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Ðåãóëÿöèÿ èîííîãî òðàíñïîðòà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâûõ òðóáîê ïåðîêñèäîì âîäîðîäà

Ïîëÿðíûé ðîñò ïûëüöåâîé òðóáêè — êëþ÷åâîé ýòàï æèçíåííîãî öèêëà ñåìåííûõ ðàñòåíèé, îò êîòî-
ðîãî çàâèñèò óñïåõ ïîëîâîé ðåïðîäóêöèè. Îäíèì èç âàæíåéøèõ êîìïîíåíòîâ ýòîãî ïðîöåññà ÿâëÿåòñÿ
÷åòêî ñêîîðäèíèðîâàííûé âî âðåìåíè è ïðîñòðàíñòâå òðàíñïîðò èîíîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðà-
íó. Â ðåãóëÿöèè òðàíñìåìáðàííîãî èîííîãî òðàíñïîðòà ó÷àñòâóþò ðàçëè÷íûå êëàññû ñèãíàëüíûõ ìîëå-
êóë, âêëþ÷àÿ, ïî ïîñëåäíèì äàííûì, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, èñïîëü-
çóÿ â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû ñóáïðîòîïëàñòû, âûäåëåííûå èç ïûëüöåâûõ òðóáîê, ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ïåðîêñèä âîäîðîäà ìîæåò áûòü ðåãóëÿòîðîì äâóõ ìèøåíåé íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå — íèôåäè-
ïèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ca2+-êàíàëîâ è èîí-òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì, êîíòðîëèðóþùèõ ìåìáðàííûé ïîòåíöè-
àë. Â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà íà ýòè ìèøåíè ïðîèñõîäèëè óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷-
íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ è ãèïåðïîëÿðèçàöèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Îäíèì èç ñëåäñòâèé óâåëè÷åíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ áûëî óñêîðåíèå ðåãåíåðàöèè êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïîëÿðíûé ðîñò, ïûëüöåâàÿ òðóáêà, ïðîòîïëàñò, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, Ca2+,
ÀÔÊ, ïåðîêñèä âîäîðîäà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: DAPI — 4’,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë, di-4-ANEPPS — ïèðèäè-
íèé-4-(2-(-6-(äèáóòèëàìèíî)-2-íàôòàëåíèë)ýòåíèë)-1-(3-ñóëüôîïðîïèë)-ãèäðîêñèä, DiBAC4(3) — áèñ-
(1,3-äèáóèëáàðáèòóðîâàÿ êèñëîòà) òðèìåòèíîêñàíîë, DPI — äèôåíèëåíèîäîíèóì.

Ïûëüöåâàÿ òðóáêà — øèðîêî èñïîëüçóåìûé ìîäåëü-
íûé îáúåêò äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïîëÿðíîãî êëåòî÷-
íîãî ðîñòà (Rounds, Bezanilla, 2013). Ïðîðàñòàíèå ïûëü-
öåâîãî çåðíà íà ðûëüöå ïåñòèêà è äàëüíåéøèé íàïðàâëåí-
íûé ðîñò ïûëüöåâîé òðóáêè îáåñïå÷èâàþò äîñòàâêó
ñïåðìèåâ ê æåíñêîìó ãàìåòîôèòó, êîíòðîëèðóÿ óñïåõ ïî-
ëîâîãî ðàçìíîæåíèÿ â öåëîì. Âàæíàÿ ðîëü èîííîãî
òðàíñïîðòà â ïîääåðæàíèè ïîëÿðíîãî ðîñòà óáåäèòåëüíî
äîêàçàíà (Hepler et al., 2006). Òðàíñìåìáðàííûå òîêè ðÿäà
èîíîâ (Ca2+, H+, K+ è Cl NO–
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– ) íåîáõîäèìû äëÿ ïîääåð-
æàíèÿ ïîëÿðíîñòè, ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà, òóðãîðà, âå-
çèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, ôóíêöèîíèðîâàíèÿ öèòîñêåëåòà
è ïîëÿðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ îðãàíåëë (Michard et al.,
2009).

Â ïîñëåäíèå ãîäû íàêàïëèâàþòñÿ óáåäèòåëüíûå äàí-
íûå îá ó÷àñòèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â ïî-
ëÿðíîì ðîñòå, îäíàêî èõ ðîëü èçó÷åíà íåäîñòàòî÷íî. Ïå-
ðîêñèä âîäîðîäà (H2O2) ÿâëÿåòñÿ îòíîñèòåëüíî ñòàáèëü-
íîé íåðàäèêàëüíîé è íåçàðÿæåííîé ôîðìîé, áëàãîäàðÿ
÷åìó ïðîíèêàåò ÷åðåç áèîëîãè÷åñêèå ìåìáðàíû. Ýòî
ñâîéñòâî îïðåäåëÿåò ñëîæíûé õàðàêòåð ñóáêëåòî÷íîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ H2O2 (Petrov, Breusegem, 2012). Îäíîâðå-
ìåííî ñ ýòèì êîíöåíòðàöèÿ H2O2 ìîæåò áûñòðî ìåíÿòüñÿ
âî âðåìåíè áëàãîäàðÿ èçìåíåíèþ áàëàíñà åãî ïðîäóêöèè
è ëèêâèäàöèè (Demidchik, 2014). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè

îñîáåííîñòè äåëàþò H2O2 óíèâåðñàëüíîé ñèãíàëüíîé ìî-
ëåêóëîé, îáåñïå÷èâàþùåé ïåðåäà÷ó êàê âíóòðèêëåòî÷-
íûõ, òàê è ìåæêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ (Mittler et al., 2004).

