèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû â ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà è î íåîäíîðîäíîì åãî ðàñïðåäåëåíèè íà ïîâåðõíîñòè
ïûëüöåâîãî çåðíà è òðóáêè. Èíãèáèòîðíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ïîòåíöèàëà â òðóáêå âûÿâèë ó÷àñòèå
Í+-ÀÒÔàçû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è àíèîííûõ êàíàëîâ â ðåãóëÿöèè åãî âåëè÷èíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ïðîðàñòàíèå ïûëüöåâîãî çåðíà, ïîëÿðíûé ðîñò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: DiÂAC4(3) — Bis(1,3-dibutylbarbituric acid(5)) trimethine oxonol,
Di-4-ANEPPS — 3-(4-(2-(6-(dibutylamino)-2-naphthyl)-trans-ethenyl)pyridinium)propanesulfonate, NPPB —
(5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)) benzoic acid.

Ïûëüöåâîå çåðíî ïîêðûòîñåìåííûõ ðàñòåíèé, ïðîðà-
ñòàÿ íà ðûëüöå ïåñòèêà, ôîðìèðóåò ïûëüöåâóþ òðóáêó,
êîòîðàÿ äîñòàâëÿåò ñïåðìèè ê ìåñòó îïëîäîòâîðåíèÿ. Îá-
ðàçîâàíèþ òðóáêè ïðåäøåñòâóþò ãèäðàòàöèÿ ïûëüöåâîãî
çåðíà, àêòèâàöèÿ â íåì ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ è
ñòðóêòóðíàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîïëàçìû, ñâÿçàííàÿ ñ ôîð-
ìèðîâàíèåì îñè ïîëÿðíîñòè. Ïûëüöåâàÿ òðóáêà ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ îáúåêòîâ â èññëåäîâàíèÿõ
çàêîíîìåðíîñòåé ïîëÿðíîãî ðîñòà (Taylor, Hepler, 1997).

Èññëåäîâàíèÿ èîííîé ðåãóëÿöèè ïðîðàñòàíèÿ ïûëü-
öåâîãî çåðíà è ðîñòà òðóáêè áûëè íà÷àòû áîëåå 30 ëåò íà-
çàä, êîãäà ñ ïîìîùüþ íåñåëåêòèâíûõ ìèêðîýëåêòðîäîâ
îáíàðóæèëè, ÷òî àêòèâàöèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà ëèëèè ïðè-
âîäèò ê ïîÿâëåíèþ òðàíñìåìáðàííûõ èîííûõ òîêîâ (Wei-
senseel et al., 1975). Âõîäíîé òîê äîñòèãàë ìàêñèìàëüíûõ
çíà÷åíèé â îáëàñòè áóäóùåãî ïðîðàñòàíèÿ, à âûõîäíîé —
íà ïðîòèâîïîëîæíîì ïîëþñå. Ïîñëå ïðîðàñòàíèÿ âõîä-
íûå òîêè áûëè ðàñïðåäåëåíû âäîëü òðóáêè, à âûõîäíûå
áûëè ñìåùåíû ê ïûëüöåâîìó çåðíó. Çíà÷åíèÿ ìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà äëÿ âåãåòàòèâíîé êëåòêè ïûëüöåâîãî
çåðíà ëèëèè, ïî äàííûì ýòèõ àâòîðîâ (Weisenseel, We-
nisch, 1980), ñîñòàâëÿëè îò –90 äî –130 ìÂ. Â áîëåå ïîçä-
íèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâîäèâøèõñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì
óñîâåðøåíñòâîâàííûõ ìèêðîýëåêòðîäíûõ ìåòîäîâ, ïîëó-

÷åíû ñõîäíûå çíà÷åíèÿ ïîòåíöèàëà äëÿ ïûëüöû ëèëèè (îò
–110 äî –150 ìÂ) (Obermeyer, Blatt, 1995). Äëÿ ïûëüöåâûõ
çåðåí äðóãèõ âèäîâ ðàñòåíèé ïðèâîäÿòñÿ áîëåå ïîëîæè-
òåëüíûå çíà÷åíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà: –30 ìÂ ó Pe-
tunia hybrida è –37 ìÂ ó Narcissus (Feijo et al., 1995), à ïî-
òåíöèàë èçîëèðîâàííûõ ïûëüöåâûõ ïðîòîïëàñòîâ Bras-
sica chinensis ñîñòàâëÿë –79 ìÂ (Fan et al., 2003).
Ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ïûëüöåâûõ òðóáîê òàêæå ðàçëè-
÷åí ó ðàçíûõ îáúåêòîâ, â ÷àñòíîñòè ó Agapanthus umbella-
tus îí ñîñòàâëÿë –55 (Malho et al., 1995), à ó Arabidopsis —
îêîëî –100 ìÂ (Mouline et al., 2002).

Â ðàáîòàõ ïîñëåäíèõ ëåò íà îñíîâå èíãèáèòîðíîãî
àíàëèçà è (èëè) èçó÷åíèÿ ìóòàíòîâ ïî òðàíñïîðòíûì áåë-
êàì ïëàçìàëåììû áûëà âûÿâëåíà âàæíàÿ ðîëü òðàíñìåìá-
ðàííîãî ïåðåíîñà H+, K+, Ca2+ è Cl– â ðåãóëÿöèè ïðîðàñòà-
íèÿ ïûëüöû è ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè (Ìàòâååâà è äð.,
2003; Holdaway-Clarke, Hepler, 2003; Hepler et al., 2006;
Áðåéãèíà è äð., 2009). Íàðÿäó ñ ýòèì óñòàíîâëåíà ñâÿçü
ðîñòîâûõ ïðîöåññîâ ñ ôîðìèðîâàíèåì èîííûõ ãðàäèåí-
òîâ â öèòîïëàçìå òðóáêè: êîíöåíòðàöèÿ êàëüöèÿ óáûâàåò
ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò êîí÷èêà, âåëè÷èíà âíóòðèêëåòî÷íîãî
ðÍ ìèíèìàëüíà â àïåêñå è ïîñòåïåííî èçìåíÿåòñÿ ïî äëè-
íå òðóáêè (Holdaway-Clarke, Hepler, 2003; Hepler et al.,
2006).
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Âìåñòå ñ òåì ïîëó÷èëè ïîäòâåðæäåíèå ðàííèå äàí-
íûå (Weisenseel et al., 1975) î ïðîñòðàíñòâåííîì ðàñïðå-
äåëåíèè èîííûõ òîêîâ â ïûëüöåâîé òðóáêå (Michard et al.,
2009). Óñòàíîâëåíî, ÷òî H+, K+ è Ca2+ âõîäÿò â òðóáêó â
àïèêàëüíîé ÷àñòè. Âûõîäíûå ïîòîêè ïðîòîíîâ âûÿâëåíû
â áîëåå äèñòàëüíûõ çîíàõ, ïðè÷åì èõ èíòåíñèâíîñòü èçìå-
íÿåòñÿ ïî äëèíå òðóáêè (Certal et al., 2008; Michard et al.,
2009). Ïîëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå èîííûõ òîêîâ, ïî êðàéíåé
ìåðå â ñëó÷àå ïðîòîíîâ, â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îáóñëîâëåíî
ïîëÿðíûì ðàñïðåäåëåíèåì èîíòðàíñïîðòèðóþùèõ áåëêîâ
íà ïëàçìàëåììå. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâóþò ýêñïåðèìåíòû,
â êîòîðûõ îäíîâðåìåííî èçó÷àëè ïðîòîííûå òîêè è ðàñ-
ïðåäåëåíèå â ïëàçìàëåììå ïûëüöåâîé òðóáêè òàáàêà ôëóî-
ðåñöåíòíî ìå÷åííîé Í+-ÀÒÔàçû (Certal et al., 2008). Îíà
îòñóòñòâîâàëà â àïåêñå òðóáêè, íî âûÿâëÿëàñü â ñóáàïè-
êàëüíîé îáëàñòè, è ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò êîí÷èêà åå ñîäåð-
æàíèå â ïëàçìàëåììå âîçðàñòàëî îäíîâðåìåííî ñ óâåëè-
÷åíèåì èíòåíñèâíîñòè âûõîäíîãî ïðîòîííîãî òîêà. Áîëåå
òîãî, îðòîâàíàäàò, êîòîðûé èíãèáèðîâàë àêòèâíîñòü
Í+-ÀÒÔàçû, ïîäàâëÿë è âûõîäíîé ïðîòîííûé òîê.

