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Å. Ì. Ëàçàðåâà è äð.
Ðåîðãàíèçàöèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê êëåòîê êîðíÿ Medicago sativa L. â óñëîâèÿõ...

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà îðãàíèçàöèÿ ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ êîðíÿ ïðîðî-
ñòêîâ ëþöåðíû ïîñåâíîé Medicago sativa L. â óñëîâèÿõ àêêëèìàöèè ê ñîëåâîìó (NaCl, Na2SO4) è îñìî-
òè÷åñêîìó (ìàííèò Ä) ñòðåññàì ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ àãåíòîâ. Â êëåòêàõ êîðíÿ ëþöåðíû íàìè
âûÿâëåíî íåñêîëüêî ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ èçìåíåíèé òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà, êîòîðûå ïîÿâëÿþò-
ñÿ â õîäå àêêëèìàöèè ê ñîëåâîìó è îñìîòè÷åñêîìó ñòðåññàì: 1) ïðîðåæèâàíèå ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê,
2) õàîòè÷åñêàÿ îðèåíòàöèÿ ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê, 3) íåîäíîðîäíûå ïî ïëîòíîñòè ïó÷êè, 4) óòîëùåíèå
ïó÷êîâ, 5) ôðàãìåíòàöèÿ ïó÷êîâ, 6) ôîðìèðîâàíèå öåíòðîâ êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê. Ïðîðåæèâà-
íèå ñåòè è óòîëùåíèå ïó÷êîâ ïðîèñõîäèò ïðè âñåõ òèïàõ ñòðåññîâ — îñìîòè÷åñêîì è ñîëåâîì. Õàîòè÷å-
ñêàÿ îðèåíòàöèÿ ïó÷êîâ âûÿâëÿåòñÿ ïðè äåéñòâèè ìàííèòà Ä, íî íå íàáëþäàåòñÿ ïðè äåéñòâèè ñîëåé.
Ôðàãìåíòàöèÿ ïó÷êîâ, íàîáîðîò, ïðîèñõîäèò ïðè äåéñòâèè ñîëåé è ïðîÿâëÿåòñÿ òîëüêî ïðè âûñîêîé
êîíöåíòðàöèè ìàííèòà Ä. Ôîðìèðîâàíèå öåíòðîâ êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê ÷àùå âñòðå÷àåòñÿ â
êëåòêàõ ïðè äëèòåëüíîì äåéñòâèè Na2SO4, ðåæå NaCl è íå íàáëþäàåòñÿ ïðè äåéñòâèè ìàííèòà Ä. Íàøè
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â êëåòêàõ êîðíÿ ëþöåðíû ïðè ñîëåâîì è îñìîòè÷åñêîì ñòðåññàõ ñåòü êîðòè-
êàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ïåðåñòðàèâàåòñÿ íå òîëüêî â îòâåò íà äåéñòâèå èîíîâ, íî è ïðè èçìåíåíèè
îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ. Çàïóñêàòü îïðåäåëåííûå ñèãíàëüíûå ïóòè è ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ïðèâî-
äÿùèå ê ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåì ìèêðîòðóáî÷åê ïðè àêêëèìàöèè ðàñòåíèé, ìîãóò íå òîëüêî êàòèîíû íàò-
ðèÿ, íî è àíèîíû õëîðà è ñóëüôàòà â êîíöåíòðàöèÿõ, íå âûçûâàþùèõ ïîâðåæäåíèÿ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Medicago sativa, ìèêðîòðóáî÷êè, òóáóëèí, àêêëèìàöèÿ, ñîëåâîé ñòðåññ, îñìî-
òè÷åñêèé ñòðåññ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÖÊÌÒ — öåíòð êîíâåðãåíöèè
ìèêðîòðóáî÷åê, MAP — áåëîê, àññîöèèðîâàííûé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè (microtubule associated protein),
MAPK — ìèòîãåíàêòèâèðóåìàÿ ïðîòåèíêèíàçà (mitogen activated protein kinase), SOS — ñâåðõ÷óâñòâè-
òåëüíûé ê ñîëè (salt overly sensitive).

Ðàçëè÷íûå àáèîòè÷åñêèå ôàêòîðû, òàêèå êàê ïî÷âåí-
íîå çàñîëåíèå, íåäîñòàòîê âëàãè è ýêñòðåìàëüíûå òåìïå-
ðàòóðû, ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè ñíèæåíèÿ ïðî-
äóêòèâíîñòè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ ðàñòåíèé. Îñîáóþ
îïàñíîñòü ïðåäñòàâëÿåò ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå â ïî÷âå
íåîðãàíè÷åñêèõ èîíîâ, òàê êàê èõ èçáûòîê îêàçûâàåò
ñèëüíîå èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå íà ðîñò è óðîæàéíîñòü
êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé (Munns, Tester, 2008). Äëÿ ðàçíîîá-
ðàçíûõ ñîëîí÷àêîâ ìèðà õàðàêòåðíû âûñîêèå êîíöåíòðà-
öèè ñîëåé, âêëþ÷àÿ õëîðèäû, êàðáîíàòû è ñóëüôàòû ìàã-
íèÿ, êàëüöèÿ, êàëèÿ è íàòðèÿ. Äëÿ çàñîëåííûõ ïî÷â äîìè-
íàíòíûìè ÿâëÿþòñÿ èîíû íàòðèÿ è õëîðà.

Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êëþ÷åâûì îòâåòîì êëåòîê íà
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ñîëåé ÿâëÿåòñÿ ïîääåðæèâàíèå
èîííîãî ãîìåîñòàçà ïóòåì óäàëåíèÿ òîêñè÷åñêèõ èîíîâ
(Tester, Devenport, 2003). Óñòàíîâëåíî, ÷òî òîëåðàíòíîñòü
ðàñòåíèé ê ñîëåâîìó ñòðåññó, âûçâàííîìó äåéñòâèåì õëî-
ðèäà íàòðèÿ, êîíòðîëèðóåòñÿ ýïèãåíåòè÷åñêè, ïóòåì àê-
òèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñïåöèôè÷åñêîé ðåãóëÿòîðíîé

