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Èçó÷àëè íàêîïëåíèå êîìïîíåíòîâ ñïîðîïîëëåíèíà â îáîëî÷êå ìèêðîñïîðû, äèíàìèêó åãî ïîëèìå-
ðèçàöèè è âîçìîæíîå ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ñ ýòîé öåëüþ èñïîëüçî-
âàëè ôëóîðåñöåíòíóþ è ýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ (ÒÝÌ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî íà ñðåäíåé è ïîçäíåé òåò-
ðàäíûõ ñòàäèÿõ â îáîëî÷êå ìèêðîñïîðû íàêàïëèâàþòñÿ ôåíèëïðîïàíîèäíûå êîìïîíåíòû ñïîðîïîëëå-
íèíà, êîòîðûå âõîäÿò â ñîñòàâ ôîðìèðóþùåéñÿ ýêçèíû. Íà ïîçäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè îíè ñïëîøü
ïîêðûâàþò ïîâåðõíîñòü ìèêðîñïîðû è â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ íàêàïëèâàþòñÿ â àïåðòóðíûõ îáëàñòÿõ.
Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì â îáëàñòè àïåðòóð âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå òîëñòûå ñïîðîïîëëåíèíîâûå ëà-
ìåëëû, ýëåêòðîííî-ïëîòíûå è óñòîé÷èâûå ê àöåòîëèçó. Ýêçèíà â ìåæàïåðòóðíûõ îáëàñòÿõ âêëþ÷àåò â
ñåáÿ êàê ñïîðîïîëëåíèí, óñòîé÷èâûé ê àöåòîëèçó, òàê è âûìûâàåìûå êîìïîíåíòû. Èìåííî ýòè ÷àñòè
îáîëî÷êè èíòåíñèâíî îêðàøèâàëèñü ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì MitoSOX Red, âûÿâëÿÿ ïðèñóòñòâèå
ÀÔÊ. Îêðàñêà èñ÷åçàëà ïîñëå îáðàáîòêè ìèêðîñïîð ñóïåðîêñèääèñìóòàçîé, ÷òî óêàçûâàåò íà ïðèñóòñò-
âèå â ýêçèíå ñóïåðîêñèä-ðàäèêàëà. Ñóïåðîêñèä-ðàäèêàë ëåãêî ïåðåõîäèò â ïåðåêèñü âîäîðîäà, êîòîðàÿ
ìîæåò ñëóæèòü ñóáñòðàòîì ðåàêöèé îêèñëèòåëüíîé ïîëèìåðèçàöèè êîìïîíåíòîâ ñïîðîïîëëåíèíà ñ îá-
ðàçîâàíèåì õèìè÷åñêè óñòîé÷èâîãî áèîïîëèìåðà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ãèïî-
òåçû îá ó÷àñòèè ÀÔÊ â ôîðìèðîâàíèè ñïîðîïîëëåíèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýêçèíà, òåòðàäà ìèêðîñïîð, ñïîðîïîëëåíèí, ÀÔÊ.

Ïûëüöåâîå çåðíî â îáåçâîæåííîì ñîñòîÿíèè ïåðåíî-
ñèòñÿ èç ïûëüíèêà íà ðûëüöå ïåñòèêà, ãäå ãèäðàòèðóåòñÿ
è ïðîðàñòàåò. Âàæíóþ ðîëü â ýòèõ ïðîöåññàõ èãðàåò îáî-
ëî÷êà ïûëüöåâîãî çåðíà, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ âíóò-
ðåííèé ñëîé — èíòèíó è íàðóæíûé — ýêçèíó (Blackmore
et al., 2007). Ýêçèíà ðåäóöèðîâàíà â îáëàñòè àïåðòóð, ãäå
ïðîðàñòàåò ïûëüöåâàÿ òðóáêà. Áëàãîäàðÿ óíèêàëüíîé àð-
õèòåêòóðå ýêçèíû îáåçâîæåííîå ïûëüöåâîå çåðíî ñêëàäû-
âàåòñÿ, óáèðàÿ àïåðòóðû âíóòðü, è áûñòðî âîññòàíàâëèâà-
åò ñâîé îáúåì ïðè ðåãèäðàòàöèè (ãàðìîìåãàòèÿ) (Katifori
et al., 2010). Â îáåçâîæåííîé ïûëüöå ýêçèíà ÿâëÿåòñÿ
ãëàâíûì áàðüåðîì íà ïóòè èíôåêöèè è ÓÔ-ðàäèàöèè, à åå
ëèïîôèëüíûå êîìïîíåíòû ìîãóò êîíòðîëèðîâàòü ïðîöåñ-
ñû óçíàâàíèÿ è àäãåçèè ïûëüöåâîãî çåðíà íà ðûëüöå
(Zinkl et al., 1999).

Ïðè âñåé ñëîæíîñòè è ìîðôîëîãè÷åñêîì ðàçíîîáðà-
çèè ïàòòåðíà ýêçèíû ó ðàçíûõ âèäîâ ðàñòåíèé åå ñòðóêòó-
ðà èìååò ÷åðòû ïðèíöèïèàëüíîãî ñõîäñòâà. Îáû÷íî îíà
ñîñòîèò èç äâóõ ñëîåâ. Âíóòðåííèé ñëîé — ýíäýêçèíà, êàê
ïðàâèëî, ãîìîãåííàÿ, èçðåäêà ëàìåëëÿòíàÿ (Weber, Ulrich,
2010). Íàðóæíûé ñëîé — ýêòýêçèíà — â ñâîþ î÷åðåäü ïî-
äðàçäåëÿåòñÿ íà âíåøíèé ïîêðîâíûé ñëîé, âíóòðåííèé
ïîäñòèëàþùèé ñëîé è ðàäèàëüíî îðèåíòèðîâàííûå ñòîë-
áèêè ìåæäó íèìè (Blackmore et al., 2007). Ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ñëîè ýêçèíû ðàçëè÷àþòñÿ è ïî õèìè÷åñêîìó ñîñòàâó,
î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå öèòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà
(Southworth, 1973; Weber, Ulrich, 2010).

Îáðàçîâàíèå ýêçèíû íà÷èíàåòñÿ ïîñëå çàâåðøåíèÿ
ìåéîçà, êîãäà ÷åòûðå ãàïëîèäíûå ìèêðîñïîðû îáúåäèíå-
íû ìàññèâíîé êàëëîçíîé (áåòà-1,3-ãëþêàíîâîé) îáîëî÷-
êîé â òåòðàäó (Blackmore et al., 2007). Íà ïîâåðõíîñòè
ïëàçìàëåììû ìèêðîñïîðû, èñêëþ÷àÿ ìåñòà ðàñïîëîæå-
íèÿ áóäóùèõ ïîð, îòêëàäûâàåòñÿ ïîëèñàõàðèäíàÿ ïðèì-
ýêçèíà. Åå ðàññìàòðèâàþò êàê ìàòðèöó (èëè ðåöåïòîðíóþ
ïîâåðõíîñòü), íà êîòîðîé íàêàïëèâàþòñÿ ïðåäøåñòâåííè-
êè ñïîðîïîëëåíèíà è ôîðìèðóåòñÿ õàðàêòåðíûé ïàòòåðí
ýêçèíû. Ïîëàãàþò, ÷òî âàæíóþ ðîëü â ýòèõ ïðîöåññàõ èã-
ðàåò ñàìîñáîðêà (Gabarayeva, Hemsley, 2006). Íàèáîëåå
èíòåíñèâíîå íàêîïëåíèå ñïîðîïîëëåíèíà ïðîèñõîäèò
ïîñëå ðàñòâîðåíèÿ êàëëîçíîé îáîëî÷êè è âûõîäà ñâîáîä-
íûõ ìèêðîñïîð èç òåòðàä. Ôîðìèðîâàíèå ñïîðîäåðìû çà-
âåðøàåòñÿ îêîëî ìèòîçà ìèêðîñïîðû.