Âîïðîñ î ðàñïðåäåëåíèè òîêîâ Cl– íå ðåøåí îêîí÷àòå-
ëüíî. Ïî íåêîòîðûì äàííûì (Zonia et al., 2002), Cl– âûõî-
äèò èç ïûëüöåâîé òðóáêè â àïèêàëüíîé ÷àñòè, à âõîäèò â
áîëåå äèñòàëüíûõ ðàéîíàõ, ïðè÷åì ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò
êîí÷èêà òîê âíà÷àëå âîçðàñòàåò, à çàòåì âûõîäèò íà ïëà-
òî. Äðóãèå àâòîðû íà îñíîâå àíàëîãè÷íûõ ýêñïåðèìåíòîâ
ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî âõîäíûå ïîòîêè Í+ ìî-
ãóò áûòü îøèáî÷íî ïðèíÿòû çà âûõîäíûå ïîòîêè Cl–

(Messerli et al., 2004).
Äàííûå î ëîêàëèçàöèè èîíòðàíñïîðòèðóþùèõ áåëêîâ

â ïëàçìàëåììå ïûëüöåâîãî çåðíà íåìíîãî÷èñëåííû.
Â èçîëèðîâàííûõ ïûëüöåâûõ ïðîòîïëàñòàõ ëèëèè îáíà-
ðóæåíî ïîëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ
êàëüöèåâûõ êàíàëîâ (Dutta, Robinson, 2004). Ïðåäïîëàãà-
þò, ÷òî îíè ëîêàëèçîâàíû â ìåñòå âîçìîæíîãî ïîÿâëåíèÿ
òðóáêè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì äëÿ ïûëüöû Arabidopsis
óñòàíîâëåíî, ÷òî ëîêàëüíîå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
êàëüöèÿ â îáëàñòè ôóíêöèîíàëüíîé ïîðû ÿâëÿåòñÿ íåîáõî-
äèìûì óñëîâèåì ïðîðàñòàíèÿ in vivo (Iwano et al., 2004).

Ðàññìîòðåííûå âûøå ìèêðîýëåêòðîäíûå èññëåäîâàíèÿ
èîííîé ðåãóëÿöèè ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà âûÿâèëè
ñëîæíóþ ñåòü âçàèìîñâÿçàííûõ èîííûõ ïîòîêîâ, êîòîðûå
â ñîâîêóïíîñòè îïðåäåëÿþò ðàçíîñòü ïîòåíöèàëîâ ïî îáå
ñòîðîíû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Ìåìáðàííûé ïîòåí-
öèàë â ñâîþ î÷åðåäü êîíòðîëèðóåò ïðîöåññû òðàíñïîðòà
èîíîâ è ìåòàáîëèòîâ è âçàèìîäåéñòâèå êëåòêè ñ îêðóæàþ-
ùåé ñðåäîé. Âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ïðîñòðàíñòâåííûõ
è (èëè) âðåìåíí *ûõ èçìåíåíèé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â
ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà è ðîñòà òðóáêè îá-
ñóæäàëñÿ â ëèòåðàòóðå (Holdaway-Clarke, Hepler, 2003; Ro-
binson, Messerli, 2003), îäíàêî â ðàìêàõ ìèêðîýëåêòðîäíûõ
èññëåäîâàíèé îòâåò íà íåãî íå áûë ïîëó÷åí.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëî âûÿâëåíèå èçìåíå-
íèé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ ïû-
ëüöåâîãî çåðíà. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è èñïîëüçîâàëè ìå-
òîäû ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñ âèòàëüíûì îêðàøè-
âàíèåì êëåòîê ïîòåíöèàëçàâèñèìûìè êðàñèòåëÿìè,
êîòîðûå ðàíåå óñïåøíî ïðèìåíÿëè â èññëåäîâàíèÿõ êëåòîê
æèâîòíûõ è ãðèáîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð à ñ ò è ò å ë ü í û é ì à ò å ð è à ë è ï î ä ã î ò î â ê à
ïðîá. Îáúåêòàìè ñëóæèëè ñðåçàííûå ðàñòåíèÿ ëèëèè Li-
lium longiflorum Thunb. ñîðòà White Europe è ðàñòåíèÿ òà-

áàêà Nicotiana tabacum L. ñîðòà Petit Havana SR1,
âûðàùåííûå èç ñåìÿí â êëèìàòè÷åñêîé êàìåðå (25 °Ñ,
16-÷àñîâîé ñâåòîâîé äåíü). Ïûëüíèêè èçâëåêàëè èç öâåò-
êîâ íàêàíóíå èõ ðàñêðûâàíèÿ è ïîìåùàëè â òåðìîñòàò
(25 °Ñ) íà 3 ñóò. Ïûëüöó èç ðàñêðûâøèõñÿ ïûëüíèêîâ ñî-
áèðàëè â ïðîáèðêè è õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Ïîñëå ðàçìîðà-
æèâàíèÿ ïûëüöåâûå çåðíà îòìûâàëè ãåêñàíîì îò òðèôè-
íû è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå. Íàâåñêè ñóõîé ïûëüöû èí-
êóáèðîâàëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 25 °Ñ (1—2 ÷), ïîñëå
÷åãî èõ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóð ïûëüöåâûõ
çåðåí èëè ïðîòîïëàñòîâ.

Ïûëüöó ïðîðàùèâàëè â ñòàíäàðòíîé ñðåäå â ÷àøêàõ
Ïåòðè äèàìåòðîì 2.5 ñì èëè ïëàñòèêîâûõ êóëüòóðàëüíûõ
êàìåðàõ îáúåìîì 35 ìêë (CoverWell, Schleicher & Schuell,
Ãåðìàíèÿ), îáðàáîòàííûõ èçíóòðè 0.01%-íûì ïîëè-L-ëè-
çèíîì. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå àíàëèçèðîâàëè ïûëüöåâûå
òðóáêè, ïðèêðåïèâøèåñÿ ê âåðõíåé ñòåíêå êàìåðû. Ïëàç-
ìîëèç ïûëüöåâûõ òðóáîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí â
ñòàíäàðòíîé ñðåäå, äîïîëíåííîé 0.9 Ì ìàííèòîì.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ïðîòîïëàñòîâ ïûëüöó ëèëèè èíêóáè-
ðîâàëè â ñðåäå ñ ôåðìåíòàìè (ñì. íèæå) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè
30 °C, çàòåì îòìûâàëè òîé æå ñðåäîé áåç ôåðìåíòîâ è íå-
ìåäëåííî èñïîëüçîâàëè äëÿ îêðàøèâàíèÿ ëèáî ôèêñèðî-
âàëè. Âûäåëåíèå ïðîòîïëàñòîâ êîíòðîëèðîâàëè îáùåïðè-
íÿòûì ìåòîäîì (Tanaka et al., 1987), îêðàøèâàÿ ïðîáû
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Calcofluor White M2R (Fluo-
rescent Brightener 28, Sigma), êîòîðûé âûÿâëÿåò ïðèñóòñò-
âèå êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Ð å à ê ò è â û. DiÂAC4(3) — Bis(1,3-dibutylbarbituric
acid(5)) trimethine oxonol è Di-4-ANEPPS — 3-(4-(2-(6-(di-
butylamino)-2-naphthyl)-trans-ethenyl)pyridinium)propane-
sulfonate (Molecular probes, Íèäåðëàíäû), ôóçèêîêöèí
(Serva, Ãåðìàíèÿ), îðòîâàíàäàò íàòðèÿ (ICN, ÑØÀ), Fluo-
rescent Brightener, NPPB — (5-nitro-2-(3-phenylpropylami-
no))benzoic acid, ïîëè-L-ëèçèí (Sigma, ÑØÀ), öåëëþëàçà
è ïåêòèíàçà (ICN, ÑØÀ).

