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Íàêîïëåíèå ýêçîãåííîãî çåàòèíà â êëåòêàõ êîðíåé ðàñòåíèé ïøåíèöû

Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè îáðàáîòêå ðàñòåíèé ïøåíèöû ýêçîãåííûì çåàòèíîì êîíöåíòðàöèÿ öèòîêèíè-
íîâ â êñèëåìíîì ñîêå ÷åðåç 1 ñóò áûëà â 5 ðàç íèæå, ÷åì â ïèòàòåëüíîì ðàñòâîðå. Öèòîêèíèíû â îñíîâ-
íîì íàêàïëèâàëèñü â êîðíÿõ è â ìåíüøåé ñòåïåíè â ïîáåãå. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâà-
íèè áàðüåðà íà ïóòè öèòîêèíèíîâ èç ïèòàòåëüíîãî ðàñòâîðà â ïîáåãè ðàñòåíèé. Èñïîëüçîâàíèå ñóäàíà,
ïîçâîëÿþùåãî âûÿâèòü ïðèñóòñòâèå ëèãíèíà è ñóáåðèíà â îáëàñòè öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà, ïîêàçàëî
óâåëè÷åíèå èõ îòëîæåíèÿ ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò êîí÷èêà êîðíÿ. Ïàðàëëåëüíî áûëî âûÿâëåíî ñíèæåíèå
óðîâíÿ èììóíîãèñòîëîãè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ êîðíÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ
àíòèòåë ê öèòîêèíèíàì è âòîðûõ àíòèòåë, ìå÷åííûõ êîëëîèäíûì çîëîòîì. Âìåñòå ñ òåì ýêçîãåííûå öè-
òîêèíèíû íàêàïëèâàëèñü â öåíòðàëüíîì öèëèíäðå êîðíÿ, ÷òî ïðîòèâîðå÷èò ãèïîòåçå î òîì, ÷òî ïîÿñêè
Êàñïàðè â ýíäîäåðìå ÿâëÿþòñÿ åäèíñòâåííûì áàðüåðîì äëÿ òðàíñïîðòà öèòîêèíèíîâ â ïîáåã. Âûñîêèé
óðîâåíü èììóíîãèñòîëîãè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ïàðåíõèìíûõ êëåòîê, îêðóæàþùèõ ñîñóäû öåíòðàëüíî-
ãî öèëèíäðà, ñâèäåòåëüñòâóåò î íàêîïëåíèè öèòîêèíèíîâ â ýòèõ êëåòêàõ è ñóùåñòâîâàíèè ìåõàíèçìà,
îãðàíè÷èâàþùåãî çàãðóçêó äàííûõ ãîðìîíîâ â êñèëåìó. Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíàÿ ðîëü ïåðåíîñ÷èêîâ öè-
òîêèíèíîâ â ýòîì ïðîöåññå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Triticum durum Desf., çåàòèí, èììóíîëîêàëèçàöèÿ, êîðà, ýíäîäåðìà, ïåðèöèêë,
öåíòðàëüíûé öèëèíäð.

Ôèòîãîðìîíû îñóùåñòâëÿþò ðåãóëÿöèþ êëþ÷åâûõ
ïðîöåññîâ â æèçíè ðàñòåíèé. Ãëàâíûì ôàêòîðîì â äåéñò-
âèè ãîðìîíîâ ÿâëÿåòñÿ èõ êîíöåíòðàöèÿ, êîòîðàÿ çàâèñèò
îò ïðîöåññîâ ñèíòåçà, ðàñïàäà è òðàíñïîðòà. Èç îñíîâíûõ
êëàññîâ ãîðìîíîâ ëó÷øå âñåãî èçó÷åí òðàíñïîðò àóêñè-
íîâ. Äëÿ ýòèõ ãîðìîíîâ èäåíòèôèöèðîâàíû ìåìáðàííûå
ïåðåíîñ÷èêè, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò ïîòîêè àóêñèíîâ
âíóòðü êëåòêè è íàðóæó, è ðàñøèôðîâàíû êîäèðóþùèå
èõ ãåíû (Friml et al., 2002; Swarup et al., 2004). Ïîêàçàíî,
÷òî àñèììåòðè÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ àóêñèíîâ
îáåñïå÷èâàåò íàêîïëåíèå ýòèõ ãîðìîíîâ â îïðåäåëåííûõ
êëåòêàõ (Vieten et al., 2007; Ïîæâàíîâ, Ìåäâåäåâ, 2008).
Äëÿ òàêèõ âàæíûõ ôèòîãîðìîíîâ, êàê öèòîêèíèíû, ìåìá-
ðàííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ íå áûëî îáíàðóæåíî äî ïîñëåäíåãî
âðåìåíè. Ïîýòîìó ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íàêîïëåíèå ýòèõ
ãîðìîíîâ â îïðåäåëåííûõ êëåòêàõ ñâÿçàíî ñ èõ ïîâûøåí-
íûì ñèíòåçîì (Zhao, 2008). ×òî êàñàåòñÿ òðàíñïîðòà öè-
òîêèíèíîâ, òî, ïîñêîëüêó îñíîâíûì ìåñòîì ñèíòåçà öèòî-
êèíèíîâ ñ÷èòàëèñü êîðíè (Êóëàåâà, 1962; Henson, Ware-
ing, 1976; Sakakibara, 2006), åãî èçó÷åíèå ñâîäèëîñü ê
îïðåäåëåíèþ êîíöåíòðàöèè öèòîêèíèíîâ â êñèëåìíîì
ñîêå. Áûëî îáíàðóæåíî ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè öèòîêè-
íèíîâ ïðè ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ, ÷òî îáú-
ÿñíÿëè ñíèæåíèåì ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êîðíåé â
ýòèõ óñëîâèÿõ (Hare et al., 1997). Îòêðûòèå ïåðåíîñ÷èêîâ
öèòîêèíèíîâ (êàê ñâîáîäíîãî çåàòèíà, òàê è åãî ðèáîçè-
ëèðîâàííîé ôîðìû) ïîçâîëèëî ïî-èíîìó îòíåñòèñü ê ïðî-
öåññó òðàíñïîðòà öèòîêèíèíîâ è ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàñ-
òåíèÿ ñïîñîáíû êîíòðîëèðîâàòü ýòîò ïðîöåññ ïîäîáíî