Íà ïîâåðõíîñòè ïûëüöåâîãî çåðíà è òðóáêè
ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçà ïëàçìàëåììû ãåíåðèðóåò O
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– • , êîòîðûé
áûñòðî äèñìóòèðóåò ñ îáðàçîâàíèåì H2O2 (Potocky et al.,
2007). Òàêæå ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ïðîäóêöèè ÀÔÊ ó÷à-
ñòâóþò ìèòîõîíäðèè, îäíàêî èõ âêëàä èçó÷åí íåäîñòà-
òî÷íî (Rounds et al., 2011). Ïîêàçàíî, ÷òî ýíäîãåííîå îá-
ðàçîâàíèå ÀÔÊ íåîáõîäèìî äëÿ óñïåøíîãî ïðîðàñòàíèÿ
ïûëüöåâîãî çåðíà è ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè in vitro. Âû-
ñîêèå êîíöåíòðàöèè DPI (èíãèáèòîðà ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû)
è òàêèõ àíòèîêñèäàíòîâ, êàê àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà è
Mn-TMPP, ïîäàâëÿþò ïðîðàñòàíèå ïûëüöåâûõ çåðåí
(Ñìèðíîâà è äð., 2009; Smirnova et al., 2013). Áëîêèðîâà-
íèå ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû ñ ïîìîùüþ DPI èëè àíòèñìûñëî-
âîé îëèãîÄÍÊ ñóùåñòâåííî ñíèæàåò ñêîðîñòü ðîñòà ïû-
ëüöåâûõ òðóáîê, îäíàêî ïðè äîáàâëåíèè H2O2 ðîñò âîñ-
ñòàíàâëèâàåòñÿ (Potocky et al., 2007).

Â òî æå âðåìÿ ïîêàçàíî íàêîïëåíèå ÀÔÊ â ðûëüöàõ
ìíîãèõ âèäîâ èç ðàçíûõ òàêñîíîìè÷åñêèõ ãðóïï ïðè ïîä-
ãîòîâêå ê îïûëåíèþ, ïðè ýòîì îñíîâíîé ôîðìîé ÿâëÿåòñÿ
H2O2 (McInnis et al., 2006). Îñîáåííî âûñîêà êîíöåíòðà-
öèÿ H2O2 â ïàïèëëàõ ðûëüöà, íà êîòîðûõ ïðîèñõîäèò ïðî-
ðàñòàíèå ïûëüöû in vivo. Îäíà èç ãèïîòåç ïðåäïîëàãàåò,
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÷òî âíåêëåòî÷íûå ÀÔÊ ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü íå òîëü-
êî êàê ýíäîãåííûé ðåãóëÿòîð, íî è â êà÷åñòâå ìåæêëåòî÷-
íîãî ñèãíàëà ìåæäó æåíñêèìè òêàíÿìè è ìóæñêèì ãàìå-
òîôèòîì. Ïîäîáíûé ìåõàíèçì áûë îïèñàí äëÿ çàâåðøàþ-
ùåé ñòàäèè ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè: ëîêàëüíûé
ìàêñèìóì ÀÔÊ â çàðîäûøåâîì ìåøêå èíäóöèðóåò ðàç-
ðûâ òðóáêè è âûñâîáîæäåíèå ñïåðìèåâ, à â åãî îòñóòñò-
âèå òðóáêà ïðîäîëæàåò ðàñòè ïîñëå âõîäà â æåíñêèé ãà-
ìåòîôèò (Duan et al., 2014). Òàêèì îáðàçîì, ìû ìîæåì çà-
êëþ÷èòü, ÷òî H2O2 è äðóãèå ÀÔÊ, ïðîäóöèðóåìûå
æåíñêèìè òêàíÿìè èëè ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçîé ìóæñêîãî ãà-
ìåòîôèòà, ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðîâ ïðî-
ãàìíîé ôàçû îïëîäîòâîðåíèÿ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ.

Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ÀÔÊ íà ðåïðîäóêòèâ-
íûå ïðîöåññû â ðàñòåíèÿõ íà÷àëîñü â ñàìîå ïîñëåäíåå
âðåìÿ (Wudick, Feijo, 2014), â îñíîâíîì ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìóòàíòîâ Arabidopsis ïî ãåíàì ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû è âû-
øåñòîÿùèõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, òàêèõ êàê ïðîòåèíêè-
íàçà ANXUR. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó ýòèõ ìóòàíòîâ íàðó-
øàåòñÿ ïðîäóêöèÿ ÀÔÊ êàê in vitro, òàê è íà ðûëüöå (Bo-
isson-Dernier et al., 2013; Kaya et al., 2014), èçìåíÿþòñÿ
äèíàìèêà ðîñòà, âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà è îòëîæåíèÿ
êëåòî÷íîé ñòåíêè (Boisson-Dernier et al., 2013; Lassig
et al., 2014), à òàêæå âíóòðèêëåòî÷íàÿ äèíàìèêà Ca2+ è
òîêè K+ (Lassig et al., 2014). Â ñîâîêóïíîñòè ýòè äàííûå
óêàçûâàþò íà âàæíóþ ðîëü ýíäîãåííûõ ÀÔÊ â ðåãóëÿöèè
êàê èîí-òðàíñïîðòíûõ ïðîöåññîâ íà ïëàçìàëåììå, òàê è
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ïîä-
äåðæàíèå ïîëÿðíîãî ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè. Îäíàêî ïî-
ñêîëüêó ó ïûëüöåâûõ òðóáîê ìóòàíòîâ íàáëþäàþòñÿ
çàìåäëåííûé ðîñò è ìíîãî÷èñëåííûå öèòîëîãè÷åñêèå íà-
ðóøåíèÿ, íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì ðàçëè÷èòü ïåð-
âè÷íûå ýôôåêòû ÀÔÊ è èõ ìíîãî÷èñëåííûå ïîñëåäñò-
âèÿ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ êîíêðåòíûõ ìèøåíåé, îòâåòñòâåííûõ
çà âîñïðèÿòèå è ïåðåäà÷ó ÀÔÊ-ñèãíàëà, òðåáóåòñÿ èçó÷å-
íèå äåéñòâèÿ Í2Î2 íà ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó â áîëåå
ïðîñòîé ñèñòåìå, ÷åì èíòàêòíûå ïûëüöåâûå òðóáêè.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì â çàäà÷è íàñòîÿùåé ðàáîòû
âõîäèëî âûÿâëåíèå ìåìáðàííûõ ýôôåêòîâ H2O2, à òàêæå
ñâÿçàííûõ ñ íèìè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ýôôåêòîâ. Â êà÷å-
ñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà èñïîëüçîâàëè ñóáïðîòîïëàñòû,
âûäåëåííûå èç ïûëüöåâûõ òðóáîê òàáàêà. Êëþ÷åâûì
êîìïîíåíòîì ñèñòåìû ïîääåðæàíèÿ áàëàíñà ÀÔÊ ÿâëÿ-
åòñÿ êëåòî÷íàÿ ñòåíêà, ïîýòîìó èñïîëüçîâàíèå ïðîòîïëà-
ñòîâ ïîçâîëèëî äåéñòâîâàòü Í2Î2 â íèçêèõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ íåïîñðåäñòâåííî íà ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð à ñ ò è ò å ë ü í û é ì à ò å ð è à ë è â û ä å ë å í è å ï ð î -
ò î ï ë à ñ ò î â. Ðàñòåíèÿ òàáàêà Nicotiana tabacum L. ñîðòà
Petit Havana SR1 âûðàùèâàëè â êëèìàòè÷åñêîé êàìåðå â
êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâèÿõ (25 °Ñ, 16-÷àñîâîé ñâåòîâîé
äåíü) â âåðìèêóëèòå, ïîëèâàëè ðàñòâîðîì ìèíåðàëüíûõ
ñîëåé (Nitsch, 1965). Ïûëüíèêè èçâëåêàëè èç öâåòêîâ íà-
êàíóíå ðàñêðûâàíèÿ è âûñóøèâàëè â òåðìîñòàòå (25 °C) â
òå÷åíèå 3 ñóò. Ïûëüöó èç ðàñêðûâøèõñÿ ïûëüíèêîâ ñîáè-
ðàëè â ïðîáèðêè è õðàíèëè ïðè –20 °C. Íàâåñêè ñóõîé
ïûëüöû èíêóáèðîâàëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 25 °C â òå-
÷åíèå 2 ÷, ïîñëå ÷åãî èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðîðàùèâàíèÿ è
ïîñëåäóþùåãî âûäåëåíèÿ ïðîòîïëàñòîâ.