ñèñòåìû SOS (Salt Overly Sensitive). Îñíîâíûìè êîìïî-
íåíòàìè ýòîé ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ ãåíû, êîäèðóþùèå êàëü-
öèéñâÿçûâàþùèé áåëîê p8 (SOS3), ñåðèí-òðåîíèíîâóþ
ïðîòåèíêèíàçó 8 (SOS2) è Na+-H+-àíòèïîðòåð ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû (SOS1) (Ji et al., 2013). Îòâåò íà ñîëåâîé
ñòðåññ ñïåöèôè÷åí äëÿ òêàíåé è îðãàíîâ ðàñòåíèÿ, ÷òî
ïðîÿâëÿåòñÿ â ðàçíîì óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ îïðåäå-
ëåííûõ êîìïîíåíòîâ êàñêàäà ñèãíàëüíîé öåïè SOS. Ñèëü-
íåå âñåãî ðåàãèðóþò íà ñîëåâîé ñòðåññ êëåòêè êîðíÿ (Din-
neny et al., 2008). Â êëåòêàõ ýïèäåðìèñà êîðíåé Arabidop-
sis thaliana îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè SOS1
(Shi et al., 2002) è íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè SOS3 (Din-
neny et al., 2008), òîãäà êàê â êëåòêàõ êîðû è ýíäîäåðìû
âûÿâëåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè òîëüêî SOS3 (Ji et al.,
2013). Òàêæå èçâåñòíû ñèãíàëüíûå ïóòè îòâåòà êëåòîê ðàñ-
òåíèé íà äåéñòâèå ñîëåâîãî ñòðåññà, â êîòîðûõ ïðèíèìà-
þò ó÷àñòèå ôîñôîëèïèäû, èîíû Ca2+, ïðîèñõîäèò ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) è âûðà-
áîòêè àáñöèçîâîé êèñëîòû (Julkowska, Testerink, 2015).
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Óñòàíîâëåíû ôóíêöèîíàëüíûå ñâÿçè ìåæäó êîìïî-
íåíòàìè ñèãíàëüíîãî ïóòè SOS è äèíàìèêîé öèòîñêåëå-
òà. Òàê, õëîðèä íàòðèÿ âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ
öèòîñêåëåòà ó ìóòàíòîâ Arabidopsis sos1 è sos2, êëåòêè
êîòîðûõ ëèøåíû áåëêà ïåðåíîñ÷èêà èîíîâ íàòðèÿ, à èîí-
íûé ãîìåîñòàç íàðóøåí. Ýòîò ôàêò, êàê ñ÷èòàþò àâòîðû,
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî íàòðèé ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ýô-
ôåêòîðîì äåïîëèìåðèçàöèè êîðòèêàëüíûõ ìèêðîòðóáî-
÷åê ïðè ñîëåâîì ñòðåññå è ÷òî ïîñëå äåïîëèìåðèçàöèè
ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå óæå èçìåíåííîé ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê (Wang et al., 2007). Ýòà ðåîðãàíèçàöèÿ íå
ïðèâîäèò ê ãèáåëè êëåòîê, à ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëî-
âèåì âûæèâàíèÿ, òàê êàê äåéñòâèå ïàêëèòàêñåëà, ðåàãåíòà
ñòàáèëèçèðóþùåãî ìèêðîòðóáî÷êè, âûçûâàëî ãèáåëü
êëåòîê ïðîðîñòêîâ Arabidopsis ïðè äåéñòâèè ñîëè. Â ýòîé
æå ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ýïèäåðìèñà êîð-
íÿ íîðìàëüíûõ ïðîðîñòêîâ Arabidopsis äåéñòâèå õëîðèäà
íàòðèÿ (100 ìÌ) ïðèâîäèò ê äåïîëèìåðèçàöèè ïó÷êîâ
êîðòèêàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê. Ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî
ñòðåññà íîðìàëüíîå ðàñïîëîæåíèå èíòåðôàçíûõ ìèêðî-
òðóáî÷åê ìåíÿåòñÿ è â êëåòêàõ êóêóðóçû Zea mays L.
(Blancaflor, Hasenstein, 1995; Dhonukshe et al., 2003).

Íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî îáÿçàòåëüíîé ñîñòàâëÿþ-
ùåé ñîëåâîãî âîçäåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ îñìîòè÷åñêèé ñòðåññ,
êîòîðûé âêëþ÷àåò ñîáñòâåííûå ñèãíàëüíûå ñèñòåìû îò-
âåòà (Yuzyuk et al., 2002). Â ðàáîòå Âàíãà è ñîàâòîðîâ
(Wang et al., 2007) ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå 100 ìÌ ìàí-
íèòà â ñðåäó, íå âëèÿåò íà îðãàíèçàöèþ êîðòèêàëüíûõ
ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ ýïèäåðìèñà êîðíÿ ïðîðîñòêîâ
Arabidopsis. Íà ýòîì îñíîâàíèè àâòîðû óòâåðæäàþò, ÷òî
ïåðåñòðîéêà ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê ïðîèñõîäèò â îòâåò íà
äåéñòâèå ñîëåâîãî ñòðåññà, à îñìîòè÷åñêèé ñòðåññ, âû-
çâàííûé ìàííèòîì, íå âûçûâàåò èçìåíåíèé (Wang et al.,
2007). Îäíàêî äàííûå î äåéñòâèè ñîëè è ìàííèòà òðóäíî
ñîïîñòàâèìû, òàê êàê îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå ðàñòâîðà,
ñîäåðæàùåãî 100 ìÌ NaCl, ñîñòàâëÿåò îêîëî 4 àòì, à òîò
æå ïîêàçàòåëü ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 100 ìÌ ìàííèòà,
ñîñòàâëÿåò òîëüêî 2 àòì. Ïîýòîìó ïðèíöèïèàëüíî âàæ-
íûé âîïðîñ î ðàçëè÷íîì âëèÿíèè íà äèíàìèêó ìèêðî-
òðóáî÷åê îñìîòè÷åñêîãî è ñîëåâîãî ñòðåññîâ îñòàåòñÿ îò-
êðûòûì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà îðãàíèçàöèÿ ñåòè ìèêðî-
òðóáî÷åê â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ êîðíÿ ïðîðîñòêîâ ëþ-
öåðíû ïîñåâíîé Medicago sativa L. â óñëîâèÿõ àêêëèìà-
öèè ê ñîëåâîìó è îñìîòè÷åñêîìó ñòðåññàì. Öåëüþ ðàáîòû
ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ îñìîòè÷åñêîé ñîñòàâëÿþùåé
ñîëåâîãî ñòðåññà íà ìèêðîòðóáî÷êè èíòåðôàçíûõ êëåòîê
ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì äåéñòâèè íà ïðîðîñòêè ëþöåðíû
îñìîòèêà — ìàííèòà è ñîëåé — ñóëüôàòà è õëîðèäà íàò-
ðèÿ. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ êîìïîíåíòîâ ñîëåâîãî è îñìî-

òè÷åñêîãî ñòðåññà èñïîëüçîâàëè èçîòîíè÷åñêèå
ñîîòíîøåíèÿ ñîëåé õëîðèäà è ñóëüôàòà íàòðèÿ è ìàííè-
òà, ïîääåðæèâàþùèå â ðàñòâîðàõ îäèíàêîâîå îñìîòè÷å-
ñêîå äàâëåíèå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêò èññëåäîâàíèé — ëþöåðíà ïîëåâàÿ Medicago
sativa L. (2n = 32), ñîðò «Íàäåæäà». Ñåìåíà ïîëó÷åíû âî
Âñåðîññèéñêîì íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîì èíñòèòóòå
êîðìîâ èì. Â. Ð. Âèëüÿìñà.

Ñ î ç ä à í è å ó ñ ë î â è é ñ î ë å â î ã î è î ñ ì î ò è ÷ å -
ñ ê î ã î ñ ò ð å ñ ñ î â. Ñåìåíà çàìà÷èâàëè â ðàñòâîðàõ ñî-
ëåé è îñìîòèêà íà 24 ÷ â òåìíîòå âî âëàæíîé èçîëèðîâàí-
íîé êàìåðå. Ïðîðîñøèå ñåìåíà ïîìåùàëè â ðóëîííóþ
êóëüòóðó ïðè 24 °Ñ, ðàñïîëàãàÿ ìåæäó ñëîÿìè ñòåðèëü-
íîé ñêðó÷åííîé ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè, êîòîðóþ ïîìå-
ùàëè â ñòåêëÿííûå öèëèíäðû ñ ðàñòâîðàìè ñîëåé è ìàí-
íèòà Ä. 3-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè ñ ÷åòêî âûðàæåííûìè ñå-
ìÿäîëÿìè è êîðíÿìè ïåðåâîäèëè â óñëîâèÿ 12 ÷
ôîòîïåðèîäà, òåìïåðàòóðà íà ñâåòó — 20—25 °Ñ, â òåì-
íîòå — 17—18 °Ñ.