òîìó, êàê îíè êîíòðîëèðóþò òðàíñïîðò àóêñèíîâ (Gillis-
sen et al., 2000; Hirose et al., 2005). Îäíàêî ìåõàíèçì ðåãó-
ëÿöèè òðàíñïîðòà öèòîêèíèíîâ âñå åùå îñòàåòñÿ ñëàáî
èçó÷åííûì âîïðîñîì. Öåëü íàøåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â âû-
ÿâëåíèè ñïîñîáíîñòè ðàñòåíèé ðåãóëèðîâàòü òðàíñïîðò
öèòîêèíèíîâ èç êîðíåé â ïîáåãè. Ïðè ýòîì èçó÷àëîñü çíà-
÷åíèå ðàäèàëüíîãî òðàíñïîðòà è ðàñïðåäåëåíèÿ öèòî-
êèíèíîâ ìåæäó êëåòêàìè êîðíÿ â êîíòðîëèðîâàíèè èõ ýê-
ñïîðòà â ïîáåã. Îáðàáîòêà ðàñòåíèé ýêçîãåííûì öèòî-
êèíèíîì ïîçâîëèëà ïî ðàçëè÷èÿì â êîëè÷åñòâåííîì
ñîäåðæàíèè ãîðìîíà è èììóííîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòîê â
ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì (íåîáðàáîòàííûìè ðàñòåíèÿìè)
ñóäèòü î ðîëè ïðîöåññîâ òðàíñïîðòà, à íå ñèíòåçà â ðåãó-
ëÿöèè íàêîïëåíèÿ è ðàñïðåäåëåíèÿ ýêçîãåííîãî ãîðìîíà.
Ïîñêîëüêó ïðè èçó÷åíèè ðàäèàëüíîãî òðàíñïîðòà àáñöè-
çîâîé êèñëîòû áûëà âûÿâëåíà åãî çàâèñèìîñòü îò ôîðìè-
ðîâàíèÿ ïîÿñêîâ Êàñïàðè (Schraut et al., 2004), ìû ïðîâå-
ëè ãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êîðíåé äëÿ âûÿâëåíèÿ
îòëîæåíèÿ ëèãíèíà è ñóáåðèíà â îáëàñòè ýíäîäåðìû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà 8-ñóòî÷íûõ ðàñòåíèÿõ
òâåðäîé ïøåíèöû Triticum durum Desf. ñîðòà Áåçåí÷óê-
ñêàÿ 139 â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âíåñå-
íèÿ â ïðèêîðíåâóþ ñðåäó ýêçîãåííîãî çåàòèíà.