Ïûëüöåâûå çåðíà ïðîðàùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â
ñòàíäàðòíîé ñðåäå ïðè 25 °C â òå÷åíèå 1 ÷. Ïûëüöåâûå
òðóáêè îñàæäàëè îäíîêðàòíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì

(1 ìèí, 3300 g), ïåðåíîñèëè â ãèïåðòîíè÷åñêóþ ñðåäó ñ
ôåðìåíòàìè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 29 °C. Ïî
îêîí÷àíèè âûäåëåíèÿ ñóñïåíçèþ ïðîòîïëàñòîâ îòìûâàëè
îò ôåðìåíòîâ è ôðàãìåíòîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè (äâà öèêëà
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïî 30 ñ ïðè 600 g è ðåñóñïåíäèðîâà-
íèå â ãèïåðòîíè÷åñêîé ñðåäå áåç ôåðìåíòîâ). Ïîëó÷åí-
íóþ ñóñïåíçèþ èñïîëüçîâàëè äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèé.

Ð å à ê ò è â û. Öåëëþëàçà Trichoderma viride (MP Bio-
medicals, ÑØÀ), ïåêòèíàçà Aspergillus niger (Sigma,
ÑØÀ), Calcofluor White M2R èëè Tinopal (MP Biomedi-
cals, ÑØÀ), ïåðîêñèä âîäîðîäà (Panreac, Èñïàíèÿ),
di-4-ANEPPS, DiBAC4(3), Fluo-3-AM, Pluronic F-127 (Mo-
lecular probes, Íèäåðëàíäû), íèôåäèïèí (Sigma, ÑØÀ).

Ñ î ñ ò à â ï è ò à ò å ë ü í û õ ñ ð å ä. Ñòàíäàðòíàÿ ñðåäà:
0.3 Ì ñàõàðîçû, 1.6 ìÌ H3BO3, 3 ìÌ Ca(NO3)2, 0.8 ìÌ
MgSO4 è 1 ìÌ KNO3 â 25 ìÌ MES-Tris-áóôåðå, pH 5.8.
Ãèïåðòîíè÷åñêàÿ ñðåäà äëÿ âûäåëåíèÿ ïðîòîïëàñòîâ èç
ïûëüöåâûõ òðóáîê òàáàêà èìåëà ñîëåâîé ñîñòàâ, àíàëî-
ãè÷íûé ñòàíäàðòíîé ñðåäå, ê êîòîðîìó äîáàâëÿëè 0.7 Ì
ñàõàðîçû, 0.7 Ì ìàííèòîëà, 2 % öåëëþëàçû T. viride è 1 %
ïåêòèíàçû A. niger.

Ö è ò î ë î ã è ÷ å ñ ê à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ñ ó á ï ð î -
ò î ï ë à ñ ò î â. Äëÿ êîíòðîëÿ ïðîöåäóðû âûäåëåíèÿ ïðîòî-
ïëàñòîâ èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü Tinopal, ñâÿçûâàþùèéñÿ
ñ öåëëþëîçîé è äðóãèìè b-ãëþêàíàìè êëåòî÷íîé ñòåíêè.
Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí, ðàáî÷àÿ êîí-
öåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ ñîñòàâëÿëà 10–2 ìã/ìë, ïîñëå îêðà-
øèâàíèÿ ïðîâîäèëè îäíîêðàòíóþ îòìûâêó. Äëÿ îêðàøè-
âàíèÿ ÿäåð èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü DAPI, ñâÿçûâàþùèé-
ñÿ ñ AT-îáîãàùåííûìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ. Îêðàøèâàíèå
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí, êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðà-
ñèòåëÿ ñîñòàâëÿëà 10–3 ìã/ìë.