Àêêëèìàöèþ ïðîðîñòêîâ ê ñîëåâîìó ñòðåññó ïðîâî-
äèëè â òå÷åíèå 4 è 8 ñóò â ðàñòâîðàõ íèçêèõ êîíöåíòðà-
öèé ñîëåé NaCl è Na2SO4 è îñìîòèêà ìàííèòà Ä. Êîíöåí-
òðàöèè èñïîëüçóåìûõ ðàñòâîðîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè 3 ðàçà, äëÿ êàæäîãî
ýêñïåðèìåíòà áðàëè 100 ñåìÿí ëþöåðíû, èç êîòîðûõ â
ðàçíûõ óñëîâèÿõ âûðàñòàëî ðàçíîå ÷èñëî ïðîðîñòêîâ.
Ñðåäíåå ÷èñëî àíàëèçèðóåìûõ ïðîðîñòêîâ ïðèâåäåíî â
ðàçäåëå «ðåçóëüòàòû».

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ôàêòîðîâ ñîëåâîãî ñòðåññà èñ-
ïîëüçîâàëè èçîòîíè÷åñêèå ñîîòíîøåíèÿ ñîëåé NaCl è
Na2SO4, ïîääåðæèâàþùèå â ðàñòâîðàõ îäèíàêîâîå îñìî-
òè÷åñêîå äàâëåíèå (2, 4, 6, 8 àòì; 1 àòì = 101.325 êÏà).
Ðàñ÷åò êîíöåíòðàöèé ìàííèòà ïðîâîäèëè ïî ôîðìóëå

P = CRT/m,

ãäå P — äàâëåíèå, êÏà; m — ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ìàííè-
òà Ä (182.2 ã); RT — îñìîòè÷åñêèé êîýôôèöèåíò (2436);
Ñ — êîíöåíòðàöèÿ ðàñòâîðà ìàííèòîëà Ä, ã/ë.

Î ö å í ê à â ë è ÿ í è ÿ à ê ê ë è ì à ö è è ê ñ î ë å â î ì ó
ñ ò ð å ñ ñ ó í à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ð à ñ ò å í è é. ×òî-
áû èñêëþ÷èòü âåðîÿòíîñòü ãèáåëè ðàñòåíèé â íàøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ, ïðîðîñòêè, ðàçâèâàþùèåñÿ â òå÷åíèå 3 íåä â
ïðèñóòñòâèè NaCl, Na2SO4 è ìàííèòà Ä (â êîíöåíòðàöèÿõ,
îáåñïå÷èâàþùèõ â ðàñòâîðàõ îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå,
ðàâíîå 2, 4, 6 è 8 àòì), ïîìåùàëè â ãðóíò è íàáëþäàëè çà

Ðåîðãàíèçàöèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê êëåòîê êîðíÿ Medicago sativa L. â óñëîâèÿõ... 35

Ò à á ë è ö à 1

Êîíöåíòðàöèè èñïîëüçóåìûõ ðåàãåíòîâ

Èñïîëüçóåìûé ðàñòâîð [NaCl] [Na2SO4] [Ìàííèò Ä]

Îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå
% ìÌ % ìÌ % ìÌ

êÏà àòìîñôåðû

202.7 2 0.28 47.8 0.56 44.4 1.51 82.8

405.3 4 0.57 99.1 1.10 87.2 3.03 166.2

607.95 6 0.85 145.2 1.66 131.7 4.55 249.7

810.6 8 1.12 191.4 2.22 176.1 6.06 332.6



èõ ðàçâèòèåì. Ïîêàçàòåëåì æèçíåñïîñîáíîñòè ðàñòåíèé
ñ÷èòàëîñü ïîÿâëåíèå ïåðâûõ ëèñòüåâ.

Î ö å í ê à ó ñ ò î é ÷ è â î ñ ò è ê ç à ñ î ë å í è þ ï î
ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ñ å ì ÿ í ê ï ð î ð à ñ ò à í è þ è ä ë è í û
ê î ð í å é. Ñåìåíà ïðîðàùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â ïðèñóò-
ñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ìàííèòà, NaCl è Na2SO4

ïî 100 øòóê äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè. Â êîíòðîëå
100 ñåìÿí ïðîðàùèâàëè áåç äîáàâëåíèÿ ñîëåé èëè îñìî-
òèêà. ×åðåç 8 ñóò ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò ïðîðîñòêîâ â êàæ-
äîé ÷àøêå Ïåòðè è èçìåðåíèå äëèíû êîðíåé.

Ô è ê ñ à ö è ÿ è ï ð è ã î ò î â ë å í è å ï ð å ï à ð à ò î â
ì à ö å ð è ð î â à í í û õ ê ë å ò î ê. Êîí÷èêè êîðíåé
(3—4 ìì) ïðîðîñòêîâ îòðåçàëè è ôèêñèðîâàëè ÷åðåç 4, 6
è 8 ñóò â ðàñòâîðå 4%-íîãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ) íà PHEM-áóôåðå (pH 6.9; ñîñòàâ:
60 ìM PIPES, 25 ìM HEPES, 10 ìM EGTA è 2 ìM MgCl2

(âñå êîìïîíåíòû Sigma-Aldrich, ÑØÀ)), â òå÷åíèå
1.5—2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôèêñàòîð îòìûâàëè
â PHEM-áóôåðå. Äëÿ ìàöåðàöèè êîðíè ïîìåùàëè â ðàñ-
òâîð, ñîäåðæàùèé 2 % öåëëþëàçû (Sigma-Aldrich, ÑØÀ)
íà Na-àöåòàòíîì áóôåðå (pH 5.0), îáðàáîòàííûå êîðíè
íàêàïëèâàëè â PHEM-áóôåðå. Çàòåì êîðíè ïåðåíîñèëè â
êàïëþ áóôåðà íà ïîêðîâíîå ñòåêëî è ðàçäåëÿëè íà êëåòêè
ìåòàëëè÷åñêîé èãëîé. Ãîòîâûå ïðåïàðàòû âûñóøèâàëè â
õîëîäèëüíèêå ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 24 ÷.