Ïðåäâàðèòåëüíî ðàñòåíèÿ ïðîðàùèâàëè íà âîäîïðî-
âîäíîé âîäå â òåìíîòå â òå÷åíèå 2 ñóò. Íà 3-è ñóò ðàñòå-
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íèÿ ïîìåùàëè íà ñâåòîïëîùàäêó ñ îñâåùåííîñòüþ
90 Âò/ì2, ñ 14-÷àñîâûì ñâåòîâûì ïåðèîäîì è òåìïå-
ðàòóðîé 24—26 °Ñ äíåì è 19 °Ñ íî÷üþ. Çà 1 ñóò äî íà÷à-
ëà âîçäåéñòâèÿ ðàñòåíèÿ ïøåíèöû ïîìåùàëè íà
100%-íûé ðàñòâîð Õîãëàíäà—Àðíîíà. Äëÿ ââåäåíèÿ ýê-
çîãåííîãî çåàòèíà 7-ñóòî÷íûå ðàñòåíèÿ ïøåíèöû ïåðåíî-
ñèëè íà 100%-íóþ ñðåäó Õîãëàíäà—Àðíîíà, ñîäåðæà-
ùóþ çåàòèí â êîíöåíòðàöèè 0.1 ìã/ë (10 ðàñòåíèé íà
100 ìë ðàñòâîðà). Äàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ áûëà âûáðàíà êàê
íå îêàçûâàþùàÿ èíãèáèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà ðîñò ðàñòå-
íèé, íàáëþäàåìîãî ïðè îáðàáîòêå ðàñòåíèé áîëåå âûñî-
êèìè êîíöåíòðàöèÿìè ãîðìîíà. Êîíòðîëåì ñëóæèëè íå-
îáðàáîòàííûå ðàñòåíèÿ.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ ç å à ò è í à ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, èñïîëüçóÿ
òåñò-ñèñòåìû äëÿ îïðåäåëåíèÿ öèòîêèíèíîâ ñ ñîîòâåòñò-
âóþùèì ñòàíäàðòîì. Ðàñòèòåëüíûé ìàòåðèàë (ïîáåãè è
êîðíè, ïî 10 ðàñòåíèé íà 1 áèîëîãè÷åñêèé ïîâòîð) ãîìî-
ãåíèçèðîâàëè è ýêñòðàãèðîâàëè 80%-íûì ýòàíîëîì.
Ñïèðòîâûé ýêñòðàêò îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è
óïàðèâàëè äî âîäíîãî îñòàòêà. Ïîñëå óïàðèâàíèÿ ýòàíîëà
öèòîêèíèíû êîíöåíòðèðîâàëè íà êàðòðèäæå Ñ18
(Bond-Elut, RP-C18; Varian Ltd., Walton-on-Thames, Àíã-
ëèÿ). Ðàçäåëåíèå öèòîêèíèíîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè â ñìåñè í-áóòàíîë : àììè-
àê : âîäà â ñîîòíîøåíèè 6 : 1 : 2 ñîîòâåòñòâåííî. Çîíà âû-
õîäà çåàòèíà ñîîòâåòñòâîâàëà Rf 0.6—0.7. Ìàòåðèàë èç
çîíû âûõîäà ãîðìîíà ýëþèðîâàëè 0.1 Ì ôîñôàòíûì áó-
ôåðîì, pH 7.4, â òå÷åíèå 16 ÷ è âíîñèëè â ëóíêè ìèêðî-
ïëàíøåòà â íåñêîëüêèõ ðàçâåäåíèÿõ äëÿ ïîñëåäóþùåãî
èììóíîàíàëèçà.

È ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û é à í à ë è ç ïðîâîäèëè â ëóí-
êàõ ïîëèñòèðîëîâîãî ïëàíøåòà (Castar, ÑØÀ). Íà ïåðâîì
ýòàïå êîíúþãàò ãîðìîíà ñ áåëêîì ñîðáèðîâàëè íà òâåðäîé
ôàçå (ïîëèñòèðîë) è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè
37 °Ñ. Ïîñëå 3-êðàòíîé ïðîìûâêè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñò-
âîðîì, ñîäåðæàùèì 0.05 % ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîãî âåùå-
ñòâà Tween-20, ðÍ 6.8—7.0 (ÔÒ), â ëóíêè âíîñèëè êðî-
ëè÷üþ àíòèñûâîðîòêó ê ãîðìîíó (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà
ïðîô. Ñ. Þ. Âåñåëîâûì, Áàøêèðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, Óôà) âìåñòå ñ ðàñòâîðîì ñòàíäàðòà ãîðìîíà
(Sigma, Ãåðìàíèÿ) èëè ðàñòèòåëüíûì ýêñòðàêòîì. Èíêóáè-
ðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì ïðîìûâàëè ëóíêè
ðàñòâîðîì ÔÒ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ñûâîðîòêè,
ïðîðåàãèðîâàâøåé ñ ñîðáèðîâàííûìè â ëóíêàõ áåëêîâû-
ìè êîíúþãàòàìè ãîðìîíîâ, èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàò àíòè-
êðîëè÷üèõ áàðàíüèõ àíòèòåë, ìå÷åííûõ ïåðîêñèäàçîé
(ÍÈÈÝÌ, Ðîññèÿ). Ðàçâåäåíèÿ àíòèñûâîðîòêè è ìå÷åííûõ
ïåðîêñèäàçîé àíòèòåë ãîòîâèëè íà ðàñòâîðå ÔÒ, ñîäåðæà-
ùåì 0.4 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÔÒÁ).
Ïëàíøåòû ñ ýòèì ïðåïàðàòîì èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ,
ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè ïðîìûâàëè ÔÒ. Êîëè÷åñòâî
èììóíîñîðáèðîâàííûõ àíòèòåë îïðåäåëÿëè ïî öâåòíîé
ðåàêöèè ñóáñòðàòà (0.4 ìã/ìë îðòîôåíèëåíäèàìèíà â
0.06 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, pH 5.0, ñîäåðæàùåì 0.006 %
ïåðåêèñè âîäîðîäà). Öâåòíàÿ ðåàêöèÿ ðàçâèâàëàñü â òå÷å-
íèå 15—30 ìèí, çàòåì åå îñòàíàâëèâàëè 4 í. ñåðíîé êèñ-
ëîòîé. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè íà ôîòîìåòðå Ti-
tertek-Uniskan (Eflab, Ôèíëÿíäèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 492 íì.