Îñíîâíîé êîìïîíåíò ýêçèíû áèîïîëèìåð ñïîðî-
ïîëëåíèí õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê õè-
ìè÷åñêèì è ôèçè÷åñêèì âîçäåéñòâèÿì. Â ïîñëåäíèå ãîäû
ðàñòåò èíòåðåñ ê åãî ïðàêòè÷åñêîìó èñïîëüçîâàíèþ, ðàç-
ðàáàòûâàþò òåõíîëîãèè ñîçäàíèÿ âûñîêîèíåðòíûõ ìèê-
ðîñêàïñóë äëÿ ïèùåâîé è ôàðìàöåâòè÷åñêîé ïðîìûøëåí-
íîñòè (Barrier et al., 2010).

Âîïðîñ î õèìè÷åñêîì ñîñòàâå ñïîðîïîëëåíèíà íå ðå-
øåí îêîí÷àòåëüíî (Ariizumi, Toriyama, 2011). Ðàçíîîáðàç-
íûìè ìåòîäàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ñïîðîïîëëåíèí êàê ãî-
ëîñåìåííûõ, òàê è ïîêðûòîñåìåííûõ ðàñòåíèé ñîäåðæèò
àëèôàòè÷åñêèå è ôåíîëüíûå êîìïîíåíòû. Ñîãëàñíî îä-
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íîé èç ìîäåëåé, ñïîðîïîëëåíèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîëè-
ìåðíóþ ñåòü, îáðàçîâàííóþ èç öåïåé íåáîëüøèõ àëèôà-
òè÷åñêèõ ìîíîìåðîâ è îñòàòêîâ îêèñëåííûõ àðîìàòè÷å-
ñêèõ êèñëîò, ïðåèìóùåñòâåííî îêñèêîðè÷íûõ, —
p-êóìàðîâîé è ôåðóëîâîé (Blackmore et al., 2007). Ýòà
ñåòü õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êàðáîêñèëü-
íûõ ãðóïï, à òàêæå íåíàñûùåííûõ óãëåðîäíûõ è ýôèð-
íûõ ñâÿçåé. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñïîðîïîëëåíèíà èç
ïûëüöû ðàçíûõ òèïîâ ïðèâåë ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî ó
èñêîïàåìûõ ðàñòåíèé â íåì âûøå ñîäåðæàíèå àëèôàòè÷å-
ñêèõ êîìïîíåíòîâ, òîãäà êàê â ïîëèìåðíîì ìàòðèêñå ýê-
çèíû ñîâðåìåííûõ ðàñòåíèé ïðåîáëàäàþò îêèñëåííûå
àðîìàòè÷åñêèå ìîíîìåðû ãëàâíûì îáðàçîì p-êóìàðîâîé
è ôåðóëîâîé êèñëîò (De Leeuw et al., 2006). Ýòè êèñëîòû
è, âîçìîæíî, äðóãèå ôåíèëïðîïàíîèäíûå ñîåäèíåíèÿ îò-
âåòñòâåííû çà àóòîôëóîðåñöåíöèþ ýêçèíû, âîçáóæäàå-
ìóþ ÓÔ (Willemse, 1972; Wehling et al., 1989; Morant et
al., 2007).

Ìåõàíèçìû ïîëèìåðèçàöèè ñïîðîïîëëåíèíà íå èçó-
÷åíû. Íå óñòàíîâëåíî, êîãäà ýòîò ïðîöåññ íà÷èíàåòñÿ è
ïîñðåäñòâîì êàêèõ ìåõàíèçìîâ ðåàëèçóåòñÿ. Scott (1994)
âûñêàçàë ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî â êà÷åñòâå àãåíòà,
ñøèâàþùåãî êîìïîíåíòû ñïîðîïîëëåíèíà, ìîæåò âûñòó-
ïàòü ñóïåðîêñèä-ðàäèêàë. Ýòà ãèïîòåçà íå ïîäâåðãàëàñü
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêå. Îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî â ïå-
ðèîä ãèäðàòàöèè çðåëàÿ ïûëüöà àìáðîçèè è òàáàêà âûäå-
ëÿåò â îáîëî÷êó è îêðóæàþùóþ ñðåäó àêòèâíûå ôîðìû
êèñëîðîäà (ÀÔÊ), èñòî÷íèêîì êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ
NADPH-îêñèäàçà ïëàçìàëåììû (Boldogh et al., 2005;
Ñìèðíîâà è äð., 2009).

Ïðåäñòàâëåíèÿ î âëèÿíèè ÀÔÊ íà ñâîéñòâà êëåòî÷-
íîé ñòåíêè ñôîðìèðîâàëèñü â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ðåàêöèè îêèñëè-
òåëüíîé ïîëèìåðèçàöèè ñ ó÷àñòèåì ÀÔÊ èãðàþò âàæíóþ
ðîëü â ïðîöåññàõ ñèíòåçà ëèãíèíà è ñóáåðèíà (Passardi et
al., 2005), à òàêæå â ôîðìèðîâàíèè ïîëèìåðíîãî ìàòðèêñà
ïåðâè÷íîé êëåòî÷íîé ñòåíêè (Lindsay, Fry, 2007). Îêñèêî-
ðè÷íûå êèñëîòû, îáðàçóÿ ïðîñòûå è ñëîæíûå ýôèðû ñ ïî-
ëèìåðàìè êëåòî÷íîé ñòåíêè, ìîãóò ñøèâàòü ïîëèñàõàðèä-
íûå ìîëåêóëû äðóã ñ äðóãîì, à òàêæå ñ áåëêàìè è ëèãíè-
íîì, óâåëè÷èâàÿ òåì ñàìûì ïðî÷íîñòü ìàòðèêñà. Ðåàêöèè
îêèñëèòåëüíîé ïîëèìåðèçàöèè, èäóùèå â ïåðâè÷íûõ êëå-
òî÷íûõ ñòåíêàõ ñ ó÷àñòèåì ÀÔÊ è îêñèêîðè÷íûõ êèñëîò,
áûëè èññëåäîâàíû â ìîäåëüíûõ ýêïåðèìåíòàõ, à òàêæå â
êóëüòóðàõ èçîëèðîâàííûõ êëåòîê êóêóðóçû, øïèíàòà, ÿ÷-
ìåíÿ, àðàáèäîïñèñà, êëåíà, òîìàòà è ðîçû (Lindsay, Fry,
2008; Bunzel, 2010).