È ì ì ó í î ë î ê à ë è ç à ö è ÿ ò ó á ó ë è í à. Ïðåïàðàòû
ïîìåùàëè â PHEM-áóôåð íà 5 ìèí, çàòåì ïåðåíîñèëè íà
30 ìèí â ðàñòâîð 0.5%-íîãî Òðèòîí X-100 íà PHEM áó-
ôåðå, ñîäåðæàùåì 5 % DMSO, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè
â 5%-íîé êîçüåé ñûâîðîòêå â òå÷åíèå 20 ìèí äëÿ áëîêè-
ðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Ïðåïàðà-
òû îòìûâàëè â 10 ìM Òðèñ-áóôåðå (pH 7.6) è èíêóáèðî-
âàëè 16—18 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ìûøèíûìè
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê òóáóëèíó (êëîí DM1a)
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100 íà 10 ìM
Òðèñ-áóôåðå (pH 7.6), ñîäåðæàùåì 0.1 % BSA. Çàòåì ïðå-
ïàðàòû ïîñëåäîâàòåëüíî îòìûâàëè â 10 ìM Òðèñ-áóôåðå
(pH 7.6) è 20 ìM Òðèñ-áóôåðå (pH 8.2) è èíêóáèðîâàëè ñ
êîçüèìè àíòèòåëàìè ê IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ) â ðàçâåäå-
íèè 1 : 400, â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïðåïàðàòû îêðà-
øèâàëè DAPI (4,6-diamidino-2-phenilindole) (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ), çàêëþ÷àëè â Mowiol 4-88 (Hoechst, Ãåðìàíèÿ)
è àíàëèçèðîâàëè íà ìèêðîñêîïå Àxiovert 200 Ì (Zeiss,
Ãåðìàíèÿ) ñ ýïèôëóîðåñöåíòíûì îñâåùåíèåì è íàáîðîì

ôèëüòðîâ (ñ ïèêîì âîçáóæäåíèÿ 450—480 íì è ïèêîì
ýìèññèè 515—565 íì äëÿ Alexa Fluor 488; ñ ïèêîì âîç-
áóæäåíèÿ 365 íì è ïèêîì ýìèññèè 420 íì äëÿ DAPI) è
îáúåêòèâîì Neofluar �100/1,24. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ñ
ïîìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû AxioCam HRm è îáðàáàòû-
âàëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop 7.0. Äëÿ êàæäîé êëåò-
êè àíàëèçèðîâàëè íåñêîëüêî îïòè÷åñêèõ ñå÷åíèé íà óðîâ-
íå ÿäðà è â îáëàñòè êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìû.

Ò ð à í ñ ì è ñ ñ è î í í à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î -
ñ ê î ï è ÿ. Ó ïðîðîñòêîâ ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê
87.2 ìÌ (4 àòì) Na2SO4 îòðåçàëè êîí÷èêè êîðíåé
(2—4 ìì) è ôèêñèðîâàëè â 2.5%-íîì ðàñòâîðå ãëóòàðîâî-
ãî àëüäåãèäà (Sigma-Àldrich, ÑØÀ) íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì
áóôåðå Çîðåíñåíà (ðÍ 7.3) ñ ñàõàðîçîé (0.15 ìã/ìë) â òå-
÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâêè
â 0.1 Ì áóôåðå Çîðåíñåíà îáðàçöû äîôèêñèðîâàëè â
1%-íîì ðàñòâîðå OsO4 1 ÷ ïðè 4 °Ñ, îáåçâîæèâàëè è çà-
êëþ÷àëè â ñìîëó Ýïîí-812 ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå.
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû äîêðàøèâàëè öèòðàòîì ñâèíöà ïî
Ðåéíîëüäñó, îòìûâàëè, âûñóøèâàëè è èçó÷àëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì òðàíñìèññèîííîãî ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà
Í-300 (Hitachi, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà óñòîé-
÷èâîñòè ñåìÿí ê äåéñòâèþ îñìîòèêà è ñîëåé ïóòåì ñðàâ-
íåíèÿ ÷èñëà ñåìÿí, ïðîðîñøèõ â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ è â
ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ìàííèòà Ä, NaCl è
Na2SO4.

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíà ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ
âëèÿíèå NaCl, Na2SO4 è ìàííèòà Ä íà ïðîðàñòàíèå ñåìÿí
ëþöåðíû. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1, ïðè êîíöåíòðàöèè ðåà-
ãåíòîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèþ îñìîòè÷åñêîãî äàâ-
ëåíèÿ 2 àòì, íàáëþäàåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ïðîðàñòàíèÿ. Åñëè
â êîíòðîëå ïðîðîñëî 76.2 % ñåìÿí (ñðåäíåå çíà÷åíèå ïî
3 îïûòàì) îò 100 èñõîäíûõ, òî â ïðèñóòñòâèè ìàííèòà
Ä — 90 %, NaCl — 94, Na2SO4 — 81.4 %. Ïîëó÷åííûå
äàííûå óêàçûâàþò íà ïîçèòèâíîå âëèÿíèå íèçêîãî îñìî-
òè÷åñêîãî äàâëåíèÿ íà ïðîöåññ ïðîðàñòàíèÿ. Ïðè óâåëè-
÷åíèè êîíöåíòðàöèè ðåàãåíòîâ äî âåëè÷èí, ñîîòâåòñòâó-
þùèõ îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 4 àòì, ïîêàçàòåëè âñõî-
æåñòè óìåíüøàþòñÿ äî 65 % (â ñðåäíåì 65 ïðîðîñòêîâ) â
ïðèñóòñòâèè ìàííèòà Ä, äî 52.8 % (â ñðåäíåì 53 ïðîðîñò-

36 Å. Ì. Ëàçàðåâà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ñîëåé NaCl, Na2SO4 è îñìîòèêà ìàííèòà Ä íà ïðîðàñòàíèå ñåìÿí ëþöåðíû Medicago sativa L.

Çíà÷åíèÿ îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ, ñîçäàâàåìîãî ðàñòâîðàìè ñîëåé è îñìîòèêà ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè, ïðèâåäåíû â àòìîñôåðàõ (àòì).



êà) ïðè äåéñòâèè NaCl è äî 37 % (â ñðåäíåì 37 ïðîðîñò-
êîâ) ïðè äåéñòâèè Na2SO4. Äàëüíåéøåå ïîâûøåíèå êîí-
öåíòðàöèè ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà ïðîðîñøèõ ñå-
ìÿí, ïðè ýòîì íàèáîëüøèì èíãèáèðóþùèì äåéñòâèåì
îáëàäàåò Na2SO4. Òàê, ïðè êîíöåíòðàöèè ðåàãåíòîâ, ñîîò-
âåòñòâóþùåé îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 6 è 8 àòì, ÷èñëî
ïðîðîñòêîâ óìåíüøàåòñÿ â ñðåäíåì äî 35 è 18 ïðè äåéñò-
âèè ìàííèòà Ä, äî 34 è 12 ïðè äåéñòâèè NaCl è äî 16 è 4
ïðè äåéñòâèè Na2SO4.