Ä ë ÿ ñ á î ð à ê ñ è ë å ì í î ã î ý ê ñ ñ ó ä à ò à îñòðûì
ëåçâèåì ðàçðåçàëè ïîáåã íà ðàññòîÿíèè ïðèìåðíî 1 ñì îò
îñíîâàíèÿ êîðíÿ è ÷àñòè ðàñòåíèÿ ñîåäèíÿëè ìåæäó ñî-
áîé ñ ïîìîùüþ ñèëèêîíîâîé òðóáî÷êè. Âñå îïåðàöèè
ïðîâîäèëè ïîä âîäîé. Îáúåì ñèëèêîíîâîé òðóáî÷êè ñî-
ñòàâëÿë 15—20 ìêë. Ïî ïðåäâàðèòåëüíîìó èçìåðåíèþ

ñêîðîñòè òðàíñïèðàöèè ðàñòåíèé ïøåíèöû ðàññ÷èòûâàëè
âðåìÿ çàìåùåíèÿ äèñòèëëèðîâàííîé âîäû ýêññóäàòîì.
Êñèëåìíûé ñîê, íàáðàâøèéñÿ â òðóáî÷êè èç êîðíåé íå-
ñêîëüêèõ êîíòðîëüíûõ èëè îïûòíûõ ðàñòåíèé, ïåðåíî-
ñèëè â ïðåäâàðèòåëüíî âçâåøåííûå ïðîáèðêè. Ïîñëå ïî-
âòîðíîãî âçâåøèâàíèÿ ïî ðàçíîñòè âåñîâ ïðîáèðîê îïðå-
äåëÿëè ìàññó ýêññóäàòà.

Î ê ð à ø è â à í è å ñ ó á å ð è í à è ë è ã í è í à ïðîâîäè-
ëè ñïèðòîâûì Ñóäàíîì III (Sigma, Ãåðìàíèÿ) ïî ìåòîäèêå
Ïðîçèíîé, ìîäèôèöèðîâàííîé Ôóðñòîì (Ôóðñò, 1979).
Îáðàçöû òêàíåé ãëàâíîãî êîðíÿ êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé
ðàçðåçàëè íà 2 ñåãìåíòà (À è Á) äëèíîé 10 ìì. Çîíà À —
3—13 ìì, çîíà Á — 13—23 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ. Äàëåå
íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå ãîòîâèëè âðåìåííûå (äàâëåíûå)
ïðåïàðàòû òêàíåé êîðíÿ ñ ïîñëåäóþùèì èõ îêðàøèâàíè-
åì ñïèðòîâûì Ñóäàíîì III.

Ä ë ÿ è ì ì ó í î ë î ê à ë è ç à ö è è çåàòèíà â ðàñòèòåëü-
íûõ òêàíÿõ êîðíÿ áðàëè òàêèå æå ñåãìåíòû, êàê íà îêðà-
øèâàíèå ñóáåðèíà è ëèãíèíà (çîíà À è çîíà Á). Ðàñòèòåëü-
íûé ìàòåðèàë ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò â ðàñòâîðàõ
4%-íîãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà (Riedel-deHaen, Ãåðìàíèÿ)
è 0.1%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà (Sigma, Ãåðìàíèÿ), ïðèãî-
òîâëåííûõ íà ôîñôàòíîì áóôåðå. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå
îáðàçöû òêàíåé îòìûâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ÏÁÑ. Äåãèäðà-
òàöèþ îáðàçöîâ ïðîâîäèëè â ñåðèè ðàçâåäåíèé ýòàíîëà
(20, 30, 50, 70, 80 è 96 %), âûäåðæèâàÿ â êàæäîì ïî
30 ìèí. Çàòåì îáðàçöû çàêëþ÷àëè â ãèäðîôèëüíóþ ìåòàê-
ðèëàòíóþ ñìîëó GB-4 (Electron Microscopy Sciences,
ÑØÀ). Ñ ïîìîùüþ ðîòàöèîííîãî ìèêðîòîìà (HM 325,
MICROM Laborgerate, Ãåðìàíèÿ) ãîòîâèëè ãèñòîëîãè÷å-
ñêèå ñðåçû òîëùèíîé 1.5 ìêì. Èììóíîëîêàëèçàöèþ ãîð-
ìîíîâ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Âåñåëîâ è äð.,
1999). Íà ïåðâîì ýòàïå íà ñðåçû íàíîñèëè ïî 50 ìêë ðàñ-
òâîðà 0.1 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7.2—7.4), ñîäåðæà-
ùåãî 0.2 % æåëàòèíà è 0.05 % Tween-20 (ÔÆÒ), âûäåð-
æèâàÿ èõ â òå÷åíèå 30 ìèí âî âëàæíîé êàìåðå. Âñå ïîñëå-
äóþùèå ðàáî÷èå ðàçâåäåíèÿ ñûâîðîòêè è çîëîòîãî
êîíúþãàòà ãîòîâèëè íà ÔÆÒ. Ïîñëå ïðîìûâêè äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäîé ÷àñòü ñðåçîâ îáðàáàòûâàëè èììóííîé ñû-
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Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå çåàòèíà â êîðíÿõ è ïîáåãàõ 8-ñóòî÷íûõ ðàñ-
òåíèé ïøåíèöû.