È ç ì å ð å í è å ì å ì á ð à í í î ã î ï î ò å í ö è à ë à. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àáñîëþòíîé âåëè÷èíû ìåìáðàííîãî ïîòåí-
öèàëà â ïîïóëÿöèè ïðîòîïëàñòîâ èñïîëüçîâàëè ìåäëåí-
íûé êðàñèòåëü DiBAC4(3) (Áðåéãèíà è äð., 2009á). Äëÿ
èçó÷åíèÿ äèíàìèêè èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
â èíäèâèäóàëüíûõ ïðîòîïëàñòàõ èñïîëüçîâàëè áûñòðûé
êðàñèòåëü di-4-ANEPPS (Áðåéãèíà è äð., 2009á). Äëÿ
îêðàøèâàíèÿ di-4-ANEPPS ïðîòîïëàñòû ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â ãèïåðòîíè÷åñêîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 ìêÌ êðàñèòå-
ëÿ. Ê îêðàøåííîé ñóñïåíçèè íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå äî-
áàâëÿëè ãèïåðòîíè÷åñêóþ ñðåäó (â êîíòðîëå) èëè Í2Î2

(êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ â êàïëå 10 ìêÌ) è íåìåäëåííî
ìèêðîñêîïèðîâàëè â ðåæèìå ïîêàäðîâîé ñúåìêè ñ èíòåð-
âàëîì 30 ñ. Îêðàøèâàíèå êëåòîê (êàê æèâûõ, òàê è ôèê-
ñèðîâàííûõ) DiBAC4(3) ïðîâîäèëè ïðè 25 °C â òå÷åíèå
10 ìèí îäíîâðåìåííî ñ âîçäåéñòâèåì H2O2. Êîíå÷íàÿ
êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ ñîñòàâëÿëà 5 ìêÌ. Ðàñ÷åò çíà-
÷åíèé ïîòåíöèàëà ïðîâîäèëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì äåïîëÿðèçîâàííîãî êîíòðîëÿ (Áðåéãèíà
è äð., 2009á).

È ç ì å ð å í è å â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î é ê î í ö å í ò ð à -
ö è è Ca2+. Ñóáïðîòîïëàñòû èíêóáèðîâàëè â ãèïåðòîíè÷å-
ñêîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 ìêÌ Fluo-3 AM è 0.1 % Plu-
ronic F-127, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °C (Qu et al., 2012).
Çàòåì ñóáïðîòîïëàñòû îòìûâàëè îò êðàñèòåëÿ (öåíòðè-
ôóãèðîâàíèå 30 ñ ïðè 600 g è ðåñóñïåíäèðîâàíèå â ãèïåð-
òîíè÷åñêîé ñðåäå áåç êðàñèòåëÿ) è ïðîâîäèëè ïîñòèíêó-
áàöèþ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 25 °C. Ê ñóñïåíçèè îêðà-
øåííûõ ñóáïðîòîïëàñòîâ â êàïëå íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå
äîáàâëÿëè ãèïåðòîíè÷åñêóþ ñðåäó (êîíòðîëü) èëè Í2Î2

(êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 10 ìêÌ) è íåìåäëåííî ìèê-
ðîñêîïèðîâàëè â ðåæèìå ïîêàäðîâîé ñúåìêè ñ èíòåð-

Ðåãóëÿöèÿ èîííîãî òðàíñïîðòà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâûõ òðóáîê ïåðîêñèäîì âîäîðîäà 721



âàëîì 30 ñ. Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ Ca2+-êàíàëîâ îêðàøåííûå
ñóáïðîòîïëàñòû çà 10 ìèí äî äåéñòâèÿ Í2Î2 îáðàáàòûâà-
ëè íèôåäèïèíîì â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ.

Î ö å í ê à ð å ã å í å ð à ö è è ê ë å ò î ÷ í î é ñ ò å í ê è.
Äëÿ ðåãåíåðàöèè êëåòî÷íîé ñòåíêè ïðîòîïëàñòû èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 20 ÷ â ãèïåðòîíè÷åñêîé ñðåäå áåç ôåð-
ìåíòîâ ïðè 25 °C. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè îêðàøèâàëè
Tinopal (ïðîòîêîë îêðàøèâàíèÿ ñì. âûøå).

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 é. Èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Axioplan 2
imaging MOT, ñíàáæåííûé ñîîòâåòñòâóþùèìè áëîêàìè
ñâåòîôèëüòðîâ, ðòóòíîé ëàìïîé è öèôðîâîé êàìåðîé Axi-
oCam HRñ (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ïðèìåíÿëè ñëåäóþùèå áëî-
êè ñâåòîôèëüòðîâ: âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè â äèàïà-
çîíå äëèí âîëí 359—371 íì è ðåãèñòðàöèÿ ýìèññèè ïðè
äëèíàõ âîëí áîëåå 397 íì (Calcofluor White M2R è DAPI),
âîçáóæäåíèå â äèàïàçîíå äëèí âîëí 475—495 íì è ðåãè-
ñòðàöèÿ â äèàïàçîíå 515—565 íì (DiBAC4(3)), âîçáóæäå-
íèå â èíòåðâàëàõ 450—490 è 540—552 íì, à ðåãèñòðàöèÿ
ïðè äëèíàõ âîëí áîëåå 515 è 590 íì ñîîòâåòñòâåííî
(di-4-ANEPPS).

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé èñïîëü-
çîâàëè ïàêåò ïðèëîæåíèé AxioVision (Zeiss, Ãåðìàíèÿ).
Äëÿ îöåíêè âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ èçìåðÿ-
ëè ñðåäíåå çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè Fluo-3 íà ôèêñèðî-
âàííîé ïëîùàäè â öåíòðå ñóáïðîòîïëàñòà, èçáåãàÿ ïðè-
ìåìáðàííîé îáëàñòè è ó÷àñòêîâ, ñîäåðæàùèõ âàêóîëè.
Èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè DiBAC4(3) ïðîâîäèëè àíàëî-
ãè÷íûì îáðàçîì. Äëÿ èçó÷åíèÿ äèíàìèêè ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà ñ èñïîëüçîâàíèåì di-4-ANEPPS èçìåðÿëè
ôëóîðåñöåíöèþ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðè âîçáóæ-