Ìû ïðîâåëè èçìåðåíèå äëèíû êîðåøêîâ 4-ñóòî÷íûõ
ïðîðîñòêîâ, íàõîäÿùèõñÿ â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ è â ïðè-
ñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ìàííèòà Ä, NaCl è
Na2SO4, ñîîòâåòñòâóþùèõ îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 2, 4,
6, 8 àòì. Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíà ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ
èçìåíåíèÿ äëèíû êîðíåé ïðîðîñòêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
äëèíîé êîðíåé êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñîëè è ìàííèò Ä â êîíöåíòðàöè-
ÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 2 àòì,
ñòèìóëèðóþò ðîñò êîðíåé. Íåçíà÷èòåëüíîå óãíåòåíèå ðî-
ñòà êîðíåé íàáëþäàåòñÿ ïðè äåéñòâèè NaCl è Na2SO4 â
êîíöåíòðàöèÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îñìîòè÷åñêîìó äàâëå-
íèþ 4 àòì, â òî æå âðåìÿ äåéñòâèå ðàñòâîðà ìàííèòà Ä
ñ òåì æå îñìîòè÷åñêèì äàâëåíèåì (4 àòì) âûçûâàëî ñòè-
ìóëÿöèþ ðîñòà êîðíåé. Óìåíüøåíèå äëèíû êîðíåé ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïðîèñõîäèò ïðè äåéñòâèè âñåõ
èñïîëüçîâàííûõ âåùåñòâ â êîíöåíòðàöèÿõ, ñîçäàþùèõ
îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå 6 è 8 àòì. Íàèáîëüøèì èíãèáèðó-
þùèì äåéñòâèåì îáëàäàåò Na2SO4 â êîíöåíòðàöèè, ñîîò-
âåòñòâóþùåé îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 8 àòì.

Áûëî çàìå÷åíî, ÷òî ïðè àêêëèìàöèè ê îñìîòèêó è ñî-
ëÿì èçìåíÿëàñü ìîðôîëîãèÿ êîðíåé. Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâ-
ëåíû ïðîðîñòêè ëþöåðíû ïîñëå 4 è 8 ñóò ðîñòà â íîðìà-
ëüíûõ óñëîâèÿõ è ïîñëå àêêëèìàöèè ê äåéñòâèþ ìàííè-
òà Ä, NaCl è Na2SO4. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 3, à, êîíòðîëü-
íûå ïðîðîñòêè èìåëè ïðÿìûå êîðíè è âûòÿíóòûé ãèïîêî-
òèëü. Ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê ìàííèòó Ä â êîíöåíòðà-
öèè, ñîîòâåòñòâóþùåé îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 4 àòì,
íàáëþäàëè èçìåíåíèÿ â ìîðôîëîãèè ïðîðîñòêîâ: ó îäíèõ
ðàñòåíèé êîðíè èìåëè ñïèðàëüíóþ ôîðìó è êîðîòêèé ãè-
ïîêîòèëü, â òî âðåìÿ êàê ó äðóãèõ ãèïîêîòèëü áûë âûòÿ-
íóòûé è èçâèòîé (ðèñ. 3, á). Ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê

Na2SO4 â êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé 4 àòì, ïðîðî-
ñòêè èìåëè ñïèðàëåâèäíûå êîðíè è ãèïîêîòèëè (ðèñ. 3,
â), îäíàêî äàæå ÷åðåç 8 ñóò âñòðå÷àëèñü ðàñòåíèÿ ñ ïðÿ-
ìûìè êîðíÿìè è ãèïîêîòèëÿìè (ðèñ. 3, ã). Ïîñëå 8 ñóò àê-
êëèìàöèè ê NaCl â êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé
îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 4 àòì, êîðíè ïðîðîñòêîâ èìåëè
ñïèðàëüíóþ ôîðìó è óòîëùåííûé ãèïîêîòèëü (ðèñ. 3, ä).
Ïðè àêêëèìàöèè â òå÷åíèå 8 ñóò ê ìàííèòó Ä (ðèñ. 3, å) è
Na2SO4 (ðèñ. 3, æ, ç) â êîíöåíòðàöèÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
îñìîòè÷åñêîìó äàâëåíèþ 6 è 8 àòì, ó ïðîðîñòêîâ íàáëþ-
äàëè çíà÷èòåëüíîå óãíåòåíèå ðîñòà êîðíåé è ãèïîêî-
òèëåé.

Êàê èçâåñòíî, íàðóøåíèÿ ðîñòà è ðàçâèòèÿ êîðíåé
ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ èçìåíåíèÿìè îðãàíèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê â êëåòêàõ (Barlow, Baluska, 2000). Ìû ïðîâåëè
èçó÷åíèå îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ
èç çîíû äåëåíèÿ è çîíû ðàñòÿæåíèÿ êîðíåé â õîäå àêêëè-
ìàöèè ê îñìîòè÷åñêîìó è ñîëåâîìó ñòðåññàì.

Ê î í ò ð î ë ü. Â öèòîïëàçìå èíòåðôàçíûõ êëåòîê
(ðèñ. 4, à, á) ìèêðîòðóáî÷êè ðàñïîëàãàþòñÿ â êîðòèêàëü-
íîé çîíå öèòîïëàçìû è ñãðóïïèðîâàíû â ïó÷êè, ïàðàë-
ëåëüíûå äðóã äðóãó è ïåðïåíäèêóëÿðíûå äëèííîé îñè
êëåòêè.

Ì à í í è ò Ä, à ê ê ë è ì à ö è ÿ â ò å ÷ å í è å 4 ñ ó ò.
Â õîäå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê 82.8 ìÌ ìàííèòó (2 àòì)
â êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ ðåîðãàíèçàöèÿ ñåòè ìèêðîòðóáî-
÷åê, êîðòèêàëüíûõ ïó÷êîâ âûÿâëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øå, ÷åì â êëåòêàõ êîíòðîëüíûõ ïðîðîñòêîâ, ýòè ïó÷êè íå
ïàðàëëåëüíû äðóã äðóãó è îáðàçóþò ñâîåîáðàçíûå «ìå-
òåëêè», ëåæàùèå îòäåëüíî äðóã îò äðóãà (ðèñ. 4, â, ã). Ïî-
ñëå àêêëèìàöèè ê 166.2 ìÌ ìàííèòó (4 àòì) âî âñåõ êëåò-
êàõ ïðèñóòñòâóþò áîëåå ïëîòíûå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì êîðòèêàëüíûå ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê, êîòîðûå
ôîðìèðóþò ïðîðåæåííóþ ñåòü. Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ
ïó÷êè ðàñïîëîæåíû êàê âäîëü, òàê è ïîïåðåê êëåòêè èëè
ôîðìèðóþò ñòðóêòóðû, ïîäîáíûå «âååðó» (ðèñ. 4, ä). Ïî-
ñëå àêêëèìàöèè ê 249.7 ìÌ ìàííèòó (6 àòì) â êëåòêàõ
òàêæå âûÿâëÿþòñÿ ïðîðåæåííûå è áîëåå ïëîòíûå, ÷åì â
êîíòðîëå, êîðòèêàëüíûå ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê. Â íåêîòî-
ðûõ êëåòêàõ êîðòèêàëüíûå ïó÷êè ñîñòîÿò èç ÷åðåäóþ-
ùèõñÿ ïëîòíûõ è ðûõëûõ ó÷àñòêîâ, à íåêîòîðûå ïó÷êè
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå äëèíû êîðíåé ïðîðîñòêîâ Medicago sativa L. íà ôîíå äåéñòâèÿ NaCl, Na2SO4 è ìàííèòà Ä.

Ïî âåðòèêàëè: ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè äëèí êîðíåé ïðîðîñòêîâ, ïîäâåðãàâøèõñÿ äåéñòâèþ ñîëåé è ìàííèòà Ä, è êîíòðîëüíûõ ïðîðîñò-
êîâ (ïðèíÿòûõ çà íóëåâóþ òî÷êó îòñ÷åòà); ïî ãîðèçîíòàëè: îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå.