Â çàäà÷è íàñòîÿùåé ðàáîòû âõîäèëî èçó÷åíèå ìåòî-
äàìè ôëóîðåñöåíòíîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè äèíà-
ìèêè íàêîïëåíèÿ è ïîëèìåðèçàöèè ñïîðîïîëëåíèíà â
õîäå ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîðû è ïûëüöåâîãî çåðíà òàáàêà è
âûÿâëåíèå ó÷àñòèÿ ÀÔÊ â ýòèõ ïðîöåññàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð à ñ ò è ò å ë ü í û é ì à ò å ð è à ë. Ðàñòåíèÿ òàáàêà Nico-

tiana tabacum L. (ñîðò Petit Havana SR1) âûðàùèâàëè èç
ñåìÿí â êëèìàòè÷åñêîé êàìåðå (25 °C, 16-÷àñîâîé ñâåòî-
âîé äåíü) â âåðìèêóëèòå âñïó÷åííîì, ðåãóëÿðíî ïîëèâàÿ
èõ ïèòàòåëüíûì ðàñòâîðîì (Nitsch, 1965).

Èññëåäîâàëè ðàçíûå ýòàïû ðàçâèòèÿ òåòðàäû ìèêðî-
ñïîð (ñòàäèÿ 1 ïî: Koltunow et al., 1990), ñâîáîäíûå ìèê-
ðîñïîðû íà ðàííåé ïîñòòåòðàäíîé ñòàäèè (ñòàäèÿ 2) è çðå-
ëûå ïûëüöåâûå çåðíà, çàâåðøèâøèå ðàçâèòèå â ïûëüíèêå

(ñòàäèÿ 12) è ãèäðàòèðîâàííûå in vitro. ×àñòü ìàòåðèàëà
èç êàæäîãî áóòîíà, ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà, òåñòèðîâàëè ìåòîäàìè
ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè.

Ð å à ê ò è â û. Èñïîëüçîâàëè MitoSOX Red (Molecular
Probes, Íèäåðëàíäû), ñóïåðîêñèääèñìóòàçó (ÑÎÄ) ôèð-
ìû Sigma (ÑØÀ), ãëóòàðàëüäåãèä (Merck, Ãåðìàíèÿ),
ýïîêñèäíûå ñìîëû (ýïîíû) ôèðìû Fluka (Øâåéöàðèÿ),
OsO4 è óðàíèë-àöåòàò (Õèìðåàêòèâ, Ðîññèÿ).

Ï î ä ã î ò î â ê à ï ð î á ä ë ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î é
è ý ë å ê ò ð î í í î é ì è ê ð î ñ ê î ï è è. Òåòðàäíûå ìèê-
ðîñïîðû âûòðÿõèâàëè èç ïûëüíèêîâ ñ ïîìîùüþ ïðåïàðî-
âàëüíûõ èãîëîê â êàïëþ ñòàíäàðòíîé ñðåäû, äîïîëíåííîé
0.25 Ì ìàííèòîì. Ñòàíäàðòíàÿ ñðåäà âêëþ÷àëà â ñåáÿ
1.6 ìÌ H3BO3, 3 ìÌ Ca(NO3)2, 0.8 ìÌ MgSO4 è 1 ìÌ
KNO3 â 50 ìÌ MES-Tris áóôåðíîì ðàñòâîðå (pH 5.9).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðîá çðåëîé ïûëüöû ïûëüíèêè èçâëå-
êàëè èç öâåòêîâ íàêàíóíå ðàñêðûâàíèÿ è ïîìåùàëè â
òåðìîñòàò ïðè 25 °C íà 2 ñóò. Ïûëüöó èç ðàñêðûâøèõñÿ
ïûëüíèêîâ ñîáèðàëè â ïðîáèðêè è õðàíèëè ïðè –20 °C.
Ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ íàâåñêè ñóõîé ïûëüöû èíêóáèðî-
âàëè âî âëàæíîé êàìåðå 2 ÷ ïðè 25 °C, ïðè ýòîé æå òåìïå-
ðàòóðå ïûëüöó ãèäðàòèðîâàëè â ñòàíäàðòíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.3 Ì ñàõàðîçó.

Ñóñïåíçèè ìèêðîñïîð èñïîëüçîâàëè äëÿ àíàëèçà
àóòîôëóîðåñöåíöèè ñïîðîïîëëåíèíà â âèòàëüíûõ ïðå-
ïàðàòàõ. ×àñòü ìàòåðèàëà íà ñòàäèè ïîçäíèõ òåòðàä ìèê-
ðîñïîð èñïîëüçîâàëè äëÿ èçó÷åíèÿ âêëàäà ÀÔÊ â åãî ïî-
ëèìåðèçàöèþ. Ñ ýòîé öåëüþ ìèêðîñïîðû îêðàøèâàëè
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì MitoSOX (5 ìêÌ, 15 ìèí),
êîòîðûé ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ïðèñóòñòâèå ñóïåðîêñèä-ðà-
äèêàëà â ýêçèíå (Ñìèðíîâà è äð., 2009). Â êà÷åñòâå êîíò-
ðîëÿ èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàòû òåòðàä, âûäåëåííûõ èç òîãî
æå áóòîíà è îáðàáîòàííûõ ÑÎÄ (100 åä./ìë, 25 ìèí).

Ïðîáû äëÿ òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè (ÒÝÌ) ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì,
ïðèãîòîâëåííûì íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå
(pH 7.3). Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü ïðèñóòñòâèå â ñïîðî-
äåðìå ïîëèìåðèçîâàííîãî ñïîðîïîëëåíèíà, ÷àñòü ìàòåðè-
àëà èç êàæäîãî áóòîíà ïîäâåðãàëè àöåòîëèçíîé îáðàáîòêå
ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå, ïðîãðåâàÿ îáðàçöû â ñìåñè êîí-
öåíòðèðîâàííîé ñåðíîé êèñëîòû ñ óêñóñíûì àíãèäðèäîì
(Hesse et al., 2009). Äðóãóþ ÷àñòü èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ.

Ïîñëå ôèêñàöèè ïðîáû ïðîìûâàëè ôîñôàòíûì áóôå-
ðîì è äîïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì
OsO4 (2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå), çàòåì ïðîâîäèëè
÷åðåç ñåðèþ ñïèðòîâ âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè äî
70 % è êîíòðàñòèðîâàëè ñïèðòîâûì ðàñòâîðîì óðà-
íèë-àöåòàòà ñ ïîñëåäóþùåé ïðîâîäêîé ÷åðåç ñïèðòû è
àöåòîí. Îáåçâîæåííûé ìàòåðèàë çàêëþ÷àëè íà íî÷ü â
ñìåñü àöåòîíà è ýïîíîâ, à çàòåì â ÷èñòóþ ñìåñü ýïîíîâ.
Ìàòåðèàë â ýïîíå âûäåðæèâàëè 1 ñóò ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå è çàòåì åùå 2 ñóò ïðè 62 °Ñ (Óèêëè, 1975). Óëüò-
ðàòîíêèå ñðåçû ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè óëüòðàòîìà Leica
(Ãåðìàíèÿ). Ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè âîäíûì óðàíèë-àöå-
òàòîì (Ãàéåð, 1974).