Áåëûå ñòîëáèêè — êîíòðîëüíûå ðàñòåíèÿ; çàøòðèõîâàííûå ñòîëáè-
êè — ðàñòåíèÿ îáðàáîòàííûå çåàòèíîì (24 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ).



âîðîòêîé, ñîäåðæàùåé àíòèòåëà ê öèòîêèíèíàì. Â êà÷åñò-
âå êîíòðîëÿ ñëóæèëè îáðàçöû òêàíåé, îáðàáîòàííûå íîð-
ìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà. Îáðàáîòàííûå ñûâîðîòêîé
ñðåçû ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó íà 2 ÷. Çàòåì ïðîâî-
äèëè 3-êðàòíóþ ïðîìûâêó ðàñòâîðîì ÔÒ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
ñûâîðîòêè, ïðîðåàãèðîâàâøåé ñ çåàòèíîì, ñðåçû îáðàáà-
òûâàëè ðàñòâîðîì çîëîòîãî êîíúþãàòà (BBInt., Àíãëèÿ) è
âûäåðæèâàëè âî âëàæíîé êàìåðå 1 ÷. Ïîñëå 3-êðàòíîé
ïðîìûâêè ÔÒ íà ñðåçû íàíîñèëè ñåðåáðÿíûé óñèëèòåëü
(BBInt., Àíãëèÿ) è ïîìåùàëè ñðåçû â òåìíîòó íà 15—20
ìèí. Äàëåå ðàçâèòèå îêðàñêè íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ ñâå-

òîâîãî ìèêðîñêîïà. Çàòåì ñåðåáðî óäàëÿëè äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäîé.

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèê-
ðîñêîïà Axio Imager.A1 (Carl Zeiss, Jena, Ãåðìàíèÿ), îáî-
ðóäîâàííîãî öèôðîâîé êàìåðîé AxioCam MRc5 (Carl Ze-
iss, Jena, Ãåðìàíèÿ).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðò-
íûì ïðîãðàììàì MS Excel. Äàííûå íà ãðàôèêå ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé ñðåäíåå çíà÷åíèå èç ÷åòûðåõ áèîëîãè÷åñêèõ
ïîâòîðîâ (n). Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíàÿ
îøèáêà ïîêàçàòåëåé.
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Ðèñ. 2. Âðåìåííûå (äàâëåíûå) ïðåïàðàòû òêàíåé êîðíÿ 7-ñóòî÷íûõ ðàñòåíèé ïøåíèöû, îêðàøåííûå ñïèðòîâûì Ñóäàíîì III ïî ìå-
òîäèêå Ïðîçèíîé, ìîäèôèöèðîâàííîé Ôóðñòîì.

à — çîíà À (3—13 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ); á — çîíà Á (13—23 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ). ê — êîðà, öö — öåíòðàëüíûé öèëèíäð.



Ðåçóëüòàòû

Â ñîîòâåòñòâèè ñ îæèäàíèÿìè, ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ââå-
äåíèÿ â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó çåàòèíà åãî êîíöåíòðàöèÿ
óâåëè÷èâàëàñü âî âñåõ àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöàõ — êñè-
ëåìíîì ñîêå, êîðíÿõ è ïîáåãàõ ðàñòåíèé ïøåíèöû. Êîí-
öåíòðàöèÿ çåàòèíà â êñèëåìå îáðàáîòàííûõ ðàñòåíèé
áûëà â 5 ðàç íèæå, ÷åì â ïèòàòåëüíîì ðàñòâîðå (14 è
70 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî), ÷òî óêàçûâàåò íà âûñîêèé êî-
ýôôèöèåíò îòðàæåíèÿ ýòèõ ñîåäèíåíèé. Ñðàâíåíèå ñî-
äåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ â êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ
çåàòèíîì ðàñòåíèÿõ ïøåíèöû ïîêàçàëî, ÷òî óðîâåíü íà-
êîïëåíèÿ ýêçîãåííûõ öèòîêèíèíîâ áûë â 3 ðàçà âûøå â
êîðíÿõ, ÷åì â ïîáåãàõ: â êîðíÿõ ñîäåðæàíèå öèòîêèíèíîâ
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà îáðàáîòêè âîçðîñëî â 6 ðàç ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè íåîáðàáîòàííûìè ðàñòåíèÿ-
ìè, â òî âðåìÿ êàê â ïîáåãå — òîëüêî â 2 ðàçà (ðèñ. 1).

Ãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå íà ñóáåðèí è ëèãíèí
âûÿâèëî óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ ýòèõ ñîåäèíåíèé ïî
ìåðå ïðèáëèæåíèÿ ê êîí÷èêó êîðíåé. Òàê, áîëåå èíòåí-
ñèâíîå îêðàøèâàíèå òêàíåé â îáëàñòè öåíòðàëüíîãî öè-
ëèíäðà íàáëþäàëîñü íà ðàññòîÿíèè 13—23 ìì îò êîí÷èêà
êîðíÿ (çîíà Á) (ðèñ. 2, á), â òî âðåìÿ êàê â çîíå À
(3—13 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ) èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ
òêàíåé ñíèæàëàñü (ðèñ. 2, à).

Ïðè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîì îêðàøèâàíèè ñðåçîâ
êîðíåé êîíòðîëüíûõ, íå îáðàáîòàííûõ çåàòèíîì ðàñòå-
íèé, ïëåíêà ñåðåáðà ïîêðûâàëà îòäåëüíûå êëåòêè êîðû,
êëåòêè ýíäîäåðìû, ïåðèöèêëà, ôëîýìû, íåçðåëîé êñèëå-
ìû è ïàðåíõèìû öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà (ðèñ. 3, à, â).
Îêðàøèâàíèå áûëî äîâîëüíî ñëàáûì â ñëó÷àå êàê çî-
íû À, òàê è çîíû Á. Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, ó îáðàáî-
òàííûõ çåàòèíîì ðàñòåíèé èíòåíñèâíîñòü èììóííîãî
îêðàøèâàíèÿ íà öèòîêèíèíû âîçðàñòàëà, ÷òî ñèëüíåå ïðî-
ÿâëÿëîñü â êëåòêàõ öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà (ðèñ. 4, à, â).
Ïðè ýòîì óâåëè÷èâàëîñü êàê êîëè÷åñòâî, òàê è èíòåíñèâ-
íîñòü îêðàøèâàíèÿ êëåòîê öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà. Íà-
áëþäàëîñü òàêæå èììóííîå îêðàøèâàíèå îòäåëüíûõ êëå-
òîê êîðû, áîëåå ÷àñòîå è èíòåíñèâíîå, ÷åì â ñëó÷àå êîíò-
ðîëüíûõ, íåîáðàáîòàííûõ ýêçîãåííûì öèòîêèíèíîì
ðàñòåíèé. Èíòåíñèâíîñòü ïî÷åðíåíèÿ çà ñ÷åò âûïàäåíèÿ
ñåðåáðà íà ïîâåðõíîñòè ñîðáèðîâàííûõ ÷àñòèö çîëîòà â
êîðíÿõ îáðàáîòàííûõ çåàòèíîì ðàñòåíèé áûëà âûøå â
çîíå À, ÷åì â çîíå Á.

Î ñïåöèôè÷íîñòè ìåòîäà ñâèäåòåëüñòâóåò òî, ÷òî
ïðè îáðàáîòêå ñðåçîâ íåèììóííîé ñûâîðîòêîé íå íàá-
ëþäàëîñü èõ îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîì ñåðåáðà (ðèñ. 3, á,
ã; 4, á, ã).
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Ðèñ. 3. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ çåàòèíà â êîðíÿõ 8-ñóòî÷íûõ êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé ïøåíèöû.

à — ïîïåðå÷íûé ñðåç çîíû À, îáðàáîòàííûé èììóíîñûâîðîòêîé; á — òî æå ñ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà; â — ïîïåðå÷íûé ñðåç çîíû Á, îáðàáî-
òàííûé èììóíîñûâîðîòêîé; ã — òî æå ñ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà. ê — êîðà, ý — ýíäîäåðìà, ï — ïåðèöèêë, ïê — ïðîòîêñèëåìà, ìê — ìåòàêñè-

ëåìà, ôë — ôëîýìà, ïöö — ïàðåíõèìà öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà.