ôðàãìåíòèðîâàíû è âûÿâëÿþòñÿ â âèäå äèñêðåòíûõ ôëóî-
ðåñöèðóþùèõ ó÷àñòêîâ (ðèñ. 4, å).

Ì à í í è ò Ä, à ê ê ë è ì à ö è ÿ â ò å ÷ å í è å 8 ñ ó ò. Ïî-
ñëå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ â ïðèñóòñòâèè 249.7 ìÌ ìàí-
íèòà (6 àòì) ÷àñòî âûÿâëÿëè êëåòêè, ó êîòîðûõ ïëîòíûå
ïó÷êè êîðòèêàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ðàñïîëàãàþòñÿ ïîä
óãëîì ê åå äëèííîé îñè (ðèñ. 4, æ). Ïîñëå ïîâûøåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè ìàííèòà äî 330 ìÌ (8 àòì) ñðåäè êëåòîê âñòðå-
÷àþòñÿ òàêèå, ó êîòîðûõ ðåäêèå è ïëîòíûå êîðòèêàëüíûå
ïó÷êè ðàñïîëîæåíû ïîä óãëîì ê îñè êëåòêè (ðèñ. 4, ç).
Êðîìå ýòîãî, ÷àñòî âñòðå÷àëè êëåòêè ñ íåîäíîðîäíûìè
ïî ïëîòíîñòè ïó÷êàìè (ðèñ. 4, è, ê), â íåêîòîðûõ êëåòêàõ
òàêèå ïó÷êè ôîðìèðóþò ïðîðåæåííóþ ñåòü (ðèñ. 4, ê).

Õ ë î ð è ä í à ò ð è ÿ, à ê ê ë è ì à ö è ÿ â ò å ÷ å í è å
4 ñ óò. Ïîñëå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê 47.8 ìÌ NaCl
(2 àòì) â êëåòêàõ íàáëþäàëè äåçîðãàíèçàöèþ êîðòèêàëü-
íûõ ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 5, à—ã), íàðóøàåòñÿ èõ
ïàðàëëåëüíîå ðàñïîëîæåíèå, ïó÷êîâ ñòàíîâèòñÿ ìåíüøå,
÷åì â êëåòêàõ êîíòðîëüíûõ ïðîðîñòêîâ. Â íåêîòîðûõ
êëåòêàõ ïó÷êè, ïîäîáíûå «ìåòåëêàì», îáðàçóþò öåíòðû
êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 5, à, â). Èíîãäà òîíêèå
ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê â ñîñòàâå «ìåòåëîê» êîðòèêàëüíûõ
ïó÷êîâ ñîñòîÿò èç ÷åðåäóþùèõñÿ ïëîòíûõ è ðûõëûõ ó÷à-
ñòêîâ (ðèñ. 5, á). Êðîìå ýòîãî, âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè, â êî-
òîðûõ âûÿâëÿëè ïëîòíûå ïó÷êè, ôîðìèðóþùèå ïðîðå-

æåííóþ ñåòü (ðèñ. 5, ã). Ïîñëå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê
99.1 ìÌ NaCl (4 àòì) âûÿâëÿëè êëåòêè c ïëîòíûìè êîðòè-
êàëüíûìè ïó÷êàìè, êîòîðûå íå èìåþò óïîðÿäî÷åííîãî
ïàðàëëåëüíîãî ðàñïîëîæåíèÿ è õàîòè÷åñêè ïåðåïëåòàþò-
ñÿ (ðèñ. 5, ä). Ïîñëå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê 145.2 ìÌ
NaCl (6 àòì) âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè ñ ïëîòíûìè êîðòèêàëü-
íûìè ïó÷êàìè, êîòîðûå ôîðìèðóþò ïðîðåæåííóþ êîðòè-
êàëüíóþ ñåòü (ðèñ. 5, å).

Õ ë î ð è ä í à ò ð è ÿ, à ê ê ë è ì à ö è ÿ â ò å ÷ å í è å
8 ñ óò. Ïðè àêêëèìàöèè ê 99.1 ìÌ NaCl (4 àòì) âûÿâëÿëè
êëåòêè ñ öåíòðàìè êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê â ïåðè-
ôåðè÷åñêîé öèòîïëàçìå è îêîëî ÿäðà è íåîäíîðîäíûìè
ïî ïëîòíîñòè èëè ôðàãìåíòèðîâàííûìè, õàîòè÷åñêè ïå-
ðåïëåòàþùèìèñÿ ïó÷êàìè ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 5, æ, ç).
Ïðè àêêëèìàöèè ê 145.2 ìÌ NaCl (6 àòì) âûÿâëÿëè êëåò-
êè ñ ïðîðåæåííîé êîðòèêàëüíîé ñåòüþ è íåîäíîðîäíûìè
ïî ïëîòíîñòè ïó÷êàìè (ðèñ. 5, è), ðåäêî ðàñïîëîæåííûìè
ïëîòíûìè ïó÷êàìè (ðèñ. 5, ë), õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííû-
ìè ôðàãìåíòèðîâàííûìè èëè íåîäíîðîäíûìè ïî ïëîòíî-
ñòè ïó÷êàìè (ðèñ. 5, ê), ïàðàëëåëüíî ðàñïîëîæåííûìè
ïó÷êàìè, èìåþùèìè íåîäíîðîäíûå ïî ïëîòíîñòè ó÷àñò-
êè (ðèñ. 5, ì). Ïðè àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê 191.4 ìÌ
NaCl (8 àòì) â êëåòêàõ âûÿâëÿëè ïëîòíûå, ðåäêî ðàñïîëî-
æåííûå, ôðàãìåíòèðîâàííûå è íåîäíîðîäíûå ïî ïëîòíî-
ñòè ïó÷êè, ñõîäíûå ñ ïðåäñòàâëåííûìè íà ðèñ 5, ê, ë.

38 Å. Ì. Ëàçàðåâà è äð.

Ðèñ. 3. Ìîðôîëîãèÿ ïðîðîñòêîâ Medicago sativa L. â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ (à) è ïîñëå àêêëèìàöèè ê ðàçëè÷íûì êîíöåíòðàöèÿì
ìàííèòà Ä, NaCl è Na2SO4 (á—ç).

á — ìàííèò Ä, 4 ñóò, 4 àòì; â — Na2SO4, 4 ñóò, 4 àòì; ã — Na2SO4, 8 ñóò, 4 àòì; ä — NaCl, 8 ñóò, 4 àòì; å — ìàííèò Ä, 8 ñóò, 6 àòì; æ — Na2SO4, 8 ñóò,
6 àòì; ç — Na2SO4, 8 ñóò, 8 àòì. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 1 ñì.
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Ðèñ. 4. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ê òóáóëèíó êëåòîê êîðíÿ ïðîðîñòêîâ ëþöåðíû Ìådicago

sativa L. â êîíòðîëå è ïîñëå àêêëèìàöèè ê ìàííèòó Ä.