Ñ î ñ ò à â ï è ò à ò å ë ü í û õ ñ ð å ä è ä î á à â ë ÿ å ì û å
ð å à ã å í ò û. Ñòàíäàðòíàÿ ñðåäà âêëþ÷àëà â ñåáÿ 0.3 Ì ñà-
õàðîçû, 1.6 ìÌ H3BO3, 3 ìÌ Ca(NO3)2, 0.8 ìÌ MgSO4 è
1 ìÌ KNO3 â 25 ìÌ áóôåðå MES-Tris, pH 5.9. Ñðåäà äëÿ
âûäåëåíèÿ ïðîòîïëàñòîâ (Tanaka et al., 1987) îòëè÷àëàñü
îò ñòàíäàðòíîé çíà÷åíèåì pH (5.8), êîíöåíòðàöèåé ñàõà-
ðîçû (0.5 Ì) è ïðèñóòñòâèåì öåëëþëàçû è ïåêòèíàçû (ïî
1 %). Ôóçèêîêöèí, îðòîâàíàäàò íàòðèÿ è NPPB äîáàâëÿëè
ê ïðîðîñøèì ïûëüöåâûì çåðíàì ïîñëå 75 ìèí èíêóáàöèè
â ñòàíäàðòíîé ñðåäå. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ôóçèêîêöè-
íà ñîñòàâëÿëà 1 ìêÌ, îðòîâàíàäàòà — 1 ìÌ, NPPB —
40 ìêÌ. Âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ êàæäîãî èç ýòèõ ðåàãåíòîâ íà
ïûëüöåâûå òðóáêè ñîñòàâëÿëî 10 ìèí.

È ç ì å í å í è ÿ â å ë è ÷ è í û ì å ì á ð à í í î ã î ï î -
ò å í ö è à ë à âûÿâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ êðàñèòå-
ëåé — DiÂAC4(3) è Di-4-ANEPPS. DiBAC4(3) îòíîñèòñÿ ê
êàòåãîðèè ìåäëåííûõ êðàñèòåëåé. Çàðÿæåííûå ìîëåêóëû
ýòèõ êðàñèòåëåé ðàñïðåäåëÿþòñÿ ìåæäó öèòîïëàçìîé
êëåòêè è îêðóæàþùåé ñðåäîé â ñîîòâåòñòâèè ñ óðàâíåíè-
åì Íåðíñòà (Pla &sek, Sigler, 1996). Èçìåðèâ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè æèâûõ è ôèêñèðîâàííûõ (ïîëíîñòüþ äå-
ïîëÿðèçîâàííûõ) êëåòîê, ìîæíî ðàññ÷èòàòü çíà÷åíèÿ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ìÂ (Emri et al., 1998). Îïðåäå-
ëåíèå âåëè÷èíû ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà âåãåòàòèâíîé
êëåòêè ïûëüöåâîãî çåðíà è ïûëüöåâîé òðóáêè ïðîâîäèëè
â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêîé (Áðåéãèíà è
äð., 2009). Äëÿ ýòîãî êëåòêè îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì Di-
ÂAC4(3) â êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ â òå÷åíèå 10 ìèí. Â êà÷å-
ñòâå ïîëíîñòüþ äåïîëÿðèçîâàííîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâà-
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ëè ôèêñèðîâàííûå êëåòêè (Emri et al., 1998; Áðåéãèíà è
äð., 2009).

Di-4-ANEPPS îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå áûñòðûõ êðàñèòå-
ëåé, êîòîðûå âñòðàèâàþòñÿ â ìåìáðàíó. Â ìîëåêóëå êðà-
ñèòåëÿ ïðè èçìåíåíèè ïîòåíöèàëà ïðîèñõîäèò ìèãðàöèÿ
çàðÿäà, ïðèâîäÿùàÿ ê ñäâèãó ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ è
ôëóîðåñöåíöèè (Loew, 1996). Êàê ïðàâèëî, èçìåðÿþò èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, âîçáóæäàåìîé â äâóõ äèàïà-
çîíàõ (ñèíåé è çåëåíîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà). Èõ ñîîòíîøå-
íèå (Fb/Fg) ÿâëÿåòñÿ ìåðîé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íà
äàííîì ó÷àñòêå ìåìáðàíû. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâà-
íèå ýòîãî êðàñèòåëÿ ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü ëîêàëüíûå èçìå-
íåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðåäåëàõ îäíîé êëåòêè.
Ïðîòîïëàñòû ñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå Di-4-ANEPPS
(10 ìêÌ) è ïîñëå îñàæäåíèÿ öåíòðèôóãèðîâàíèåì (250 g)
íåìåäëåííî ìèêðîñêîïèðîâàëè. Ïûëüöåâûå òðóáêè îêðà-
øèâàëè â êàïëå íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå, ñìåøèâàÿ ñóñïåí-
çèþ ïðîðîñøèõ ïûëüöåâûõ çåðåí ñ ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ
(10 ìêÌ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 è íåìåäëåííî ìèêðîñêîïè-
ðîâàëè. Â îïûòàõ ñ äâîéíîé îêðàñêîé ïðîòîïëàñòû ñíà÷à-
ëà îêðàøèâàëè DiÂAC4(3), çàòåì ê ñóñïåíçèè äîáàâëÿëè
ðàñòâîð Di-4-ANEPPS (20 ìêÌ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 1.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è ê î ì ï ü þ ò å ð í û é à í à ë è ç
è ç î á ð à æ å í è ÿ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Axi-
oplan 2 imaging MOT, ñíàáæåííûé ñîîòâåòñòâóþùèìè
ñâåòîôèëüòðàìè, ðòóòíîé ëàìïîé è öèôðîâîé êàìåðîé
AxioCam HRc (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæ-
äàëè â äèàïàçîíå äëèí âîëí 359—371 íì è ðåãèñòðèðîâà-
ëè ïðè äëèíàõ âîëí áîëüøå 397 íì (â ñëó÷àå Calcofluor
White M2R), èëè âîçáóæäàëè â äèàïàçîíå 475—495 íì è
ðåãèñòðèðîâàëè ïðè 515—565 íì (DiÂAC4(3)), ëèáî âîç-
áóæäàëè â ñèíåé (475—495 íì) èëè çåëåíîé (540—
552 íì) îáëàñòè ñïåêòðà, à ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíàõ
âîëí áîëüøå 590 íì (Di-4-ANEPPS). Ïðåïàðàòû ôîòîãðà-
ôèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñêîðîñòíîé àâòîìàòè÷åñêîé
çàñëîíêè, êîòîðàÿ ïîçâîëÿëà îñâåùàòü ïðåïàðàò òîëüêî â
ìîìåíò ñúåìêè è äåëàòü ñåðèè ôîòîãðàôèé ñ çàäàííîé âû-
äåðæêîé. Ïîëó÷åíèå è àíàëèç èçîáðàæåíèÿ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì AxioVision 4.7 (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Âñå îïûòû ïðîâî-
äèëè íå ìåíåå ÷åì â ïÿòè áèîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðíîñòÿõ.
Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îïðåäåëÿëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþ-
äåíòà ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè 0.05 èëè 0.01. Íà ðèñóíêàõ
è â òàáëèöå ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðò-
íûå îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ âûÿâëåíèÿ èçìåíåíèé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
èñïîëüçîâàëè äâà ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëÿ —
Di-4-ANEPPS è DiBAC4(3) (Haugland, 2005). DiBAC4(3)
ðàíåå áûë èñïîëüçîâàí äëÿ èçó÷åíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà è
ïûëüöåâîé òðóáêè òàáàêà (Ìàòâååâà è äð., 2004; Áðåéãèíà
è äð., 2009), Di-4-ANEPPS äëÿ èçó÷åíèÿ ïûëüöû ðàíåå íå
ïðèìåíÿëè. Ïîýòîìó íåîáõîäèìî áûëî â ïðåäâàðèòåëü-
íîì èññëåäîâàíèè îïðåäåëèòü âîçìîæíûå îãðàíè÷åíèÿ
ìåòîäà, îáóñëîâëåííûå îñîáåííîñòÿìè îáúåêòà.