Îáñóæäåíèå

Êîíöåíòðàöèÿ çåàòèíà â êñèëåìíîì ñîêå îáðàáîòàí-
íûõ çåàòèíîì ðàñòåíèé áûëà íèæå, ÷åì â ïèòàòåëüíîì
ðàñòâîðå. Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ÷àñòü öèòîêèíèíîâ â êñèëå-
ìå áûëà ýíäîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå óêàçûâàþò íà ñóùåñòâîâàíèå ìåõàíèçìîâ, ïðå-
ïÿòñòâóþùèõ çàãðóçêå ýêçîãåííîãî öèòîêèíèíà â êñèëåì-
íûå ñîñóäû. Òàê, íàïðèìåð, èç ëèòåðàòóðû õîðîøî èçâå-
ñòíî î âûñîêîé àêòèâíîñòè öèòîêèíèíîêñèäàç â êîðíÿõ
ïðè ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ íà ðàñòåíèÿ (Jo-
nes, Schreiber, 1997; Brugiere et al., 2003; Galuszka et al.,
2004). Åùå îäíèì îáúÿñíåíèåì çàäåðæêè ïðèòîêà öèòîêè-
íèíîâ â öåíòðàëüíûé öèëèíäð ìîæåò ñëóæèòü ïðèñóòñò-
âèå ïîÿñêîâ Êàñïàðè íà ãðàíèöå ìåæäó öåíòðàëüíûì öè-
ëèíäðîì è êîðîé. Ýòîò ìåõàíèçì îáåñïå÷èâàåò ñíèæåíèå
ïðèòîêà â ðàñòåíèÿ òîêñè÷íûõ âåùåñòâ (Azaizeh, Steudle,
1991), è ïðè èçó÷åíèè ðàäèàëüíîãî òðàíñïîðòà àáñöèçî-
âîé êèñëîòû (ÀÁÊ) òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôîðìèðîâà-
íèå ïîÿñêîâ Êàñïàðè óâåëè÷èâàåò êîýôôèöèåíò îòðàæå-
íèÿ äëÿ äàííîãî ñîåäèíåíèÿ (Freundl et al., 2000). Â íàøèõ
îïûòàõ ìû íàáëþäàëè óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè èì-
ìóííîãî îêðàøèâàíèÿ öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ öåíòðàëü-
íîãî öèëèíäðà êîðíÿ çîíû Á ïî ñðàâíåíèþ ñ çîíîé À
(ðèñ. 3, à, â; 4, à, â). Ýòè ðàçëè÷èÿ ìîæíî îáúÿñíèòü òåì,

÷òî â çîíå Á ïîÿñêè Êàñïàðè áûëè ëó÷øå ñôîðìèðîâàíû,
î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò áîëåå èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå â
ýòîé çîíå íà ëèãíèí è ñóáåðèí ïî ñðàâíåíèþ ñ çîíîé À
(ðèñ. 2). Âìåñòå ñ òåì ðàñïðåäåëåíèå öèòîêèíèíîâîé ãèñ-
òîõèìè÷åñêîé ìåòêè â íàøèõ îïûòàõ îòëè÷àëîñü îò âûÿâ-
ëÿåìîé èììóíîëîêàëèçàöèè ÀÁÊ (Schraut et al., 2004). Ïî
ýòèì äàííûì ëèòåðàòóðû, ôîðìèðîâàíèå ïîÿñêîâ Êàñïà-
ðè ïðèâîäèëî ê çàäåðæêå ÀÁÊ â çîíå êîðû, î ÷åì ñâèäå-
òåëüñòâîâàëî óñèëåíèå èììóííîãî îêðàøèâàíèÿ ýòîé
çîíû. Â ñëó÷àå ââåäåíèÿ â ðàñòåíèÿ ýêçîãåííûõ öèòîêè-
íèíîâ ìû òàêæå íàáëþäàëè îêðàøèâàíèå êëåòîê êîðû, íî
îíî áûëî ãîðàçäî ìåíåå èíòåíñèâíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ
îêðàøèâàíèåì êëåòîê öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà. Ñîçäàåòñÿ
âïå÷àòëåíèå, ÷òî ýêçîãåííûå öèòîêèíèíû ëåãêî ïðîíèêà-
ëè â öåíòðàëüíûé öèëèíäð, ÷òî ìîãëî ïðîèñõîäèòü ïî
ñèìïëàñòíîìó ïóòè ÷åðåç ïëàçìîäåñìû (Ãàìàëåé, 2004), î
÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ïðèñóòñòâèå èõ â êëåòêàõ êîðû. Òà-
êèì îáðàçîì, öèòîêèíèíû íå òîëüêî ïðîíèêàëè â öåíò-
ðàëüíûé öèëèíäð, íî è íàêàïëèâàëèñü òàì. ×òî æå ìîãëî
ïîìåøàòü èõ çàãðóçêå â êñèëåìó èç ñîñåäíèõ ñ íåé êëåòîê
ïàðåíõèìû ñîñóäîâ? Çåàòèí ñ÷èòàåòñÿ ìîáèëüíîé ôîðìîé
öèòîêèíèíîâ, ñïîñîáíîé äèôôóíäèðîâàòü ÷åðåç êëåòî÷-
íóþ ìåìáðàíó (Glover et al., 2008). Ïî÷åìó æå öèòîêèíè-
íû íàêàïëèâàëèñü â êëåòêàõ öåíòðàëüíîãî öèëèíäðà êîð-
íÿ è ñëàáî òðàíñïîðòèðîâàëèñü â ïîáåã? Îòêðûòèå ïåðå-
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Ðèñ. 4. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ çåàòèíà â êîðíÿõ 8-ñóòî÷íûõ ðàñòåíèé ïøåíèöû, îáðàáîòàííûõ çåàòèíîì ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ.