äåíèè â ñèíåé (Fb) è çåëåíîé (Fg) îáëàñòÿõ, ïîñëå ÷åãî
íàõîäèëè îòíîøåíèå ýòèõ âåëè÷èí. Ïîñêîëüêó, êàê áûëî
ïîêàçàíî ðàíåå, çíà÷åíèÿ ïîòåíöèàëà âàðüèðóþò íà ðàç-
íûõ ó÷àñòêàõ ïîâåðõíîñòè ïðîòîïëàñòîâ (Áðåéãèíà è äð.,
2009á), èñïîëüçîâàëè îòíîøåíèå, óñðåäíåííîå ïî ÷åòû-
ðåì òî÷êàì.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Âñå ýê-
ñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íå ìåíåå ÷åì â òðåõ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ïîâòîðíîñòÿõ. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îïðåäåëÿëè
ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè 0.05 èëè
0.01. Íà ðèñóíêàõ ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå
îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû

Ö è ò î ë î ã è ÷ å ñ ê à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ñ ó á ï ð î -
ò î ï ë à ñ ò î â. Âûäåëåííûå èç ïûëüöåâûõ òðóáîê òàáàêà
ñóáïðîòîïëàñòû áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ðÿäà îáùåïðèíÿòûõ ìåòîäîâ. Ñðåäíèé äèàìåòð ñóá-
ïðîòîïëàñòîâ ñîñòàâëÿë 24.9 � 0.3 ìêì (n = 59) (ðèñ. 1,
à). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ óñïåøíîãî âûäåëåíèÿ ïðîòîïëàñ-
òîâ ìàòåðèàëà êëåòî÷íîé ñòåíêè èõ îêðàøèâàëè Tinopal
(ðèñ. 1, à, á). Îêðàøèâàíèå DAPI ïîêàçàëî, ÷òî â âûäå-
ëåííûõ ñóáïðîòîïëàñòàõ îòñóòñòâóþò ÿäðî âåãåòàòèâíîé
êëåòêè è ãåíåðàòèâíàÿ êëåòêà. Òàêèì îáðàçîì, âûäåëåí-
íûå ñóáïðîòîïëàñòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé öèòîïëàñòû
(ðèñ. 1, â, ã).

Ï å ð î ê ñ è ä â î ä î ð î ä à â û ç û â à å ò ã è ï å ð ï î ë ÿ -
ð è ç à ö è þ ï ë à ç ì à ë å ì ì û. Äëÿ èçìåðåíèÿ äèíàìèêè
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé
êðàñèòåëü di-4-ANEPPS. Ïðè îêðàøèâàíèè ñóáïðîòîïëà-
ñòîâ di-4-ANEPPS ÷åòêî âûÿâëÿëàñü ïëàçìàëåììà è íå
ïðîèñõîäèëî èíòåðíàëèçàöèè êðàñèòåëÿ. Îòíîøåíèå
Fb/Fg, ÿâëÿþùååñÿ ïîêàçàòåëåì âåëè÷èíû ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà, ñîâïàäàëî ñ ðàíåå èçìåðåííûì îòíîøåíèåì
äëÿ ïûëüöåâûõ òðóáîê è ñîñòàâëÿëî â ñðåäíåì 1.8. Ïîñëå
äîáàâëåíèÿ H2O2 â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ ïðî-
èñõîäèëî ñíèæåíèå îòíîøåíèÿ Fb/Fg, ãîâîðÿùåå î ãèïåð-
ïîëÿðèçàöèè ìåìáðàíû; â êîíòðîëå âåëè÷èíà Fb/Fg áûëà
ñòàáèëüíà âî âðåìåíè (ðèñ. 2, a). Äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå
Fb/Fg â êîíòðîëå è ïðè äåéñòâèè H2O2 âûÿâëÿåòñÿ ÷åðåç
3 ìèí (P < 0.01), ÷òî óêàçûâàåò íà óñòàíîâëåíèå áîëåå îò-
ðèöàòåëüíîãî ïîòåíöèàëà.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ äåéñòâèÿ H2O2 íà àáñîëþòíûå çíà÷å-
íèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïîïóëÿöèè ïðîòîïëàñòîâ
èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü DiBAC4(3).
Ìîæíî âèäåòü ôèçèîëîãè÷åñêóþ ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿ-
öèè ïî âåëè÷èíå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ êàê â êîíòðîëå, òàê è
ïîä äåéñòâèåì Í2Î2. Îäíàêî ïîñëå 10-ìèíóòíîé èíêóáà-
öèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 ìêÌ H2O2, ïðîèñõîäèò ñìå-
ùåíèå ïîòåíöèàëà â ñòîðîíó áîëåå îòðèöàòåëüíûõ çíà-
÷åíèé (ðèñ. 2, á). Òàêèì îáðàçîì, ñäâèã ïîòåíöèàëà â ñòî-
ðîíó îòðèöàòåëüíûõ çíà÷åíèé îáíàðóæåí äâóìÿ
íåçàâèñèìûìè ìåòîäàìè.

H2O2 à ê ò è â è ð ó å ò í è ô å ä è ï è í - ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü -
í û å Ca2+ ê à í à ë û è ó â å ë è ÷ è â à å ò [Ca2+]in (âíóòðè-
êëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ êàëüöèÿ). Ñ ïðèìåíåíèåì êî-
ëè÷åñòâåííîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè áûëî âûÿâ-
ëåíî óâåëè÷åíèå [Ca2+]in ïðè äåéñòâèè 10 ìêÌ H2O2

(ðèñ. 3). Ïîäúåì [Ca2+]in áûë äîñòàòî÷íî áûñòðûì, äîñòî-
âåðíîå ïîâûøåíèå ðåãèñòðèðîâàëîñü óæå ÷åðåç 3 ìèí.
Ìàêñèìóì äîñòèãàëñÿ ÷åðåç 7.5 ìèí. Ïðè ýòîì èíãèáèòîð
Ca2+-êàíàëîâ íèôåäèïèí ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàë íàáëþ-
äàåìóþ äèíàìèêó: [Ca2+]in îñòàâàëàñü íà óðîâíå êîíòðîëÿ.

722 Í. Ì. Ìàêñèìîâ è äð.

Ðèñ. 1. Öèòîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ñóáïðîòîïëàñòîâ èç
ïûëüöåâûõ òðóáîê òàáàêà.