Ïðè îêðàøèâàíèè ïûëüöåâûõ çåðåí Di-4-ANEPPS
áûëî âûÿâëåíî èíòåíñèâíîå íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâà-
íèå êðàñèòåëÿ ñ ãèäðîôîáíûì íàðóæíûì ñëîåì îáîëî÷êè
ïûëüöû — ýêçèíîé (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ýòî ïðåïÿòñò-
âóåò âûÿâëåíèþ ôëóîðåñöåíöèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû è äåëàåò Di-4-ANEPPS íåïðèãîäíûì äëÿ ðàáîòû ñ
íåïðîðîñøèì ïûëüöåâûì çåðíîì. Ïîýòîìó äëÿ îêðàøè-
âàíèÿ èñïîëüçîâàëè ñâåæåâûäåëåííûå ïûëüöåâûå ïðîòî-
ïëàñòû ëèëèè. Ïî ïðîøåñòâèè 1 ñóò îíè óæå èíòåíñèâíî
ðåãåíåðèðîâàëè êëåòî÷íóþ ñòåíêó, êîòîðàÿ â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ âûÿâëÿëàñü â âèäå ïýò÷åé (ðèñ. 1, à, á). Â ïðîòî-
ïëàñòàõ, îêðàøåííûõ Di-4-ANEPPS, ÷åòêî âûÿâëÿëñÿ
êîíòóð êëåòêè (ðèñ. 2, à). Íåïîâðåæäåííûé ïðîòîïëàñò íå
âêëþ÷àë êðàñèòåëü â öèòîïëàçìó ïî êðàéíåé ìåðå íà ïðî-
òÿæåíèè 15 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ êðàñèòåëÿ. Â ïûëüöå-
âîé òðóáêå òàêæå áûë âèäåí ÷åòêèé êîíòóð (ðèñ. 3, à). Îä-
íàêî â àïèêàëüíîé îáëàñòè (íà ïðîòÿæåíèè ïåðâûõ 3 ìêì
ïî äëèíå òðóáêè) êðàñèòåëü ñðàâíèòåëüíî áûñòðî ïîÿâ-
ëÿëñÿ â öèòîïëàçìå. Ïîýòîìó äàííóþ ÷àñòü òðóáêè èñê-
ëþ÷àëè èç ðàññìîòðåíèÿ. Êîíòðîëüíûå ýêñïåðèìåíòû ñ
ïëàçìîëèçîì ïûëüöåâîé òðóáêè ïîêàçàëè (ðèñ. 3, á, â),
÷òî â ïëàçìîëèçèðîâàííîì ðàéîíå âèäíà ÿðêî îêðàøåí-
íàÿ ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, áîêîâûå ñòåíêè ïûëüöåâîé
òðóáêè íå îêðàøåíû, à â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîì ïðîñòðàí-
ñòâå, ðàçäåëÿþùåì ñòåíêó è ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó,
ïîÿâëÿþòñÿ êîìïîíåíòû, ñâÿçûâàþùèå êðàñèòåëü, ïðåä-
ïîëîæèòåëüíî ìåìáðàíû âåçèêóë (Kroh, Knuiman, 1985).
Ýòè äàííûå äåìîíñòðèðóþò ñâÿçûâàíèå êðàñèòåëÿ ñ ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñòåíêà ïûëüöåâîé òðóáêè íå ÿâëÿåòñÿ ïðåïÿòñòâèåì äëÿ
àíàëèçà èçìåíåíèé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà.

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, â êàêîé ìåðå ñîãëàñóþòñÿ
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷àåìûå ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóõ óêàçàí-
íûõ êðàñèòåëåé, èçîëèðîâàííûå ïðîòîïëàñòû îêðàøèâà-
ëè îäíîâðåìåííî DiBAC4(3) è Di-4-ANEPPS. Äëÿ êàæäî-

Èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà 817

Ðèñ. 1. Ïðîòîïëàñò, âûäåëåííûé èç ïûëüöåâîãî çåðíà ëèëèè, ïîñëå 1 ñóò èíêóáàöèè â ñðåäå äëÿ âûäåëåíèÿ ïðîòîïëàñòîâ áåç
ôåðìåíòîâ.

à — â ñâåòëîì ïîëå; á — ôëóîðåñöåíöèÿ, âèäíû ïýò÷è ñòåíî÷íîãî ìàòåðèàëà, îêðàøåííîãî Calcofluor White M2R. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 20 ìêì.



ãî ïðîòîïëàñòà îïðåäåëÿëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè DiBAC4(3) â öèòîïëàçìå è ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè Di-4-ANEPPS, ñâÿçàâøåãîñÿ ñ ìåìáðà-
íîé. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Di-4-ANEPPS ðåãè-
ñòðèðîâàëè ïðè âîçáóæäåíèè â ñèíåé (Fb) è çåëåíîé (Fg)
îáëàñòÿõ ñïåêòðà è ðàññ÷èòûâàëè èõ ñîîòíîøåíèå Fb/Fg
(Montana et al., 1989). Äèàìåòð ïðîòîïëàñòîâ, âûáðàííûõ
äëÿ àíàëèçà, âàðüèðîâàë îò 111 äî 153 ìêì, ðàçëè÷àëèñü
îíè è ïî èíòåíñèâíîñòè èçìåðÿåìîé ôëóîðåñöåíöèè. Ìû
íå âûÿâèëè êîððåëÿöèþ ôëóîðåñöåíöèè ñ äèàìåòðîì ïðî-

òîïëàñòà â óêàçàííûõ ïðåäåëàõ: êîýôôèöèåíò êîððåëÿöè r
äëÿ DiBAC4(3) ñîñòàâëÿë 0.09, à äëÿ Fb/Fg Di-4-ANEPPS
–0.23. Â òî æå âðåìÿ îáíàðóæåíà âûñîêàÿ êîððåëÿöèÿ (r =
= 0.93) ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè DiBAC4(3)
è ñîîòíîøåíèåì Fb/Fg äëÿ Di-4-ANEPPS (ðèñ. 4). Ýòî õî-
ðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû î òîì, ÷òî
ïðè äåïîëÿðèçàöèè â êëåòêå óâåëè÷èâàåòñÿ ñîäåðæàíèå
DiBAC4(3) è âîçðàñòàåò âåëè÷èíà Fb/Fg, à ïðè ãèïåðïîëÿ-
ðèçàöèè ñîîòâåòñòâåííî îáå âåëè÷èíû ñíèæàþòñÿ (Brau-
ner at al., 1984; Zhang et al., 1998).