à, á — êîíòðîëüíûå êëåòêè, â êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìå âûÿâëÿþòñÿ ïà-
ðàëëåëüíûå äðóã äðóãó ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê. â—å — òóáóëèíîâûé öè-
òîñêåëåò ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê ìàííèòó Ä: â, ã — àêêëèìàöèÿ ê 2 àòì,
ïîêàçàíû êëåòêè ñ õàîòè÷åñêèì ðàñïîëîæåíèåì êîðòèêàëüíûõ ïó÷êîâ;
ä — àêêëèìàöèÿ ê 4 àòì, ïîêàçàíà êëåòêà ñ ïëîòíûìè ïó÷êàìè, ôîðìè-
ðóþùèìè õàîòè÷åñêóþ ïðîðåæåííóþ ñåòü; å — àêêëèìàöèÿ ê 6 àòì, ïî-
êàçàíà êëåòêà ñ íåîäíîðîäíûìè ïî ïëîòíîñòè è ôðàãìåíòèðîâàííûìè
ïó÷êàìè. æ—ê — òóáóëèíîâûé öèòîñêåëåò ïîñëå 8 ñóò àêêëèìàöèè ê
ìàííèòó Ä: æ — àêêëèìàöèÿ ê 6 àòì, êëåòêà ñ äèàãîíàëüíûì ðàñïîëîæå-
íèåì ïó÷êîâ; ç—ê — àêêëèìàöèÿ ê 8 àòì, ïîêàçàíû êëåòêè ñ äèàãîíàëü-
íûì ðàñïîëîæåíèåì ïó÷êîâ (ç) è ñ íåîäíîðîäíûìè ïî ïëîòíîñòè ïó÷êà-

ìè (è, ê). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.

Ðèñ. 5. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ê òóáóëèíó êëåòîê êîðíÿ ïðîðîñòêîâ ëþöåðíû Ìådicago

sativa L. ïîñëå àêêëèìàöèè ê NaCl.

à—å — òóáóëèíîâûé öèòîñêåëåò ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê 2 àòì (à—ã),
4 àòì (ä) è 6 àòì (å): ïîêàçàíû ðàçíûå âàðèàíòû èçìåíåíèÿ îðãàíèçàöèè
êîðòèêàëüíûõ ïó÷êîâ — õàîòèçàöèÿ ñåòè (à), íåîäíîðîäíûå ïî ïëîòíî-
ñòè ïó÷êè (á), öåíòðû êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê (â), ïðîðåæèâàíèå
êîðòèêàëüíîé ñåòè (ã, ä), ïëîòíûå ïó÷êè (ã—å). æ, ç — òóáóëèíîâûé öè-
òîñêåëåò ïîñëå 8 ñóò àêêëèìàöèè ê 4 àòì, îäíà è òà æå êëåòêà â ðàçíûõ ôî-
êàëüíûõ ïëîñêîñòÿõ, âèäíû öåíòðû êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê.
è—ì — òóáóëèíîâûé öèòîñêåëåò ïîñëå 8 ñóò àêêëèìàöèÿ ê 6 àòì, ïîêàçà-
íû êëåòêè ñ ïðîðåæåííûìè (è), ïåðåïëåòàþùèìèñÿ (ê), óòîëùåííûìè è
ïðîðåæåííûìè (ë) è íåîäíîðîäíûìè è ôðàãìåíòèðîâàííûìè (ì) ïó÷êà-

ìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



Ñ ó ë ü ô à ò í à ò ð è ÿ, à ê ê ë è ì à ö è ÿ â ò å ÷ å í è å
4 ñ óò. Ïîñëå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê 87.2 ìÌ Na2SO4

(4 àòì) âûÿâëÿëè êëåòêè ñ ðåäêèìè è ïëîòíûìè êîðòè-
êàëüíûìè ïó÷êàìè, êîòîðûå ìîãóò áûòü ôðàãìåíòèðî-
âàííûìè, ôîðìèðîâàòü öåíòðû êîíâåðãåíöèè èç äëèííûõ
(ðèñ. 6, à) èëè êîðîòêèõ (ðèñ. 6, á) ìèêðîòðóáî÷åê, êëåòêè
ñ ïó÷êàìè íåîäíîðîäíîé ïëîòíîñòè, ôîðìèðóþùèìè
ðûõëóþ ñåòü (ðèñ. 6, â). Ïðè àêêëèìàöèè ê 131.7 ìÌ
Na2SO4 (6 àòì) â êëåòêàõ â îñíîâíîì ïðèñóòñòâóþò õàîòè-
÷åñêè ðàñïîëîæåííûå, íåîäíîðîäíûå ïî ïëîòíîñòè è
ôðàãìåíòèðîâàííûå êîðòèêàëüíûå ïó÷êè (ðèñ. 6, ã, ä).

Ñ ó ë ü ô à ò í à ò ð è ÿ, à ê ê ë è ì à ö è ÿ â ò å ÷ å í è å
8 ñ ó ò. Ïîñëå àêêëèìàöèè ê 44.4 ìÌ Na2SO4 (2 àòì) â
êëåòêàõ âûÿâëÿëè íåáîëüøîå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
÷èñëî êîðîòêèõ è íåóïîðÿäî÷åííî ðàñïîëîæåííûõ êîðòè-
êàëüíûõ ïó÷êîâ (ðèñ. 7, à). Ïðè àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê
87.2 ìÌ Na2SO4 (4 àòì) â êîðíÿõ ïðèñóòñòâóþò êëåòêè ñ
ïó÷êàìè ìèêðîòðóáî÷åê, ôîðìèðóþùèìè öåíòðû êîí-
âåðãåíöèè íà ïåðèôåðèè êëåòîê (ðèñ. 7, á) èëè ïî âñåé
öèòîïëàçìå (ðèñ. 7, â—ä). Òàêæå âûÿâëÿëè êëåòêè ñ ôðàã-
ìåíòèðîâàííûìè ïó÷êàìè, êîòîðûå ôîðìèðóþò ïðîðå-
æåííóþ è íåóïîðÿäî÷åííóþ ñåòü (ðèñ. 7, å). Àêêëèìàöèÿ

ê 131.7 ìÌ Na2SO4 (6 àòì) ñîïðîâîæäàåòñÿ ôîðìèðîâàíè-
åì áîëåå êðóïíûõ è ïëîòíûõ ôðàãìåíòèðîâàííûõ ïó÷êîâ
(ðèñ. 7, æ, ç), êîòîðûå ÷àñòî ðàñïîëîæåíû ïîä óãëîì ê

40 Å. Ì. Ëàçàðåâà è äð.

Ðèñ. 6. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ê òóáóëèíó êëåòîê êîðíÿ ïðîðîñòêîâ ëþöåðíû Ìådicago

sativa L. ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê Na2SO4.

à—â — òóáóëèíîâûé öèòîñêåëåò ïîñëå àêêëèìàöèè ê 4 àòì: à — êëåòêà ñ
ïëîòíûìè è ðåäêèìè ïó÷êàìè è öåíòðîì êîíâåðãåíöèè èç äëèííûõ ìèê-
ðîòðóáî÷åê; á — êëåòêà ñ êîðîòêèìè ïó÷êàìè, îáðàçóþùèìè öåíòðû
êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê; â — êëåòêà ñ íåîäíîðîäíûìè ïî ïëîòíî-
ñòè ïó÷êàìè, ôîðìèðóþùèìè ðûõëóþ ñåòü. ã, ä — àêêëèìàöèÿ ê 6 àòì,
ïîêàçàíû êëåòêè ñ õàîòè÷åñêîé ñåòüþ è ôðàãìåíòèðîâàííûìè ïó÷êàìè.