à — ñóáïðîòîïëàñò ëåæèò ðÿäîì ñ ýêçèíîé; á — òîò æå êàäð â ñâåòå ôëóî-
ðåñöåíöèè, îêðàøèâàíèå Tinopal: âèäíî îòñóòñòâèå êëåòî÷íîé ñòåíêè ó
ïðîòîïëàñòà, ýêçèíà ôëóîðåñöèðóåò; â — ñóáïðîòîïëàñò ëåæèò ðÿäîì ñ
ïûëüöåâûì çåðíîì; ã — òîò æå êàäð â ñâåòå ôëóîðåñöåíöèè, îêðàøèâà-
íèå DAPI: ñóáïðîòîïëàñò ëèøåí ÿäåð, â ïûëüöåâîì çåðíå âèäåí ÿäåðíûé

ìàòåðèàë. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî H2O2-èíäóöèðîâàííûé âõîä Ñà2+

ïðîèñõîäèò ÷åðåç íèôåäèïèí-÷óâñòâèòåëüíûå Ca2+-êàíà-
ëû ïëàçìàëåììû.

Ï å ð î ê ñ è ä â î ä î ð î ä à ñ ò è ì ó ë è ð ó å ò ð å ã å í å -
ð à ö è þ ê ë å ò î ÷ í î é ñ ò å í ê è. Â êà÷åñòâå òåñòà íà ôè-
çèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðîòîïëàñòîâ èñïîëüçîâàëè
îêðàøèâàíèå Tinopal, ìàðêèðóþùåå îòëîæåíèå ìàòåðèà-
ëà êëåòî÷íîé ñòåíêè. Ïðîòîïëàñòû ðåãåíåðèðóþò êëåòî÷-
íóþ ñòåíêó ïðèìåðíî çà 1 ñóò. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû
ðàçëè÷íûå ïàòòåðíû îòëîæåíèÿ ñòåíêè: ðåãåíåðèðîâàâ-
øèå ñòåíêó ïî âñåé ïîâåðõíîñòè (à), èìåþùèå îòäåëüíûå
ïýò÷è êëåòî÷íîé ñòåíêè (á) è íå èìåþùèå êëåòî÷íîé
ñòåíêè (â). Â êîíòðîëüíîé ñóñïåíçèè ÷åðåç 20 ÷ èíêóáà-
öèè âñòðå÷àëèñü âñå âàðèàíòû, ïðè÷åì òðåòüÿ êàòåãîðèÿ
ñîñòàâëÿëà â ñðåäíåì 20 %. Â ïðèñóòñòâèè H2O2 îòëîæå-
íèå ïîëèìåðîâ ïðîèñõîäèëî áûñòðåå: ÷åðåç 20 ÷ âñå ïðî-
òîïëàñòû, êîòîðûå èíêóáèðîâàëèñü â ïðèñóòñòâèè H2O2,
ïîñòðîèëè ñòåíêó, à òðåòüÿ êàòåãîðèÿ ñîñòàâëÿëà íå áî-
ëåå 2 %.

×òîáû ïðîâåðèòü, îïîñðåäîâàí ëè ýòîò ýôôåêò äåéñò-
âèåì Í2Î2 íà Ca2+-êàíàëû, ìû íàáëþäàëè ðåãåíåðàöèþ
â ïðèñóòñòâèè áëîêàòîðà êàíàëîâ íèôåäèïèíà. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî íèôåäèïèí ñíèæàåò ñêîðîñòü ðåãåíåðàöèè ïðàê-
òè÷åñêè äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ (ðèñ. 4, ã). Òàêèì îáðà-
çîì, âëèÿíèå H2O2 íà ñèíòåç êëåòî÷íîé ñòåíêè îïîñðå-
äîâàíî âõîäîì Ca2+ ÷åðåç íèôåäèïèí-÷óâñòâèòåëüíûå
êàíàëû.

Îáñóæäåíèå

Ñóáïðîòîïëàñòû èç ïûëüöåâûõ òðóáîê ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ôðàãìåíòû âåãåòàòèâíîé êëåòêè, íå ñîäåðæàùèå
ÿäåð, è ãåíåðàòèâíûå êëåòêè, èçîëèðîâàííûå íà ñòàäèè
ïîëÿðíîãî ðîñòà. Ïðè ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå îíè îò-
øíóðîâûâàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî îò àïèêàëüíîé ÷àñòè
òðóáêè. Òàêèì îáðàçîì, ýòîò îáúåêò ìîæåò ñëóæèòü ìî-
äåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ýêçîãåííûõ âåùåñòâ íà
ïëàçìàëåììó ïûëüöåâîé òðóáêè áåç ïîñðåäíè÷åñòâà êëå-

òî÷íîé ñòåíêè. Â ðåàëèçàöèè îòâåòà ìîãóò ó÷àñòâîâàòü
êàê êîìïîíåíòû ïëàçìàëåììû (íàïðèìåð, òðàíñïîðòíûå
áåëêè), òàê è êîìïîíåíòû öèòîïëàçìû (âåçèêóëÿðíûé
òðàíñïîðò, öèòîñêåëåò, ìèòîõîíäðèè), îäíàêî ñèñòåìà ÿâ-
ëÿåòñÿ óïðîùåííîé çà ñ÷åò îòñóòñòâèÿ ÿäåðíîãî àïïàðàòà
è âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîé ìîäåëè ìû îáíàðóæèëè äâà
ìåìáðàííûõ ýôôåêòà Í2Î2 — àêòèâàöèþ êàëüöèåâûõ êà-
íàëîâ, îáåñïå÷èâàþùóþ âõîä Ca2+ â öèòîïëàçìó, è ãèïåð-
ïîëÿðèçàöèþ ïëàçìàëåììû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìû
èñïîëüçîâàëè íèçêóþ êîíöåíòðàöèþ H2O2 — 10 ìêÌ, êî-

Ðåãóëÿöèÿ èîííîãî òðàíñïîðòà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâûõ òðóáîê ïåðîêñèäîì âîäîðîäà 723

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ñóáïðîòîïëàñòîâ ïîä äåéñòâèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà.