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. Äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè è
ìîðôîìåòðèè íà ñâåòîâîì óðîâíå èñïîëüçîâàëè èññëåäî-
âàòåëüñêèé ìèêðîñêîï Axioplan 2 imaging MOT, öèôðî-
âóþ êàìåðó AxioCam HRc è ïàêåò ïðîãðàìì AxioVision
4.7 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè ðòóò-
íîé ëàìïîé. Äëÿ àíàëèçà ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå áëîêè ôèëüòðîâ. Äëÿ àóòîôëóîðåñöåíöèè âîç-

Íàêîïëåíèå ñïîðîïîëëåíèíà â îáîëî÷êå ìèêðîñïîðû â ïðîöåññå åå ðàçâèòèÿ 177



áóæäåíèå â äèàïàçîíå 359—371 íì, ðåãèñòðàöèÿ ïðè äëè-
íàõ âîëí > 397 íì; äëÿ MitoSOX âîçáóæäåíèå ïðè 540—
552 íì, ðåãèñòðàöèÿ ïðè äëèíàõ âîëí > 590 íì.

ÒÝÌ ïðîâîäèëè â ìåæêàôåäðàëüíîé ëàáîðàòîðèè
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè áèîëîãè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà
ÌÃÓ, èñïîëüçóÿ ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï JEM-1011 (Jeol,
ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Í à ê î ï ë å í è å ô å í è ë ï ð î ï à í î è ä í û õ ê î ì ï î -
í å í ò î â ñ ï î ð î ï î ë ë å í è í à â î á î ë î ÷ ê å ì è ê ð î -
ñ ï î ð û. Àíàëèç àóòîôëóîðåñöåíöèè ìèêðîñïîð, âîç-
áóæäàåìîé â ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà, ïîêàçàë, ÷òî â ðàííèõ
òåòðàäàõ åùå íåò çàìåòíûõ êîëè÷åñòâ ôëóîðåñöèðóþ-
ùèõ êîìïîíåíòîâ ñïîðîïîëëåíèíà (ðèñ. 1, à, á). Ïîñ-
òåïåííî ýòè êîìïîíåíòû íàêàïëèâàëèñü â îáîëî÷êå â
çîíàõ, ïåðïåíäèêóëÿðíûõ ïîëÿðíîé îñè ìèêðîñïîðû

(ðèñ. 1, â, ã); ýòà îñü ïðîõîäèò ÷åðåç öåíòð òåòðàäû è
íàèáîëåå íàðóæíóþ òî÷êó ìèêðîñïîðû (Hesse et al.,
2009).

Íà ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè âñÿ ìèêðîñïîðà áûëà
îêðóæåíà ðàâíîìåðíî ôëóîðåñöèðóþùåé îáîëî÷êîé
(ðèñ. 1, ä). Â ïîçäíåé òåòðàäå (ðèñ. 1, å) è íà ðàííåé ñòà-
äèè ñâîáîäíûõ ìèêðîñïîð (ðèñ. 1, æ) íàèáîëåå ÿðêî ôëó-
îðåñöèðîâàëè îáëàñòè àïåðòóð. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ê ñòàäèè ïîçäíåé òåòðàäû ôåíèëïðîïàíî-
èäíûå êîìïîíåíòû ñïîðîïîëëåíèíà ñïëîøü ïîêðûâàþò
ïîâåðõíîñòü ìèêðîñïîðû è â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ íàêàï-
ëèâàþòñÿ â àïåðòóðíûõ îáëàñòÿõ.

Ä è í à ì è ê à ï î ë è ì å ð è ç à ö è è ñ ï î ð î ï î ë ë å í è -
í à â õ î ä å ð à ç â è ò è ÿ ì è ê ð î ñ ï î ð û. Â ïðåäâàðèòåëü-
íîì èññëåäîâàíèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî àöåòîëèç çðå-
ëûõ ãèäðàòèðîâàííûõ ïûëüöåâûõ çåðåí, êàê è ñëåäîâàëî
îæèäàòü, íå ïðîèçâåë ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â ñòðîå-
íèè ýêçèíû. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ýêò- è ýíäýê-
çèíû íå èçìåíèëàñü, ñîõðàíèëèñü è ñðåäíèå ðàçìåðû îò-

178 Í. Ï. Ìàòâååâà, Ñ. Â. Ïîëåâîâà è äð.

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèÿ àóòîôëóîðåñöåíöèè îáîëî÷êè ìèêðîñïîðû, îòðàæàþùèå íàêîïëåíèå ôåíèëïðîïàíîèäíûõ êîìïîíåíòîâ ñïîðî-
ïîëëåíèíà â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ýêçèíû.

Íà ñòàäèè ðàííåé òåòðàäû (à, á) ôëóîðåñöèðóþùèå êîìïîíåíòû â îáîëî÷êå îòñóòñòâóþò. Íàêîïëåíèå ýòèõ êîìïîíåíòîâ íà÷èíàåòñÿ (â, ã) ìåæäó ñòà-
äèÿìè ðàííåé è ñðåäíåé (ä) òåòðàä. Íà ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè (ä) ôëóîðåñöèðóåò îáîëî÷êà ïî âñåìó êîíòóðó ìèêðîñïîðû. Â ïîçäíåé òåòðàäå (å) è íà
ñòàäèè ðàñïàäà òåòðàä (æ) íàèáîëåå èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþò îáëàñòè àïåðòóð. à, â, ä—æ — àóòîôëóîðåñöåíöèÿ òåòðàä ìèêðîñïîð, âîçáóæäàåìàÿ

â ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà; á, ã — òåòðàäû â ñâåòëîì ïîëå. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



äåëüíûõ ýëåìåíòîâ ýêòýêçèíû — ïîêðîâà, ñòîëáèêîâ è
ïîäñòèëàþùåãî ñëîÿ (ðèñ. 2, à, á).

Íà ðàííåé òåòðàäíîé ñòàäèè àöåòîëèç ïîëíîñòüþ ðàñ-
òâîðèë ñïîðîäåðìó, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ îòñóòñòâè-
åì â íåé ôåíèëïðîïàíîèäíûõ êîìïîíåíòîâ ñïîðî-
ïîëëåíèíà (ðèñ. 1, à). Íà ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè â
ìåæàïåðòóðíûõ îáëàñòÿõ îáîëî÷êè âûÿâëÿëèñü ýëåìåíòû
ôîðìèðóþùåéñÿ ýêçèíû — âíà÷àëå ïîêðîâ è ñòîëáèêè
(ðèñ. 3, à), ïîçæå ïîÿâëÿëñÿ ïîäñòèëàþùèé ñëîé
(ðèñ. 3, â). Â îáëàñòè áóäóùåé ýíäîàïåðòóðû îáîëî÷êà
ìèêðîñïîðû áûëà óòîëùåíà è èìåëà ëèíçîâèäíóþ ôîðìó.
Â íà÷àëå ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè â áîëüøåé ñâîåé ÷àñ-
òè îíà áûëà ýëåêòðîííî-ñâåòëîé, à íà íàðóæíîé ïîâåðõ-
íîñòè ðàñïîëàãàëèñü ýëåêòðîííî-ïëîòíûå ãðàíóëû
(ðèñ. 3, à). Òàêèì îáðàçîì, íà âñåé ïîâåðõíîñòè ìèêðî-
ñïîðû ñïîðîäåðìà âêëþ÷àëà â ñåáÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûå
ýëåìåíòû, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ôëóîðåñöåíòíîé êàðòèíå,
ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 1, ä. Îäíàêî òàêàÿ ñïîðîäåðìà íå
âûäåðæèâàëà àöåòîëèçà.