Äàëüíåéøèé àíàëèç ïðîòîïëàñòîâ, îêðàøåííûõ
Di-4-ANEPPS, âêëþ÷àë â ñåáÿ âèçóàëèçàöèþ è àíàëèç
ðàñïðåäåëåíèÿ íà èõ ïîâåðõíîñòè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèà-
ëà (âåëè÷èíû Fb/Fg). Ñ ýòîé öåëüþ, èñïîëüçóÿ âîçìîæíî-
ñòè ïðîãðàììû AxioVision, ïðîèçâîäèëè ïîïèêñåëüíîå
äåëåíèå îäíîãî èçîáðàæåíèÿ íà äðóãîå. Ïåðâîå èçîáðàæå-
íèå áûëî ïîëó÷åíî ïðè âîçáóæäåíèè ôëóîðåñöåíöèè
â ñèíåé îáëàñòè ñïåêòðà, âòîðîå — â çåëåíîé. Ðåçóëüòàò
äåëåíèÿ èçîáðàæåíèé ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 2, á, à ðåçóëü-
òàò èçìåðåíèé âåëè÷èíû Fb/Fg â ðàçíûõ òî÷êàõ îêðàøåí-
íîé ìåìáðàíû — íà ðèñ. 5. Ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå ýòîé
âåëè÷èíû äîñòèãàëîñü â òî÷êå ïåðåñå÷åíèÿ îñè 1 ñ ïî-
âåðõíîñòüþ ïðîòîïëàñòà (ðèñ. 2, á; 5), ìèíèìàëüíîå — íà
îñè 6. Àíàëîãè÷íûé îáñ÷åò âûáîðêè ïðîòîïëàñòîâ ïî-
êàçàë, ÷òî ìàêñèìàëüíûå è ìèíèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ðàçëè-
÷àþòñÿ â ñðåäíåì â 1.5 ðàçà è îòëè÷àþòñÿ îò çíà÷åíèÿ
Fb/Fg, óñðåäíåííîãî ïî îêðóæíîñòè (P < 0.01). Òåì ñà-
ìûì âûÿâëåíû çîíû ìåìáðàíû, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ ïî
âåëè÷èíå Fb/Fg, ÷òî óêàçûâàåò íà íåðàâíîìåðíîå ðàñïðå-
äåëåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïî ïîâåðõíîñòè ïðîòî-
ïëàñòà.

Âåëè÷èíà ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïðîòîïëàñòà
è ïûëüöåâûõ çåðåí â ìÂ áûëà îïðåäåëåíà ñ ïîìîùüþ
DiBAC4(3). Â æèâûõ ïûëüöåâûõ çåðíàõ ëèëèè (ðèñ. 6, à,
âåðõíÿÿ êëåòêà) âèäíà îêðàøåííàÿ öèòîïëàçìà. Ïî-
ãèáøåå ïûëüöåâîå çåðíî (ðèñ. 6, à, íèæíÿÿ êëåòêà) äåïî-
ëÿðèçîâàíî è èíòåíñèâíî îêðàøåíî, ñõîäíûì îáðàçîì
âûãëÿäÿò ôèêñèðîâàííûå êëåòêè (íå ïîêàçàíî). Èçîëèðî-
âàííûé ïðîòîïëàñò (ðèñ. 6, á) î÷åíü ñëàáî ñâÿçûâàåò êðà-
ñèòåëü. Íà ðèñ. 6, â ïðåäñòàâëåí òîò æå ïðîòîïëàñò, ñíÿ-
òûé â ïðîõîäÿùåì ñâåòå. Ôèêñèðîâàííûé ïðîòîïëàñò,
ïðåäñòàâëåííûé íà ðèñ. 6, ã è ä, ñíÿò ïðè òîé æå ýêñïîçè-
öèè, ÷òî è æèâîé (ðèñ. 6, á), íî ÿðêî îêðàøåí. Ïðîâåäåí-
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Ðèñ. 2. Ïðîòîïëàñò, âûäåëåííûé èç ïûëüöåâîãî çåðíà ëèëèè è îêðàøåííûé Di-4-ANEPPS.

à — âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè â ñèíåé îáëàñòè ñïåêòðà; á — ðåçóëüòàò êîìïüþòåðíîé îïåðàöèè ïîïèêñåëüíîãî äåëåíèÿ ýòîãî èçîáðàæåíèÿ íà äðó-
ãîå, ïîëó÷åííîå ïðè âîçáóæäåíèè ôëóîðåñöåíöèè â çåëåíîé îáëàñòè. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 20 ìêì.

Ðèñ. 3. Ïûëüöåâûå òðóáêè òàáàêà, îêðàøåííûå Di-4-ANEPPS.

à — òðóáêà íàõîäèòñÿ â ñòàíäàðòíîé èçîòîíè÷åñêîé ñðåäå; á, â — òðóáêà â
óñëîâèÿõ ïëàçìîëèçà (0.9 Ì ìàííèò). à, â — â ñâåòå ôëóîðåñöåíöèè; á — â

ñâåòëîì ïîëå. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.



íûå èçìåðåíèÿ è ðàñ÷åòû âûÿâèëè çíà÷èòåëüíóþ ãèïåð-
ïîëÿðèçàöèþ ïðîòîïëàñòîâ ïî îòíîøåíèþ ê ïûëüöåâûì
çåðíàì, èç êîòîðûõ îíè áûëè âûäåëåíû (ñì. òàáëèöó).

Äëÿ èçó÷åíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå àê-
òèâàöèè ïûëüöåâîãî çåðíà íà íà÷àëüíîì ýòàïå ïðîðàñ-
òàíèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà ïûëüöà òàáàêà, êîòîðàÿ ïðîðàñ-
òàåò áûñòðåå, ÷åì ïûëüöà ëèëèè. Ïåðâûå ïûëüöåâûå

òðóáêè ó òàáàêà ïîÿâëÿëèñü ñïóñòÿ 35 ìèí ïîñëå íà÷àëà
ãèäðàòàöèè â æèäêîé ñðåäå in vitro, ó ëèëèè òðóáêè îáíà-
ðóæèâàëèñü â òå÷åíèå 1 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè. Â ïðî-
öåññå àêòèâàöèè ïûëüöû òàáàêà (30 ìèí) ïðîèñõîäèëà ãè-
ïåðïîëÿðèçàöèÿ ïëàçìàëåììû (cì. òàáëèöó), êîòîðàÿ, îä-
íàêî, íå äîñòèãàëà óðîâíÿ, õàðàêòåðíîãî äëÿ ïðîòîïëàñòà.
Îòìåòèì, ÷òî çíà÷åíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà äëÿ

Èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà 819

Ðèñ. 4. Êîððåëÿöèÿ ïîêàçàòåëåé, õàðàêòåðèçóþùèõ âåëè÷èíó
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà îòäåëüíûõ ïðîòîïëàñòîâ ïðè äâóõ

ñïîñîáàõ åãî îïðåäåëåíèÿ.

Â óñëîâèÿõ äâîéíîé îêðàñêè äëÿ êàæäîãî ïðîòîïëàñòà èçìåðÿëè èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) DiBAC4(3), âêëþ÷åííîãî â öèòîïëàçìó, è
ñðåäíåå îòíîøåíèå Fb/Fg ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ñâÿçàâøåé
Di-4-ANEPPS; Fb — ÈÔ, èçìåðåííàÿ â êðàñíîé îáëàñòè ïðè âîçáóæäåíèè

â ñèíåé, Fg — òî æå ïðè âîçáóæäåíèè â çåëåíîé îáëàñòè.

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå âåëè÷èíû îòíîøåíèÿ Fb/Fg ïî îêðóæíî-
ñòè ïðîòîïëàñòà, ïðåäñòàâëåííîãî íà ðèñ. 2.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, âîçáóæäàåìîé â ñèíåé (Fb) è çåëåíîé
(Fg) îáëàñòÿõ ñïåêòðà, èçìåðåíà â 8 ìåñòàõ, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ
ïî îêðóæíîñòè ïðîòîïëàñòà (1—8). Îòíîøåíèå Fb/Fg îòëîæåíî íà ñîîò-

âåòñòâóþùèõ ðàäèàëüíûõ îñÿõ.

Ðèñ. 6. Ïûëüöåâûå çåðíà ëèëèè (à) è âûäåëåííûå èç íèõ ïðîòîïëàñòû (á—ä), îêðàøåííûå DiBAC4(3) âèòàëüíî (à, á) è ïîñëå ôèê-
ñàöèè (ã).

â, ä — òå æå ïðîòîïëàñòû â ñâåòëîì ïîëå. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 20 ìêì.



ïûëüöû òàáàêà è ëèëèè, êîòîðóþ èíêóáèðîâàëè in vitro â
òå÷åíèå 10 ìèí, ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àëèñü: äëÿ òàáàêà îíè
áûëè áîëåå îòðèöàòåëüíûìè (ñì. òàáëèöó).