à — ïîïåðå÷íûé ñðåç çîíû À, îáðàáîòàííûé èììóíîñûâîðîòêîé; á — òî æå ñ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà; â — ïîïåðå÷íûé ñðåç çîíû Á, îáðàáî-
òàííûé èììóíîñûâîðîòêîé; ã — òî æå ñ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.



íîñ÷èêîâ öèòîêèíèíîâ, ñïîñîáíûõ òðàíñïîðòèðîâàòü ýòè
öèòîêèíèíû âíóòðü êëåòêè ïðîòèâ ãðàäèåíòà èõ êîíöåíò-
ðàöèè (Gillissen et al., 2000; Hirose et al., 2005), ïîçâîëÿåò
îòâåòèòü íà ýòîò âîïðîñ. Èçâåñòíî, ÷òî ïåðåíîñ÷èêè öèòî-
êèíèíîâ ëîêàëèçîâàíû â êëåòêàõ ïàðåíõèìû ñîñóäîâ (Hi-
rose et al., 2005). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îíè ìîãóò êîíòðî-
ëèðîâàòü çàãðóçêó öèòîêèíèíîâ â êñèëåìó. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ýòî ïðåäïîëîæåíèå. Îíè óêà-
çûâàþò íà âîçìîæíîå óìåíüøåíèå ýêñïîðòà öèòîêèíèíîâ
èç êîðíåé ïî êñèëåìå çà ñ÷åò èõ óäåðæèâàíèÿ â êëåòêàõ
ïàðåíõèìû. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî òàêèì æå îáðàçîì, çà
ñ÷åò çàêà÷êè âåùåñòâ â êëåòêè è ïðåäîòâðàùåíèÿ èõ àïî-
ïëàñòíîãî òðàíñïîðòà ïî êñèëåìå, ìîæåò óìåíüøàòüñÿ îò-
òîê â ïîáåãè òîêñè÷íûõ èîíîâ íàòðèÿ (Âåñåëîâ è äð.,
2007). Àëüòåðíàòèâíîå îáúÿñíåíèå ñíèæåíèÿ îòòîêà ïî-
ãëîùåííûõ öèòîêèíèíîâ èç êîðíåé â ïîáåã ìîæåò çàêëþ-
÷àòüñÿ â èõ èíàêòèâàöèè öèòîêèíèíîêñèäàçîé, êîòîðàÿ,
ïî íåêîòîðûì äàííûì, ëîêàëèçóåòñÿ â àïîïëàñòå (Burgie-
re et al., 2003).

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò âûÿñíèòü, êàêîé
èç äâóõ ìåõàíèçìîâ îãðàíè÷èâàåò îòòîê öèòîêèíèíîâ èç
êîðíåé — ðàáîòà ïåðåíîñ÷èêîâ öèòîêèíèíîâ èëè (è)
èíàêòèâàöèÿ ãîðìîíîâ öèòîêèíèíîêñèäàçîé. Ïîëó÷åííûå
íàìè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ñóùåñòâîâàíèå ìåõàíèç-
ìà, îáåñïå÷èâàþùåãî êîíòðîëèðîâàíèå òðàíñïîðòà öèòî-
êèíèíîâ ïî ðàñòåíèÿì: èõ íàêîïëåíèå â îòäåëüíûõ êëåò-
êàõ êîðíÿ è ñíèæåíèå îòòîêà èç êîðíÿ â ïîáåã.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü
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EXOGENOUS ZEATIN ACCUMULATION IN WHEAT ROOT CELLS SHOWS ITS ROLE

IN REGULATION OF CYTOKININ TRANSPORT

G. R. Akhiyarova, T. N. Arkhipova

Institute of Biology RAS, Ufa; e-mail: akhiyarova@rambler.ru

Here we have shown that 24 hours after addition of zeatin to the nutrient solution the cytokinin content in
xylem sap of wheat plants appears to be about 10 times lower that in the nutrient solution. Cytokinins accumula-
ted mostly in roots and not in shoots of treated plants. These data demonstrate the existence of some barrier on
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cytokinin pathway from the nutrient solution to the plant shoot. With the help of Sudan III an increase in lignin
and suberin deposition in the endodermis could be detected, being stronger with the increase in the distance
from the root tip. The increase in deposition of suberin and lignin coincided with the decrease in cytokinin im-
munolabeling in root cells revealed with the help of monoclonal cytokinin antibodies and the second gold-label-
led antibodies. Simultaneously exogenous cytokinins accumulated in root stele cells showing that the Casparian
band was not only barrier on cytokinin pathway to plant shoot. It is concluded that high cytokinin immunolabe-
ling in the stele parenchyma cells around the stele vessels demonstrated accumulation of cytokinins by these
cells, which could be important in regulation of cytokinin loading to the xylem vessels during there transport to
the shoot. The role of cytokinin transporters is discussed.

K e y w o r d s: Triticum durum Desf., zeatin, immunolocalization, cortex, endodermis, pericycle, stele.
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