Â óñòîé÷èâîé ê àöåòîëèçó ñïîðîäåðìå ëèíçîâèäíîå
òåëî â îáëàñòè áóäóùåé àïåðòóðû ñîäåðæàëî îñìèîôèëü-
íûå ýëåìåíòû (ðèñ. 3, á), áîëåå òåìíûå, ÷åì ñòîëáèêè â
ìåæàïåðòóðíûõ ó÷àñòêàõ ýêçèíû (ðèñ. 3, â). Ïîêðîâ â îò-
äåëüíûõ ìåñòàõ ñîñòîÿë èç ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ãðàíóë,
÷àñòî ñëèâøèõñÿ â åäèíûé ñëîé. Ñòîëáèêè â êîíòðîëüíûõ
ïðåïàðàòàõ èìåëè òîíêèé ñâåòëûé êàíàë — öèëèíäðè÷å-
ñêèå ìèöåëëû (ïî òåðìèíîëîãèè: Gabarayeva, Hemsley,
2006). Îñíîâàíèÿ ñòîëáèêîâ îïèðàëèñü íà òîíêèé ïðåðû-
âèñòûé ïîäñòèëàþùèé ñëîé. Ïîñëå àöåòîëèçà ñîõðàíÿ-

ëèñü îñìèîôèëüíûå ýëåìåíòû â ëèíçîâèäíîì òåëå
(ðèñ. 3, ã), íî ïîêðîâ è â åùå áîëüøåé ìåðå ñòîëáèêè ïðè-
îáðåòàëè àæóðíóþ óëüòðàñòðóêòóðó ñ áîëüøèì êîëè÷åñò-
âîì îêðóãëûõ ïîëîñòåé, êîòîðûå âûÿâëÿëèñü è íà êîñûõ
(ïàðàäåðìàëüíûõ) ñðåçàõ (ðèñ. 3, ä).

Ñõîäíûå èçìåíåíèÿ âûçûâàë àöåòîëèç è â ìèêðîñïî-
ðå íà ïîçäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè (ðèñ. 4). Ñôåðè÷åñêèå ïî-
ëîñòè, îäíîðîäíûå ïî ðàçìåðó è ôîðìå, ïî-ïðåæíåìó âû-
ÿâëÿëèñü â ñòîëáèêàõ àöåòîëèçèðîâàííîé ýêçèíû, íî òå-
ïåðü îíè áûëè âèäíû åùå è â ïîäñòèëàþùåì ñëîå
(ðèñ. 4, ã). Ïîêðîâ ýêçèíû (ðèñ. 4, á), ñóùåñòâåííî óòîë-
ùåííûé ïî ñðàâíåíèþ ñî ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèåé
(ðèñ. 3, â; ñì. òàáëèöó), ïîñëå àöåòîëèçà îñòàâàëñÿ ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíûì, ãîìîãåííûì, ñ ðåäêèìè óçêèìè ïåðôîðà-
öèÿìè (ðèñ. 4, ã). Îòìåòèì, ÷òî ýëåêòðîííî-ïëîòíûå ýëå-
ìåíòû ýíäýêçèíû, ïðèñóòñòâóþùèå íà ýòîé ñòàäèè â ìåæ-
àïåðòóðíîé ñïîðîäåðìå (ðèñ. 4, á) è â êîíöåâûõ ÷àñòÿõ
àïåðòóð, òàêæå ñîõðàíÿëèñü ïîñëå àöåòîëèçà (ðèñ. 4, ã).
Ëèíçîâèäíîå òåëî íà ýòîé ñòàäèè áûëî ïðîíèçàíî óñòîé-
÷èâûìè ê àöåòîëèçó ýëåêòðîííî-ïëîòíûìè òîëñòûìè ëà-
ìåëëàìè (ðèñ. 4, à, â).

Äàííûå ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà óëüòðàñòðóêòó-
ðû ýêçèíû â êîíòðîëüíûõ ïðåïàðàòàõ óòî÷íÿþò äèíàìèêó
íàêîïëåíèÿ ñïîðîïîëëåíèíà (ñì. òàáëèöó). Íà ñòàäèè
ïîçäíåé òåòðàäû ýëåìåíòû ýêòýêçèíû (còîëáèêè è ïî-
êðîâ) ïî âåëè÷èíå ñóùåñòâåííî ïðåâîñõîäèëè ñîîòâåòñò-
âóþùèå ýëåìåíòû íà ñòàäèè ñðåäíåé òåòðàäû (P < 0.01).
Ðîñò ñòîëáèêîâ íà ýòîì çàêàí÷èâàëñÿ, à ïîäñòèëàþùèé
ñëîé, ïîêðîâ è ýíäýêçèíà ïðîäîëæàëè ðàñòè. Ëèíçîâèä-
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Ðèñ. 2. Ìåæàïåðòóðíàÿ ÷àñòü ñïîðîäåðìû çðåëîãî ãèäðàòèðîâàííîãî ïûëüöåâîãî çåðíà äî (à) è ïîñëå (á) àöåòîëèçà.

è — èíòèíà, ï — ïîêðîâ, ïñ — ïîäñòèëàþùèé ñëîé, ñ — ñòîëáèê, ýíä — ýíäýêçèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 0.5 ìêì.

Äàííûå ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà óëüòðàñòðóêòóðû ýêçèíû ìèêðîñïîð è ïûëüöåâûõ çåðåí

Ñòàäèÿ ðàçâèòèÿ

Ýêòýêçèíà Ýíäýêçèíà Òîëùèíà ëèíçîâèäíîãî
òåëà èëè èíòèíû

â öåíòðàëüíîé ÷àñòè
àïåðòóðû, ìêì

còîëáèêè,
âûñîòà, ìêì

ïîêðîâ, ìêì
ïîäñòèëàþùèé

ñëîé, ìêì
âíå àïåðòóðû,

ìêì
â áîðîçäå,

ìêì

Òåòðàäà ìèêðîñïîð, ñðåäíÿÿ
ñòàäèÿ

0.24 ± 0.02à 0.07 ± 0.01à — — — 0.63 ± 0.08

Òåòðàäà ìèêðîñïîð íàêàíóíå
ðàñïàäà (ïîçäíÿÿ ñòàäèÿ)

0.35 ± 0.02à 0.16 ± 0.02 0.11 ± 0.02à 0.09 ± 0.01 0.22 ± 0.04 1.50 ± 0.09

Çðåëîå ïûëüöåâîå çåðíî 0.40 ± 0.03 0.63 ± 0.06 0.21 ± 0.02 0.24 ± 0.02 0.38 ± 0.04 1.80 ± 0.08

à Îòìå÷åíû çíà÷åíèÿ, îòíîñÿùèåñÿ ê ýëåìåíòàì ýêçèíû, â êîòîðûõ âûÿâëåíû íåóñòîé÷èâûå ê àöåòîëèçó êîìïîíåíòû.