Äëÿ òîãî ÷òîáû ñîñòàâèòü êàðòèíó ðàñïðåäåëåíèÿ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïûëüöåâîé òðóáêå, èçìåðÿëè
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè åå ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû ïîñëå îêðàøèâàíèÿ Di-4-ANEPPS íà îòðåçêå
3—35 ìêì îò êîí÷èêà òðóáêè. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ
ðàññ÷èòûâàëè ñîîòíîøåíèå Fb/Fg. Íà îòðåçêå 3—20 ìêì
íàáëþäàëè ñíèæåíèå ýòîé âåëè÷èíû ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò
êîí÷èêà ñ ïîñëåäóþùèì âûõîäîì íà ïëàòî (ðèñ. 7), ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè ãðàäèåíòà ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà âäîëü òðóáêè. Ìîæíî áûëî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â åãî ñîçäàíèè ó÷àñòâóåò Í+-ÀÒÔàçà ïëàçìàëåììû.
Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ èçó÷àëè âëèÿíèå íà
ðàñïðåäåëåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ôóçèêîêöèíà
(1 ìêÌ), ñòèìóëèðóþùåãî ðàáîòó Í+-ÀÒÔàçû, è åå èíãè-
áèòîðà îðòîâàíàäàòà (1 ìÌ). Îáà âîçäåéñòâèÿ èçìåíÿëè
ôîðìó êðèâîé (ðèñ. 7). Ôóçèêîêöèí âûçûâàë ãèïåðïîëÿ-
ðèçàöèþ â ðàéîíàõ, áëèçêèõ ê àïåêñó (Ð < 0.05), âàíà-
äàò — äåïîëÿðèçàöèþ â ñóáàïèêàëüíîé ÷àñòè òðóáêè
(Ð < 0.05). Îäíàêî â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðèñóòñòâîâàë ãðàäè-
åíò ïîòåíöèàëà. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ó÷àñòèå ïðî-
òîííîé ïîìïû â ðåãóëÿöèè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â

ïûëüöåâîé òðóáêå. Â òî æå âðåìÿ îíè óêàçûâàþò íà íàëè-
÷èå àëüòåðíàòèâíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ, êîòîðûå
îáåñïå÷èâàþòñÿ ðàáîòîé äðóãèõ èîíòðàíñïîðòèðóþùèõ
ñèñòåì. Ìîæíî áûëî ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå â ýòèõ ïðî-
öåññàõ òðàíñìåìáðàííîãî ïåðåíîñà àíèîíîâ. Èíãèáèðîâà-
íèå àíèîííûõ êàíàëîâ ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîãî áëîêà-
òîðà NPPB (40 ìêÌ) ïîëíîñòüþ ëèêâèäèðîâàëî ãðàäèåíò
ïîòåíöèàëà âäîëü òðóáêè (ðèñ. 7).

Îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ïðî-
ðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà è â ðàñòóùåé òðóáêå â íàñ-
òîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè îïòè÷åñêèìè ìåòîäàìè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì äâóõ êðàñèòåëåé, êîòîðûå øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ
äëÿ îöåíêè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê æèâîò-
íûõ, — DiÂAC4(3) è Di-4-ANEPPS (Ãàìàëåé è äð., 1998;
Gamaley et al., 1998; Johnson, 1998). Â äîñòóïíîé ëèòåðà-
òóðå äàííûå îá èñïîëüçîâàíèè Di-4-ANEPPS äëÿ èçó÷å-
íèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê î÷åíü
íåìíîãî÷èñëåííû. Âèçóàëüíûé àíàëèç ïûëüöåâûõ çåðåí,
âûäåëåííûõ èç íèõ ïðîòîïëàñòîâ è ïûëüöåâûõ òðóáîê,
îêðàøåííûõ ýòèì êðàñèòåëåì (ðèñ. 2, 3), ïîêàçàë, ÷òî êëå-
òî÷íàÿ ñòåíêà ïûëüöåâîé òðóáêè íå ÿâëÿåòñÿ ïðåïÿòñòâè-
åì äëÿ îêðàøèâàíèÿ ïëàçìàëåììû. Ïîñêîëüêó ñòåíêà
òðóáêè ïî ñâîèì ñâîéñòâàì ñõîäíà ñ ïåðâè÷íîé ñòåíêîé
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äàííûé
êðàñèòåëü ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â èññëåäîâàíèÿõ êëå-
òîê ðàñòåíèé, èñêëþ÷àÿ òå ñëó÷àè, êîãäà íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ ïðèñóòñòâóþò ëèïîôèëü-
íûå ñîåäèíåíèÿ, ñïîñîáíûå íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàòü
êðàñèòåëü, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî äåëàåò ñïîðîïîëëåíèí
ýêçèíû. Âòîðûì âîçìîæíûì îãðàíè÷åíèåì äëÿ èñïîëüçî-
âàíèÿ Di-4-ANEPPS ÿâëÿåòñÿ åãî èíòåðíàëèçàöèÿ â öèòî-
ïëàçìó, êàê ýòî ïðîèñõîäèò, íàïðèìåð, â êîí÷èêå ïûëüöå-
âîé òðóáêè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî òðóáêà — ýòî îäèí èç
íàèáîëåå áûñòðî ðàñòóùèõ ðàñòèòåëüíûõ îáúåêòîâ, è åå
êîí÷èê îòëè÷àåòñÿ íåîáû÷íî âûñîêîé èíòåíñèâíîñòüþ
ýíäîöèòîçà (Cheung, Wu, 2008).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåäëåííîãî êðàñèòåëÿ DiBAC4(3)
íàì óäàëîñü âûÿâèòü èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
â ïðîöåññå àêòèâàöèè ïûëüöåâîãî çåðíà (ñì. òàáëèöó). Ãè-
ïåðïîëÿðèçàöèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû õîðîøî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè îá èíòåíñèôèêàöèè äûõàíèÿ è ñäâè-
ãå âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ (Ìàòâååâà è äð., 2002), à òàêæå
ñ ïðåäñòàâëåíèÿìè îá èíòåíñèôèêàöèè áèîñèíòåòè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ è òðàíñïîðòà ìåòàáîëèòîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ìåìáðàíó â ýòîò ïåðèîä (Heslop-Harrison, 1987). Áî-
ëåå íèçêèé ïî àáñîëþòíîé âåëè÷èíå ïîòåíöèàë ïûëü-
öåâîãî çåðíà ó ëèëèè ïî ñðàâíåíèþ ñ òàáàêîì ìîæíî îáú-
ÿñíèòü áîëüøåé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ ó íåå ïåðèîäà
àêòèâàöèè. Çíà÷åíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà, ïîëó÷åí-
íûå íàìè äëÿ ïðîòîïëàñòà ëèëèè (ñì. òàáëèöó), õîðîøî
ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ìèêðîýëåêòðîäíûõ èññëåäîâàíèé
ýòîãî îáúåêòà (Dutta, Robinson, 2004). Ãèïåðïîëÿðèçàöèÿ
ïëàçìàëåììû èçîëèðîâàííîãî ïðîòîïëàñòà ïî îòíîøå-
íèþ ê ïûëüöåâîìó çåðíó (ðèñ. 6; ñì. òàáëèöó) — âïîëíå
îæèäàåìûé ôàêò, ïîñêîëüêó ïðîòîïëàñò èíòåíñèâíî ñèí-
òåçèðóåò êëåòî÷íóþ ñòåíêó, êîòîðàÿ âíà÷àëå ìîæåò îò-
êëàäûâàòüñÿ â âèäå ïýò÷åé (ðèñ. 1). Â îòñóòñòâèå ôåðìåí-
òîâ òàêèå ïýò÷è âûÿâëÿþòñÿ â ïûëüöåâûõ ïðîòîïëàñòàõ
ëèëèè óæå ÷åðåç 1—2 ÷ èíêóáàöèè (Zhao et al., 2004). Â òî
æå âðåìÿ âåëè÷èíû ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïûëüöåâîãî
çåðíà ëèëèè, èçìåðåííûå îïòè÷åñêèì ìåòîäîì (–23 ìÂ;
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Âåëè÷èíà ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïðîòîïëàñòîâ
è ïûëüöåâûõ çåðåí (ÏÇ), îïðåäåëåííàÿ ñ ïîìîùüþ

ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî êðàñèòåëÿ DiBAC4(3)

Îáúåêò Ïîòåíöèàë, ìÂ

Ïðîòîïëàñò ëèëèè, âûäåëåííûé èç ÏÇ –108.0 � 3.0

ÏÇ ëèëèè, ãèäðàòèðîâàííîå (10 ìèí) –23.0 � 1.0

ÏÇ òàáàêà, ãèäðàòèðîâàííîå (10 ìèí) –37.0 � 1.5

ÏÇ òàáàêà, àêòèâèðîâàííîå (30 ìèí) –45.0 � 1.9

Ðèñ. 7. Ïðîäîëüíûé ãðàäèåíò ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïûëü-
öåâîé òðóáêå òàáàêà, âûÿâëÿåìûé ïî èçìåíåíèþ îòíîøåíèÿ
Fb/Fg â êîíòðîëå (1) è ïðè äåéñòâèè 1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ

(2), 1 ìêÌ ôóçèêîêöèíà (3) èëè 40 ìêÌ NPPB (4).

Îáúÿñíåíèÿ Fb è Fg ñì. â ïîäïèñè ê ðèñ. 4.



ñì. òàáëèöó) è ñ ïîìîùüþ ìèêðîýëåêòðîäîâ (îò –90 äî
–150 ìÂ) (Obermeyer, Blatt, 1995; Weisenseel, Wenisch,
1980), ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â ýêñïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîýëåêòðîäîâ
ïûëüöåâîå çåðíî ðåàãèðîâàëî íà ìåõàíè÷åñêèå âîçäåéñò-
âèÿ è (èëè) ïðîäîëæèòåëüíóþ èíêóáàöèþ â ïèòàòåëüíîé
ñðåäå. Èñêëþ÷åíèå èç ýòîé ñðåäû áîðàòà ñ öåëüþ îñòàíîâ-
êè ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöû (Obermeyer, Blatt, 1995), âîçìîæ-
íî, íå ïðåïÿòñòâîâàëî àêòèâàöèè ïûëüöåâîãî çåðíà.

Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç
îêðàøåííûõ ïðîòîïëàñòîâ âûÿâèë êîððåëÿöèþ ìåæäó èõ
ñïîñîáíîñòüþ âêëþ÷àòü â öèòîïëàçìó DiBAC4(3) è âåëè-
÷èíîé ñîîòíîøåíèÿ Fb/Fg (ðèñ. 4).

Èñïîëüçîâàíèå Di-4-ANEPPS ïîçâîëèëî âûÿâèòü íå-
îäíîðîäíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïî
ïîâåðõíîñòè ïûëüöåâîãî ïðîòîïëàñòà è ïûëüöåâîé òðóá-
êè (ðèñ. 2, 3, 5, 7). Â ïðîòîïëàñòå îáíàðóæåíî ïîëÿðíîå
ðàñïðåäåëåíèå ïîòåíöèàëà (ðèñ. 2, 5). Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ýòî êàêèì-òî îáðàçîì ñâÿçàíî ñ ëîêàëèçàöèåé
áóäóùåãî ñòåíî÷íîãî ïýò÷à (ðèñ. 1), îäíàêî äàííûé ôåíî-
ìåí íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøåì èçó÷åíèè. Ðàíåå ñ ïîìîùüþ
ýòîãî æå êðàñèòåëÿ íàáëþäàëè ïîëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå
ïîòåíöèàëà íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè íåéðîáëàñòîìû, ïîìå-
ùåííîé â ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå (Gross et al., 1986). Â áîëåå
ïîçäíåé ðàáîòå óñòàíîâëåíà ïðîñòðàíñòâåííàÿ è âðå-
ìåíí *àÿ êîððåëÿöèÿ ïðîöåññîâ ìîðôîãåíåçà, èíäóöèðî-
âàííîãî ïîëåì, ñ ëîêàëüíûì âêëþ÷åíèåì â êëåòêè íåé-
ðîáëàñòîìû êàëüöèÿ â ìåñòå äåïîëÿðèçàöèè ìåìáðàíû
(Bedlack et al., 1992). Íåîäíîðîäíîñòü â ðàñïðåäåëåíèè
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íåéðî-
áëàñòîìû áûëà ïîêàçàíà òàêæå â èññëåäîâàíèè, âêëþ÷àâ-
øåì â ñåáÿ êàê ìèêðîýëåêòðîäíûå, òàê è îïòè÷åñêèå ìå-
òîäû ñ èñïîëüçîâàíèåì êðàñèòåëÿ Di-8-ANEPPS, ïîäîá-
íîãî Di-4-ANEPPS (Zhang et al., 1998).

Â ïûëüöåâîé òðóáêå òàáàêà â äèàïàçîíå ðàññòîÿíèé
3—20 ìêì îò êîí÷èêà îáíàðóæåíî ïîñòåïåííîå óâåëè÷å-
íèå àáñîëþòíîé âåëè÷èíû ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïî
ìåðå óäàëåíèÿ îò êîí÷èêà (ðèñ. 7). Òåì ñàìûì ïîäòâåðæ-
äåíî âûñêàçàííîå ðàíåå (Robinson, Messerli, 2003) ïðåä-
ïîëîæåíèå î íàëè÷èè ãðàäèåíòà ïîòåíöèàëà â ïûëüöåâîé
òðóáêå, êîòîðîå íå óäàâàëîñü ïðîâåðèòü ýêñïåðèìåíòàëü-
íî èç-çà îãðàíè÷åíèé ìèêðîýëåêòðîäíûõ ìåòîäîâ. Çîíà
ðàñïîëîæåíèÿ ãðàäèåíòà ïîòåíöèàëà ïðèìåðíî ñîîòâåòñò-
âóåò òîé îáëàñòè, â êîòîðîé, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ïðî-
èñõîäèò âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè âûõîäà èç òðóáêè
ïðîòîíîâ (Certal et al., 2008). Ïîýòîìó ìîæíî áûëî îæè-
äàòü, ÷òî ãðàäèåíò ïîòåíöèàëà â îñíîâíîì îáóñëîâëåí íå-
ðàâíîìåðíîé àêòèâíîñòüþ Í+-ÀÒÔàçû. Àêòèâàöèÿ èëè
ïîäàâëåíèå ðàáîòû ýòîãî ôåðìåíòà ôóçèêîêöèíîì èëè âà-
íàäàòîì âëèÿëè íà ðàñïðåäåëåíèå ïîòåíöèàëà, âûçûâàÿ
ëîêàëüíóþ ãèïåð- èëè äåïîëÿðèçàöèþ ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 7). Íî ýòè âîçäåéñòâèÿ íå ñíèìàëè ãðàäèåíòà. Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî âàæíóþ ðîëü â åãî ïîääåðæàíèè èãðàþò
äðóãèå èîíòðàíñïîðòèðóþùèå ñèñòåìû ïëàçìàëåììû.
Ïðåäñòàâëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì ïðîâåðèòü ó÷àñòèå â
ýòîì ïðîöåññå àíèîííûõ êàíàëîâ, ïîñêîëüêó ðàíåå ìû îá-
íàðóæèëè, ÷òî áëîê òðàíñìåìáðàííîãî âûõîäà Cl– ñóùå-
ñòâåííî âëèÿåò íà âåëè÷èíó ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
ïûëüöåâîãî çåðíà è òðóáêè, à òàêæå íà ïðîðàñòàíèå ïûëü-
öåâîãî çåðíà è ðîñò òðóáêè (Ìàòâååâà è äð., 2003; Áðåéãè-
íà è äð., 2009). Ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì NPPB,
ñïåöèôè÷íîãî áëîêàòîðà àíèîííûõ êàíàëîâ (Roberts,
2006), ïîêàçàëè, ÷òî èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè ýòèõ êà-
íàëîâ ïîëíîñòüþ ñíèìàåò ãðàäèåíò ïîòåíöèàëà (ðèñ. 7).
Òàêèì îáðàçîì, àíèîííûå êàíàëû âûñòóïàþò â êà÷åñòâå