à — äèíàìèêà ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â êîíòðîëå (1) è ïîñëå äîáàâëåíèÿ 10 ìêÌ H2O2 (2), îêðàøèâàíèå di-4-ANEPPS, Ñíèæåíèå çíà÷åíèÿ Fb/Fg ãî-
âîðèò î ãèïåðïîëÿðèçàöèè ïëàçìàëåììû ïîñëå äîáàâëåíèÿ H2O2. á — ðàñïðåäåëåíèå ñóáïðîòîïëàñòîâ ïî âåëè÷èíå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (Em) â
êîíòðîëå (øòðèõîâàÿ ëèíèÿ) è ïîñëå 10-ìèíóòíîé èíêóáàöèè ñóáïðîòîïëàñòîâ ñ 10 ìêÌ H2O2, îêðàøèâàíèå DiBAC4(3) (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ). H2O2 âû-

çûâàåò ñìåùåíèå ïîòåíöèàëà â ñòîðîíó áîëåå îòðèöàòåëüíûõ çíà÷åíèé.

Ðèñ. 3. Äèíàìèêà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Fluo-3, îòðà-
æàþùàÿ èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè Ca2+ â öèòîïëàçìå ([Ca2+]in).

Ïîä äåéñòâèåì 10 ìêÌ H2O2 (êðèâàÿ 2) ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå ïîâû-
øåíèå [Ca2+]in; â ïðèñóòñòâèè áëîêàòîðà êàëüöèåâûõ êàíàëîâ íèôåäè-
ïèíà åãî ñîäåðæàíèå íå èçìåíÿåòñÿ (êðèâàÿ 1). Ïðåäñòàâëåííûå çíà-
÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íîðìèðîâàíû ê êîíòðîëüíûì çíà-

÷åíèÿì.



òîðàÿ íå âûçûâàåò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Äëÿ ñðàâíå-
íèÿ ñêàæåì, ÷òî â äðóãîé ðàáîòå ñ ïûëüöåâûìè òðóáêàìè
äëÿ ñäâèãà ÀÔÊ-áàëàíñà èñïîëüçîâàëè êîíöåíòðàöèè
Í2Î2 íà 3 ïîðÿäêà âûøå òîé, êîòîðàÿ îêàçàëàñü ýôôåêòèâ-
íîé â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ (Lassig et al., 2014).

Ñâÿçü ìåæäó Ca2+ è H2O2 â ïûëüöåâûõ òðóáêàõ ðàíåå
áûëà óñòàíîâëåíà êîñâåííûì ìåòîäîì: ïðè èçó÷åíèè
âíóòðèêëåòî÷íîé äèíàìèêè Ca2+ ó ìóòàíòîâ Arabidopsis ñ
íàðóøåíèåì ôóíêöèè ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû (rbohh-1 è
rbohj-2) îáíàðóæèâàþòñÿ ÿðêî âûðàæåííûå îñöèëëÿöèè
ðîñòà, ïðèâîäÿùèå ê ðàçðûâó ìåìáðàíû ó çíà÷èòåëüíîé
÷àñòè òðóáîê, è êîððåëèðóþùèå ñ íèìè âñïëåñêè êîíöåí-
òðàöèè Ñà2+ â öèòîçîëå (Lassig et al., 2014). Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, èçâåñòíî, ÷òî Ñà2+ ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü
ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû ïëàçìàëåììû (Potocky et al., 2012) è
ïðîäóêöèþ ÀÔÊ â ïûëüöåâûõ òðóáêàõ (Potocky et al.,
2007). Òàêàÿ ñèñòåìà îáðàòíîé ñâÿçè ÿâëÿåòñÿ âåñüìà òè-
ïè÷íîé äëÿ ñïîðîôèòíûõ êëåòîê ðàñòåíèé (Demidchik,
2003; Gilroy et al., 2014). Â çàìûêàþùèõ êëåòêàõ óñòüèö è
â êîðíåâûõ âîëîñêàõ áûñòðûé îòâåò íà Í2Î2 è ãèäðîê-
ñèëüíûé ðàäèêàë àêòèâèðóåò âõîäíîé òîê Ñà2+ è ïîâûøå-
íèå åãî âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè (Pei et al., 2000;
Foreman et al., 2003). Â êîðíåâûõ âîëîñêàõ ó ìóòàíòà ïî
ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçå (rhd-2) ñëàáî âûðàæåí ãðàäèåíò Ca2+ â
öèòîïëàçìå, õàðàêòåðíûé äëÿ êëåòîê ñ ïîëÿðíûì ðîñòîì
(Foreman et al., 2003).

Ãèïåðïîëÿðèçàöèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïîä
äåéñòâèåì H2O2 — íîâûé ýôôåêò, ðàíåå ñâÿçè ìåæäó
ÀÔÊ è ðåãóëÿöèåé ïîòåíöèàëà óñòàíîâëåíî íå áûëî.
Â ïûëüöåâîé òðóáêå çà ïîääåðæàíèå ïîòåíöèàëà, ïî íà-
øèì äàííûì, îòâå÷àþò àíèîííûå êàíàëû è Í+-ÀÒÔàçà
ïëàçìàëåììû (Áðåéãèíà è äð., 2009a), à òàêæå K+-êàíàëû
(Becker et al., 2004). Íåäàâíî áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
K+-êàíàëû â ïûëüöå Arabidopsis ïðîÿâëÿþò ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê ïåðîêñèäó âîäîðîäà, à òàêæå ðåàãèðóþò íà èíãè-
áèòîð ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû DPI (Lassig et al., 2014). Èçìå-
íåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìîæåò ïðîèñõîäèòü â ðå-
çóëüòàòå ìîäóëÿöèè âõîäíîãî èëè âûõîäíîãî K+-òîêà, à
òàêæå àêòèâíîñòè àíèîííûõ êàíàëîâ èëè Í+-ÀÒÔàçû.
Ìû ìîæåì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàáëþäàåìûé ñäâèã ïî-
òåíöèàëà ÿâëÿåòñÿ ýëåìåíòîì ñèãíàëüíîé öåïî÷êè, èçìå-

íÿÿ â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâíîñòü ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ
èîí-òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì.