íîå òåëî â çîíå áóäóùåé ýíäîàïåðòóðû ñóùåñòâåííî
óòîëùàëîñü ïî ìåðå ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîð â òåòðàäå: íà
ñòàäèè ïîçäíåé òåòðàäû ýòà ñòðóêòóðà ïî òîëùèíå ïðè-
áëèæàëàñü ê èíòèíå ïîðîâîé îáëàñòè.

Ýêñïåðèìåíòû ñ àöåòîëèçîì ïîêàçàëè, ÷òî â ñïîðî-
äåðìå ìèêðîñïîðû íà ñòàäèÿõ ñðåäíåé è ïîçäíåé òåòðàä â
ñïîðîïîëëåíèíîâîì ìàòðèêñå åùå èìåþòñÿ êîìïîíåíòû,
âûìûâàåìûå ïðè àöåòîëèçå, — ýòî ÷àñòè÷íî ïîëèìåðèçî-
âàííûå ó÷àñòêè ñïîðîïîëëåíèíà èëè åãî ñâîáîäíûå ìîíî-
ìåðû. Èõ ïðèñóòñòâèå óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïðîöåññ ïîëè-
ìåðèçàöèè ñïîðîïîëëåíèíà â ýêòýêçèíå ðàñòÿíóò âî âðå-
ìåíè. Íà ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè ýòîò ïðîöåññ
ëîêàëèçîâàí â ïîêðîâå è ñòîëáèêàõ, íà ïîçäíåé òåòðàäíîé
ñòàäèè — â ñòîëáèêàõ è ïîäñòèëàþùåì ñëîå. Â àïåðòóð-
íîé ñïîðîäåðìå íà ïîçäíåé ñòàäèè âûÿâëÿþòñÿ òîëüêî
óñòîé÷èâûå ê àöåòîëèçó ëàìåëëÿðíûå ñòðóêòóðû.

Â û ÿ â ë å í è å À Ô Ê â ñ ï î ð î ä å ð ì å ì è ê ð î ñ ï î -
ð û. Äëÿ òîãî ÷òîáû îòâåòèòü íà âîïðîñ î âîçìîæíîì ïðè-

ñóòñòâèè â ñïîðîäåðìå ÀÔÊ, ïîçäíèå òåòðàäû, âûäåëåí-
íûå èç ïûëüíèêîâ, îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì MitoSOX Red (ðèñ. 5). Â îêðàøåííûõ ìèêðî-
ñïîðàõ áûëà âèäíà èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùàÿ îáî-
ëî÷êà, ïðè÷åì â îáëàñòè àïåðòóð ôëóîðåñöåíöèÿ áûëà
ñóùåñòâåííî ñëàáåå, ÷åì â ìåæàïåðòóðíûõ çîíàõ
(ðèñ. 5, à). Àóòîôëóîðåñöåíöèÿ òåòðàäû, âçÿòîé íà òîé
æå ñòàäèè ðàçâèòèÿ, â òåõ æå óñëîâèÿõ âîçáóæäåíèÿ (çå-
ëåíàÿ îáëàñòü ñïåêòðà) è ðåãèñòðàöèè áûëà ïðåíåáðåæè-
ìî ìàëà (ðèñ. 5, á) è ñëàáî âûÿâëÿëàñü ëèøü â îáëàñòè
àïåðòóð. Ïîñëå îáðàáîòêè ÑÎÄ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè îáîëî÷êè â ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ MitoSOX,
ñóùåñòâåííî ñíèæàëàñü (ðèñ. 5, â), îäíîâðåìåííî ñ ýòèì
îáíàðóæèâàëàñü ôëóîðåñöåíöèÿ ìèòîõîíäðèé, êîòî-
ðàÿ ðàíåå ýêðàíèðîâàëàñü ÿðêî ñâåòÿùåéñÿ îáîëî÷êîé
(ðèñ. 5, à). Ýòî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î ïðèñóòñòâèè ñóïåð-
îêñèä-ðàäèêàëà â ýêçèíå ìèêðîñïîð íà ñòàäèè ïîçäíåé
òåòðàäû.
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Ðèñ. 3. Ìèêðîñïîðà â íà÷àëå (à) è â êîíöå (á—ä) ñðåäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè äî (à—â) è ïîñëå (ã, ä) àöåòîëèçà.

à, á, ã — îáëàñòü áóäóùåé àïåðòóðû; â, ä — âíåàïåðòóðíûé ó÷àñòîê. ê — êàëëîçà, ñ — ñòîëáèê ýêòýêçèíû; ñòðåëêè óêàçûâàþò íà àïåðòóðó, ãîëîâêè

ñòðåëîê — íà íåïðåðûâíûé ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ó÷àñòîê ïîêðîâà, ïàðà ãîëîâîê ñòðåëîê — íà òîíêèé ñâåòëûé êàíàë â ñòîëáèêå, çâåçäî÷êè — îñìèî-
ôèëüíûå ýëåìåíòû â àïåðòóðíîé îáëàñòè. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à — 1 ìêì, á, ã — 0.5 ìêì, â, ä — 0.2 ìêì.



Îáñóæäåíèå

Ðàííèå ðàáîòû ïî èçó÷åíèþ öèòîõèìèè ýêçèíû âûÿ-
âèëè îòñóòñòâèå ñïåöèôè÷åñêèõ êðàñèòåëåé íà ñïîðîïîë-
ëåíèí (Southworth, 1973). Âìåñòå ñ òåì áûëî ïîêàçàíî,
÷òî, àíàëèçèðóÿ ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ îáîëî÷åê â ÓÔ è
âîçáóæäàåìîé ïðè ýòîì àóòîôëóîðåñöåíöèè, ìîæíî äèô-
ôåðåíöèðîâàòü ñëîè ýêçèíû (Willemse, 1972; Southworth,
1983). Îäíàêî òåõíè÷åñêèå âîçìîæíîñòè òîãî âðåìåíè íå
ïîçâîëÿëè ðåãèñòðèðîâàòü ñëàáûå ñèãíàëû è ïîëó÷àòü
óäîâëåòâîðèòåëüíîå èçîáðàæåíèå ôëóîðåñöèðóþùèõ
ìèêðîñïîð. Íà îñíîâå íîâîé èíñòðóìåíòàëüíîé áàçû äëÿ
âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè â ðàáîòå ïî-
êàçàëè íàêîïëåíèå â îáîëî÷êå ôåíèëïðîïàíîèäíûõ êîì-
ïîíåíòîâ ñïîðîïîëëåíèíà â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ìèêðî-
ñïîðû è ïûëüöåâîãî çåðíà (ðèñ. 1). Ïîëó÷åííûå ïðè ýòîì
ðåçóëüòàòû áûëè ñîïîñòàâëåíû ñ äàííûìè ÒÝÌ î ôîðìè-
ðîâàíèè ýêçèíû (ðèñ. 2—4; ñì. òàáëèöó), à òàêæå ñ ðåçó-
ëüòàòàìè ôëóîðåñöåíòíîãî âûÿâëåíèÿ ÀÔÊ â ýêçèíå ìèê-
ðîñïîð (ðèñ. 5). Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü ëîêàëèçàöèþ
â ñïîðîäåðìå íåïîëèìåðèçîâàííûõ êîìïîíåíòîâ ñïîðî-