êëþ÷åâîãî ôàêòîðà ïîääåðæàíèÿ ãðàäèåíòà ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà â ïûëüöåâîé òðóáêå. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî íà-
ðóøåíèå ãðàäèåíòà ïîòåíöèàëà ïîä äåéñòâèåì NPPB
(ðèñ. 7) ñî÷åòàåòñÿ ñ íàðóøåíèåì êîìïàðòìåíòàëèçàöèè
öèòîïëàçìû (Áðåéãèíà è äð., 2009), êîòîðàÿ ëåæèò â îñíî-
âå ïîëÿðíîãî ðîñòà (Cheung, Wu, 2007). Îäíàêî íóæíû
äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ïðè÷èí-
íî-ñëåäñòâåííûõ ñâÿçåé ìåæäó ýòèìè ÿâëåíèÿìè è âûÿñ-
íåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîáûòèé, èòîãîì êîòîðîé ÿâ-
ëÿåòñÿ îñòàíîâêà ðîñòà.

Èñïîëüçîâàíèå îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ àíàëèçà èçìåíå-
íèé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîçâî-
ëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî àêòèâàöèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà (ïðè
ïîäãîòîâêå ê ïðîðàñòàíèþ èëè ïîñëå óäàëåíèÿ êëåòî÷íîé
ñòåíêè) ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèïåðïîëÿðèçàöèåé ïëàçìàëåì-
ìû. Íàðÿäó ñ ýòèì âûÿâëåíî ïîëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå âå-
ëè÷èíû ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íà ïîâåðõíîñòè ïûëüöå-
âîãî ïðîòîïëàñòà è òðóáêè. Òåì ñàìûì äîïîëíåíû äàí-
íûå ìèêðîýëåêòðîäíûõ èññëåäîâàíèé î íåîäíîðîäíîì
ðàñïðåäåëåíèè òðàíñìåìáðàííûõ èîííûõ òîêîâ è ïîä-
òâåðæäåíû ïðåäñòàâëåíèÿ î áèîýëåêòðè÷åñêîé ðåãóëÿöèè
ïðîðàñòàíèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà è ðîñòà òðóáêè (Holda-
way-Clarke, Hepler, 2003; Hepler et al., 2006; Michard et al.,
2009). Â òî æå âðåìÿ ìû ïîêàçàëè, ÷òî àíèîííûå êàíàëû
èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãðàäèåíòà ìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà â ðàñòóùåé òðóáêå. Ýòî õîðîøî ñîãëàñó-
åòñÿ ñ äàííûìè î ñóùåñòâîâàíèè â íåé ëîêàëüíûõ âõîä-
íûõ è âûõîäíûõ ïîòîêîâ Cl– (Zonia et al., 2002). Îäíàêî
ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, ôóíêöèè ýòèõ ïîòîêîâ íå îãðà-
íè÷èâàþòñÿ ðåãóëÿöèåé êëåòî÷íîãî îáúåìà (Zonia et al.,
2002), íà ïåðâûé ïëàí âûõîäèò ó÷àñòèå Cl– â ðåãóëÿöèè
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà.

Ñîïîñòàâëåíèå ïðîðàñòàþùåãî ïûëüöåâîãî çåðíà ñ
äðóãèìè îáúåêòàìè èññëåäîâàíèé èîííîé ðåãóëÿöèè ðîñ-
òà è ðàçâèòèÿ êëåòîê ïîçâîëÿåò âûÿâèòü íåêîòîðûå îáùèå
çàêîíîìåðíîñòè. Ïðèìåðû ãèïåðïîëÿðèçàöèè ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû â ïðîöåññå êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè è ìîðôîãåíåçà ìîæíî íàéòè â èññëåäîâàíèÿõ êàê ðàñ-
òèòåëüíûõ (Kropf, 1992), òàê è æèâîòíûõ (Zhang et al.,
1998) êëåòîê. Íåäàâíî íà ïðèìåðå ñòâîëîâûõ êëåòîê áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ãèïåðïîëÿðèçàöèÿ ïëàçìàëåììû ïðåä-
øåñòâóåò êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêå è çàïóñêàåò åå
(Sundelacruz et al., 2008). Íåîäíîðîäíîñòü â ðàñïðåäåëå-
íèè òðàíñìåìáðàííûõ èîííûõ òîêîâ, íàëè÷èå âíóòðèêëå-
òî÷íûõ èîííûõ ãðàäèåíòîâ è èõ ñâÿçü ñ ìîðôîãåíåçîì ê
êîíöó 1980-õ ãîäîâ áûëè ïîêàçàíû äëÿ ñàìûõ ðàçíûõ êëå-
òîê, âêëþ÷àÿ ðàñòóùèå ãèôû ãðèáîâ, îîöèòû ëÿãóøåê è
ðûá, ÿéöåêëåòêè áóðûõ âîäîðîñëåé è äðîçîôèëû è äð.
(Nuccitelli, 1988). Îäíàêî ëèøü äëÿ íåêîòîðûõ îáúåêòîâ, â
÷èñëå êîòîðûõ êëåòêè íåéðîáëàñòîìû è ÿéöåêëåòêà äðî-
çîôèëû, óäàëîñü âûÿâèòü ïîëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå ìåìá-
ðàííîãî ïîòåíöèàëà (Zhang et al., 1998; Robinson, Messerli,
2003). Íàøè äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè ïîòåíöèàëà íà ïî-
âåðõíîñòè ïðîòîïëàñòà äîïîëíÿþò ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åí-
íûå íà äðóãèõ îáúåêòàõ ñ öåíòðàëüíîé ñèììåòðèåé, â òî
âðåìÿ êàê îáíàðóæåíèå ïðîäîëüíîãî ãðàäèåíòà ïîòåíöè-
àëà â ïûëüöåâîé òðóáêå âñêðûâàåò îñîáåííîñòè èîííîé
ðåãóëÿöèè ïðîòÿæåííûõ îáúåêòîâ â óñëîâèÿõ ïîëÿðíîãî
ðîñòà.
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MEMBRANE POTENTIAL CHANGES DURING POLLEN GERMINATION AND TUBE GROWTH
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We applied quantitative fluorescent microscopy to study membrane potential alterations during pollen ger-
mination and in growing pollen tube. Two voltage-sensitive dyes were applied: DiBAC4(3) was used to detect
average membrane potential values in pollen grains and isolated protoplasts; Di-4-ANEPPS gave an option of
membrane potential mapping on pollen protoplast and pollen tube surfaces. We have found out that tobacco pol-
len grain activation is accompanied by hyperpolarization of the vegetative cell plasma membrane by about
8 mV. Lily pollen protoplasts were significantly hyperpolarized (–108 mV) with respect to the pollen grains
(–23 mV) from which they were isolated. We found polar distribution of the membrane potential along the pro-
toplast surface, and longitudinal potential gradient along the pollen tube. In the presence of plasma membrane
Í+-ATPase inhibitor, sodium orthovanadate (1 mM) or its activator fusicoccin (1 mM), the longitudinal voltage
gradient altered but did not disappear. Anion channel blocker, NPPB (40 mÌ), fully discarded the gradient in
pollen tubes. Obtained results give evidence of the plasma membrane hyperpolarization during pollen germina-
tion and uneven potential distribution on pollen grain and tube surfaces. Inhibitory analysis showed involvement
of the plasma membrane Í+-ATPase and anion channels in membrane potential regulation.

K e y w o r d s: membrane potential, pollen germination, polar growth.
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