Îäíèì èç ýôôåêòîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ñëåäñòâèåì
H2O2-èíäóöèðîâàííûõ ñîáûòèé íà ïëàçìàëåììå, ïî âñåé
âèäèìîñòè, ÿâëÿåòñÿ óñêîðåíèå ðåãåíåðàöèè êëåòî÷íîé
ñòåíêè. Ýòîò ýôôåêò ÿâëÿåòñÿ åùå îäíèì ïðèìåðîì òåñ-
íîé âçàèìîñâÿçè ÀÔÊ è ïîëèìåðíîãî ìàòðèêñà êëåòî÷-
íîé îáîëî÷êè. Òàêàÿ ñâÿçü ðàíåå áûëà óáåäèòåëüíî ïîêà-
çàíà äëÿ ýêçèíû ïûëüöåâîãî çåðíà (Smirnova et al., 2013).
Â ýòîé ðàáîòå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ëîêàëüíûé áàëàíñ
ïðîäóêöèè (ëèêâèäàöèè) ÀÔÊ îïðåäåëÿåò ìåõàíè÷åñêèå
ñâîéñòâà êëåòî÷íîé ñòåíêè è êàê ñëåäñòâèå — âîçìîæ-
íîñòü ïûëüöåâîãî çåðíà ñîõðàíÿòü öåëîñòíîñòü è ñïîñîá-
íîñòü ê ïðîðàñòàíèþ. Îäíàêî ïðîòîïëàñò — ïðèíöèïè-
àëüíî áîëåå ïðîñòàÿ ñèñòåìà. Îáùàÿ ñõåìà ðåãåíåðàöèè
êëåòî÷íîé ñòåíêè ñóáïðîòîïëàñòàìè áûëà ïîäðîáíî èçó-
÷åíà íà ïûëüöå îëèâû (Majewska-Sawka et al., 2002) : â
ïåðâûå ÷àñû èíêóáàöèè îòêëàäûâàþòñÿ b-ãëþêàíû, ÷åðåç
12 ÷ — ïåêòèíû. b-ãëþêàíû îòêëàäûâàþòñÿ íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòêè ñ ó÷àñòèåì ôåðìåíòîâ, ëîêàëèçîâàííûõ íà
ïëàçìàëåììå: êàëëîçîñèíòàçû è (èëè) öåëëþëîçîñèíòàçû.

Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî Í2Î2 âîç-
äåéñòâóåò íà ôåðìåíòû, ñèíòåçèðóþùèå êëåòî÷íóþ ñòåí-
êó, íå ïðÿìî, à îïîñðåäîâàííî, çà ñ÷åò àêòèâàöèè Ca2+-êà-
íàëîâ. Àêòèâàöèÿ êàëëîçîñèíòàçíîãî êîìïëåêñà â ïðè-
ñóòñòâèè Ca2+ áûëà ïîêàçàíà äëÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê
ðàñòåíèé (Bhuja et al., 2004; Aidemark et al., 2009).
Âëèÿíèå Ca2+ íà àêòèâíîñòü öåëëþëîçîñèíòàçíîãî êîìï-
ëåêñà ïîêà íå èçó÷åíà (Li et al., 2014). Ìû ìîæåì ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî, âûçûâàÿ âõîä Ca2+ â öèòîçîëü, Í2Î2 âëèÿåò
íà öåëûé ñïåêòð ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ïîñêîëüêó
Ca2+ ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì âòîðè÷íûì ìåññåíäæåðîì.

Òàêèì îáðàçîì, ìû íàáëþäàëè äâà êëþ÷åâûõ ìåìá-
ðàííûõ ýôôåêòà Í2Î2 — âõîä Ca2+ â öèòîçîëü ÷åðåç íèôå-
äèïèí-÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû è ãèïåðïîëÿðèçàöèþ ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî íà ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå åñòü ìèøåíè äëÿ Í2Î2, êîòîðûå äåëàþò
âîçìîæíîé ïåðåäà÷ó ñèãíàëà ÀÔÊ. Ñëåäñòâèåì îáíàðó-
æåííûõ ìåìáðàííûõ ýôôåêòîâ ìîæåò áûòü öåëûé ñïåêòð
ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ
óñêîðåíèå ñèíòåçà ýêñòðàêëåòî÷íûõ ïîëèìåðîâ.

724 Í. Ì. Ìàêñèìîâ è äð.

Ðèñ. 4. Ðåãåíåðàöèÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè ñóáïðîòîïëàñòîâ ïîñëå 20-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ H2O2.

Ðàçëè÷íûå ïàòòåðíû îòëîæåíèÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè, ïðåäñòàâëåííûå â ñóñïåíçèè: à — îòëîæåíèÿ îòñóòñòâóþò, á — îòäåëüíûå ïýò÷è êëåòî÷íîé ñòåí-
êè, â — ïîëíàÿ ñòåíêà, ã — àêòèâàöèÿ ðåãåíåðàöèè ïîä äåéñòâèåì 10 ìêÌ H2O2 è ñíÿòèå ýòîãî ýôôåêòà â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà êàëüöèåâûõ êàíàëîâ

íèôåäèïèíà. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.
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Pollen tube growth is a key step in the life cycle of seed plants, which defines the success of sexual repro-
duction. One of the most important contributions to this process is made by ion transport through plasmalemma,
which is tightly coordinated in time and space. Different classes of signaling molecules are involved in the re-
gulation of transmembrane ion transport including reactive oxygen species as it has been recently demonstra-
ted. Here, using subprotoplasts isolated from pollen tubes, we have demonstrated a connection between hydro-
gen peroxide, on one side, and two groups of targets on the plasma membrane, on the other side: nifedipine-sen-
sitive Ca2+-permeable channels and transport systems controlling membrane potential. Í2Î2 interaction with
these targets causes the increase in cytoplasmic Ca2+ concentration and plasmalemma hyperpolarization. One of
the consequences of target modification was acceleration of cell wall regeneration.

K e y w o r d s: Ca2+ signalling, hydrogen peroxide (H2O2), membrane potential, polarized cell growth, pol-
len, protoplast, reactive oxygen species (ROS).
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