ïîëëåíèíà, ìû èçó÷àëè åå óñòîé÷èâîñòü ê àöåòîëèçó. Ýòî
ñâîéñòâî ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ñïîðî-
ïîëëåíèíà (Blackmore et al., 2007). Ýêçèíà çðåëîé ïûëü-
öû, êàê ïðàâèëî, óñòîé÷èâà ê àöåòîëèçó, îäíàêî èçâåñòíû
ìóòàíòíûå ðàñòåíèÿ ñ ÷óâñòâèòåëüíîé ýêçèíîé. Â êà÷åñò-
âå ïðèìåðà ìîæíî ïðèâåñòè ìóòàíò àðàáèäîïñèñà flp1 (fa-

celess pollen-1), ó êîòîðîãî â òàïåòóìå ïðîèñõîäèò ñèíòåç
ïðåäøåñòâåííèêîâ ñïîðîïîëëåíèíà, íî óñòîé÷èâîñòü ýê-
çèíû ñóùåñòâåííî ñíèæåíà (Ariizumi et al., 2003). Ýòî
ñâÿçûâàþò ñ íàðóøåíèÿìè ïîëèìåðèçàöèè ñïîðîïîëëåíè-
íà è (èëè) ïðîöåññîâ äîñòàâêè åãî ïðåäøåñòâåííèêîâ èç
òàïåòóìà â îáîëî÷êó ìèêðîñïîðû.

Àíàëèç ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîð ïîêàçàë, ÷òî îáà ìåòî-
äà — ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ è ÒÝÌ — âûÿâëÿþò
íàêîïëåíèå êîìïîíåíòîâ ñïîðîïîëëåíèíà íà ñòàäèÿõ
ñðåäíåé è ïîçäíåé òåòðàäû (ðèñ. 1, â, ä—æ; 3; 4; ñì. òàá-
ëèöó). Ýëåìåíòû ýêçèíû ïîñëå àöåòîëèçà ñîõðàíÿëè ñâîè
ðàçìåðû è ôîðìó, íî íåêîòîðûå èç íèõ ïðèîáðåòàëè
àæóðíóþ óëüòðàñòðóêòóðó: ñòîëáèêè è ïîêðîâ íà ñðåäíåé
òåòðàäíîé ñòàäèè (ðèñ. 3, ä) è ñòîëáèêè è ïîäñòèëàþùèé
ñëîé â ïîçäíåé òåòðàäå (ðèñ. 4, ã). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ñïî-

Íàêîïëåíèå ñïîðîïîëëåíèíà â îáîëî÷êå ìèêðîñïîðû â ïðîöåññå åå ðàçâèòèÿ 181

Ðèñ. 4. Îáîëî÷êà ìèêðîñïîðû íà ïîçäíåé òåòðàäíîé ñòàäèè äî (à, á) è ïîñëå (â, ã) àöåòîëèçà.

à, â — îáëàñòü áóäóùåé ýíäîàïåðòóðû, ñòðåëêàìè óêàçàíû ýëåêòðîííî-ïëîòíûå ëàìåëëû ëèíçîâèäíîãî òåëà àïåðòóðû; á, ã — âíåàïåðòóðíûé ó÷àñòîê
ñïîðîäåðìû. ê — êàëëîçà, ï — ïîêðîâ, ñ — ñòîëáèê ýêòýêçèíû, ýíä — ýíäýêçèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à, â — 0.5 ìêì, á, ã — 0.2 ìêì.



ðîïîëëåíèíîâîì ìàòðèêñå áûëè ïîëîñòè, çàïîëíåííûå
ñâîáîäíûìè, íå âêëþ÷åííûìè â ïîëèìåð êîìïîíåíòàìè.
Òàêèì îáðàçîì, íà ñòàäèè òåòðàä èäåò ïîëèìåðèçàöèÿ
ñïîðîïîëëåíèíà âî âñåì îáúåìå ýòèõ ýëåìåíòîâ ýêçèíû.
Íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ, êîãäà òîëùèíà ïîêðîâà ñóùå-
ñòâåííî âîçðàñòàåò (ñì. òàáëèöó), ïðîöåññ ïîëèìåðèçà-
öèè, ïî-âèäèìîìó, ëîêàëèçîâàí ïðåèìóùåñòâåííî íà ïî-
âåðõíîñòè. Ïîëó÷åííûå äàííûå âûÿâëÿþò ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü çàâåðøåíèÿ «îáúåìíîé» ïîëèìåðèçàöèè â õîäå
ðàçâèòèÿ òåòðàäû: â ïåðâóþ î÷åðåäü óñòîé÷èâîñòü ê àöå-
òîëèçó ïðèîáðåòàåò íàðóæíûé ñëîé — ïîêðîâ.

Â öåëîì íàøè äàííûå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ îáùå-
ïðèíÿòûìè ïðåäñòàâëåíèÿìè î òîì, ÷òî õàðàêòåðíûé ïàò-
òåðí ýêçèíû âîçíèêàåò ðàíüøå, ÷åì çàâåðøàåòñÿ ïîëèìå-
ðèçàöèÿ ñïîðîïîëëåíèíà (Scott, 1994). Â îñíîâå òàêèõ
ïðåäñòàâëåíèé ëåæèò ðàííÿÿ ðàáîòà (Heslop-Harrison,
1968) îá èçìåíåíèè óñòîé÷èâîñòè ñïîðîäåðìû ê àöåòîëè-
çó â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîðû ëèëèè.

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ïåðèîä íàêàíóíå è
ñðàçó ïîñëå ðàñïàäà òåòðàä ìèêðîñïîð (ðèñ. 1, å, æ). Íà
ýòîé ñòàäèè ìîæíî âûäåëèòü îáëàñòè ñïîðîäåðìû, ãäå
ïðèñóòñòâóåò òîëüêî ïîëèìåðèçîâàííûé ñïîðîïîëëå-
íèí, — àïåðòóðû, öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü êîòîðûõ ñîäåðæèò
òîëñòûå óñòîé÷èâûå ê àöåòîëèçó ëàìåëëû (ðèñ. 4, à, â) è
õàðàêòåðèçóåòñÿ íàèáîëåå ÿðêîé àóòîôëóîðåñöåíöèåé
(ðèñ. 1, å, æ). Â òî æå âðåìÿ â ìåæàïåðòóðíûõ îáëàñòÿõ
íàðÿäó ñ ïîëèìåðèçîâàííûì ñïîðîïîëëåíèíîì âûÿâëÿ-
þòñÿ ñâîáîäíûå èëè íåïðî÷íî ñâÿçàííûå ôåíèëïðîïàíî-
èäíûå êîìïîíåíòû, âûìûâàåìûå â õîäå àöåòîëèçà
(ðèñ. 4, ã). Èìåííî ýòó ñòàäèþ ìû âûáðàëè äëÿ èçó÷åíèÿ
âîïðîñà îá ó÷àñòèè ÀÔÊ â ôîðìèðîâàíèè ýêçèíû. Ñ ýòîé

öåëüþ áûë èñïîëüçîâàí ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Mito-
SOX. Â ãèäðîôîáíîì îêðóæåíèè êðàñèòåëü, îêèñëåííûé
â ðåàêöèè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÀÔÊ, èíòåíñèâíî ôëóîðåñ-
öèðóåò ïðè âîçáóæäåíèè â çåëåíîé îáëàñòè. Â êà÷åñòâå
ãèäðîôîáíîé ìàòðèöû ìîæåò ñëóæèòü ìîëåêóëà ÄÍÊ, èñ-
êóññòâåííàÿ ãèäðîôîáíàÿ ìåìáðàíà èëè ýêçèíà (Olmsted,
Kearns, 1977; Bunker et al., 1999; Ñìèðíîâà è äð., 2009). Â
èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì èçîëèðî-
âàííûõ ýêçèí, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êðàñèòåëü îêèñëÿåòñÿ
ñóïåðîêñèä-ðàäèêàëîì, íî íå ïåðåêèñüþ âîäîðîäà (Ñìèð-
íîâà è äð., 2009).

Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ MitoSOX ïîâåðõíîñòü ìèêðîñïîð
â ïîçäíèõ òåòðàäàõ èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðîâàëà, èñêëþ-
÷àÿ ïîðîâûå îáëàñòè (ðèñ. 5, à). Àóòîôëóîðåñöåíöèÿ â
ýòèõ óñëîâèÿõ âîçáóæäåíèÿ è ñúåìêè áûëà î÷åíü íèçêîé
è âûÿâëÿëàñü ãëàâíûì îáðàçîì èìåííî â ïîðîâûõ îáëàñ-
òÿõ (ðèñ. 5, á). Ïîñêîëüêó ÑÎÄ ñóùåñòâåííî ñíèæàëà èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè îáîëî÷êè, îêðàøåííîé Mito-
SOX (ðèñ. 5, â), ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î ïðèñóòñòâèè â ýê-
çèíå çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ ñóïåðîêñèä-ðàäèêàëà.
Âûÿâëåíèå ìèòîõîíäðèé â ìèêðîñïîðàõ, îáðàáîòàííûõ
ÑÎÄ, õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû î ñåãðå-
ãàöèè ýòîãî êðàñèòåëÿ â ìèòîõîíäðèÿõ, ãäå îí ñâÿçûâàåò-
ñÿ ñ ÄÍÊ è îêèñëÿåòñÿ ñóïåðîêñèä-ðàäèêàëîì (Robinson
et al., 2006).

Òàêèì îáðàçîì, â ýêçèíå ìèêðîñïîðû âûÿâëåíû çîíû
â îáëàñòè àïåðòóðû, ãäå ñîñðåäîòî÷åí ïîëèìåðèçîâàííûé
ñïîðîïîëëåíèí è íå îáíàðóæèâàþòñÿ ÀÔÊ, è ìåæàïåð-
òóðíûå çîíû, ãäå ïðîöåññ ïîëèìåðèçàöèè ñïîðîïîëëåíè-
íà åùå íå çàâåðøåí è ãäå ïðèñóòñòâóþò çíà÷èòåëüíûå êî-
ëè÷åñòâà ñóïåðîêñèä-ðàäèêàëà. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñò-
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Ðèñ. 5. Âûÿâëåíèå ÀÔÊ â îáîëî÷êå (à) è â ìèòîõîíäðèÿõ (â) ìèêðîñïîð ñ èñïîëüçîâàíèåì MitoSOX Red.

Àóòîôëóîðåñöåíöèÿ ìèêðîñïîð (á), âîçáóæäàåìàÿ â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà, áûëà ïðåíåáðåæèìî ìàëà. ßðêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ îáîëî÷åê (à) èñ÷åçàëà
ïîñëå îáðàáîòêè òåòðàä ÑÎÄ (â), ïðè ýòîì âûÿâëÿëèñü îêðàøåííûå ìèòîõîíäðèè. ã—å — òå æå òåòðàäû â ñâåòëîì ïîëå. Ñòðåëêàìè óêàçàíû îáëàñòè

àïåðòóð. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



âóþò îá ó÷àñòèè ÀÔÊ â ôîðìèðîâàíèè ïîëèìåðíîé ñåòè
ìàòðèêñà ýêçèíû. Ñóïåðêîêñèä-ðàäèêàë, ñïîíòàííî èëè
ïîä äåéñòâèåì ñóïåðîêñèääèñìóòàçû, ïðèñóòñòâóþùåé â
îáîëî÷êå ïûëüöû (Alché et al., 1998), ñïîñîáåí ïåðåõî-
äèòü â ïåðåêèñü âîäîðîäà. Ïîñëåäíÿÿ ìîæåò ñëóæèòü ñóá-
ñòðàòîì ðåàêöèé îêèñëèòåëüíîé ïîëèìåðèçàöèè êîìïî-
íåíòîâ ñïîðîïîëëåíèíà ñ îáðàçîâàíèåì õèìè÷åñêè óñòîé-
÷èâîãî áèîïîëèìåðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 11-04-00605-à è 10-04-00945-à) è Ôåäåðàëüíîé öåëå-
âîé ïðîãðàììû «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàä-
ðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» ïî íàïðàâëåíèþ
«Êëåòî÷íûå òåõíîëîãèè» (Ãîñóäàðñòâåííûé êîíòðàêò
Ï-403).
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SPOROPOLLENIN ACCUMULATION IN NICOTIANA TABACUM L. MICROSPORE WALL

DURING ITS DEVELOPMENT

N. P. Matveyeva,1,* S. V. Polevova,2 A. V. Smirnova,1 I. P. Yermakov1

1 Plant Physiology Department and 2 Higher Plant Department of Biology Faculty,

M. V. Lomonosov Moscow State University;

* e-mail: n.matveyeva@yandex.ru

Accumulation of sporopollenin components in microspore wall, its polymerization dynamics and possible
participation of reactive oxygen species (ROS) in this process has been studied. For this purpose fluorescent and
electron microscopy (TEM) was used. It has been determined that phenylpropanoid components of sporopolle-
nin that form the exine accumulate in the microspore cell wall at the middle and late tetrad stages. At the late tet-
rad stage, they fully cover the microspore surface and accumulate abundantly in aperture areas. In accordance
with this, numerous thick sporopollenin lamellae, electron-dense and acetolysis-resistant, emerge in aperture
areas. Exine in the areas between apertures includes both acetolysis-resistant sporopollenin and washout compo-
nents. These particular parts of the wall are intensively stained with fluorescent dye MitoSOX, which detects the
presence of ROS. The staining disappeared after the treatment of microspore with superoxide dismutase, de-
monstrating the presence of superoxide in the exine. Superoxide easily converts to hydrogen peroxide, which
can cause oxidative polymerization of sporopollenin components, leading to the formation of chemically stable
biopolymer. The data obtained favor the hypothesis of ROS involvement in the formation of sporopollenin.

K e y w o r d s: exine, microspore tetrad, sporopollenin, ROS.
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