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.

Ðèñ. 7. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ê òóáóëèíó êëåòîê êîðíÿ ïðîðîñòêîâ ëþöåðíû Ìådicago

sativa L. ïîñëå 8 ñóò àêêëèìàöèè ê Na2SO4.

à — àêêëèìàöèÿ ê 2 àòì, ïîêàçàíà êëåòêà ñ ðåäêèìè è íåóïîðÿäî÷åííî
ðàñïîëîæåííûìè êîðòèêàëüíûìè ïó÷êàìè. á—å — àêêëèìàöèÿ ê 4 àòì:
á — êëåòêà ñ ïåðåïëåòàþùèìèñÿ ïó÷êàìè â êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìå;
â—ä — ðàçíûå ôîêàëüíûå ïëîñêîñòè îäíîé è òîé æå êëåòêè, íà êîòîðûõ
âèäíî ðàñïîëîæåíèå ìíîæåñòâà öåíòðîâ êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê.
æ, ç — àêêëèìàöèÿ ê 6 àòì, ïîêàçàíû êëåòêè ñ ïëîòíûìè è ôðàãìåíòè-

ðîâàííûìè ïó÷êàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



äëèííîé îñè êëåòêè (ðèñ. 7, æ). Ïðè àêêëèìàöèè ïðîðî-
ñòêîâ ê 176.1 ìÌ Na2SO4 (8 àòì) íàáëþäàëè èçìåíåíèÿ
òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ñõîäíûå ñ òåìè, êîòîðûå ïî-
êàçàíû íà ðèñ. 7, æ, ç.

Êëàññèôèêàöèÿ èçìåíåíèé ñòðóêòóðû ñèñòåìû êîð-
òèêàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê, ôîðìèðóþùèõñÿ â õîäå àê-
êëèìàöèè ê äåéñòâèþ ñîëåé è îñìîòèêó, ïðèâåäåíà â
òàáë. 2.

Ïðè àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê äåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèé Na2SO4 âûÿâëÿëè êëåòêè, ñîäåðæàùèå êî-
ðîòêèå è ïëîòíûå êîðòèêàëüíûå ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê.
Êàê èçâåñòíî, óâåëè÷åíèå ïëîòíîñòè ïó÷êîâ ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ ôîðìèðîâàíèåì àòèïè÷íûõ òóáóëèíîâûõ ïîëè-
ìåðîâ — òóáóëèíîâûõ ïàðàêðèñòàëëîâ, êîòîðûå âûÿâëÿ-
þòñÿ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê òóáóëèíó, íî ïî óëüòðàñòðóê-
òóðå îòëè÷àþòñÿ îò ìèêðîòðóáî÷åê (Livanos et al., 2014).
Ïîýòîìó ìû ïðîâåëè àíàëèç óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê ñ
ðåîðãàíèçîâàííîé ñèñòåìîé òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà
ïîñëå äåéñòâèÿ Na2SO4.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ, à ê ê ë è ì à ö è ÿ ê
87.2 ì Ì N a 2S O4 (4 à ò ì). Àíàëèç óëüòðàñòðóêòóðû êëå-
òîê ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ïîêàçàë, ÷òî âáëèçè êëåòî÷-
íîé ñòåíêè ïðèñóòñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå êîðòèêàëüíûå
ìèêðîòðóáî÷êè, ðàñïîëîæåííûå êàê ïåðïåíäèêóëÿðíî
êëåòî÷íîé ñòåíêå (ðèñ. 8, à), òàê è õàîòè÷åñêè, ïðè ýòîì
ìèêðîòðóáî÷êè îðèåíòèðîâàíû ïîä óãëîì èëè ïàðàëëåëü-
íî êëåòî÷íîé ñòåíêå (ðèñ. 8, á). Êðîìå ýòîãî, â öèòîïëàçìå
îáíàðóæåíû ñòðóêòóðû, ñôîðìèðîâàííûå íåñêîëüêèìè
ìèêðîòðóáî÷êàìè, ñõîäÿùèìèñÿ â îáùóþ çîíó (ðèñ. 8, â,
ñòðåëêè), êîòîðûå, ïî âñåé âèäèìîñòè, ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé öåíòðû êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê, îïèñàííûå
íàìè ðàíåå ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Òàêèì îá-
ðàçîì, ïðè äåéñòâèè ñîëè ñîõðàíÿåòñÿ ñòðóêòóðà ìèêðî-
òðóáî÷åê, îäíàêî íàáëþäàþòñÿ ïðèçíàêè ðåîðãàíèçàöèè
èõ ñåòè, âûÿâëÿåìûå íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå.

Îáñóæäåíèå

Îñìîòè÷åñêèé è ñîëåâîé ñòðåññû ñîïðîâîæäàþòñÿ
âîçðàñòàíèåì êîíöåíòðàöèé èîíîâ â êëåòêàõ ðàçâèâàþ-
ùèõñÿ ïðîðîñòêîâ, ÷òî ìîæåò âûçâàòü èçìåíåíèå êîí-

ôîðìàöèè ðàçëè÷íûõ áèîïîëèìåðîâ, ïðèâåñòè ê íåîáðà-
òèìûì ïîâðåæäåíèÿì êëåòîê è ãèáåëè âñåãî ðàñòåíèÿ.
×òîáû ïîêàçàòü, ÷òî âûøåîïèñàííûå èçìåíåíèÿ ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê, âûÿâëåííûå â êëåòêàõ êîðíÿ â óñëîâèÿõ
àêêëèìàöèè ê ñîëÿì è ìàííèòó Ä, íå ïðèâîäÿò ê ãèáåëè
ðàñòåíèé, ïðîðîñòêè íà 8-å ñóò âûñàæèâàëè â ãðóíò è íà-
áëþäàëè çà èõ ðàçâèòèåì â òå÷åíèå 3 íåä. Íàáëþäåíèÿ
ïîêàçàëè, ÷òî ðàçâèâàþùèåñÿ ðàñòåíèÿ ïî ìîðôîôóíêöè-
îíàëüíûì ïàðàìåòðàì (ðàçìåð è ÷èñëî ëèñòüåâ) íå îòëè-
÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ïåðåñòðîéêà ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê â õîäå
ïðîäîëæèòåëüíîé àêêëèìàöèè ðàñòåíèé ê ñîëåâîìó è
îñìîòè÷åñêîìó ñòðåññàì íå ÿâëÿåòñÿ íåîáðàòèìûì ïî-
âðåæäåíèåì.

Ìû ïðîâåëè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ñèñ-
òåì ìèêðîòðóáî÷åê èíòåðôàçíûõ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç
çîíû äåëåíèÿ è çîíû ðàñòÿæåíèÿ êîðíÿ, â óñëîâèÿõ àê-
êëèìàöèè ïðîðîñòêîâ Ìedicago sativa ê äåéñòâèþ îñìî-
òèêà ìàííèòà è ñîëåé — õëîðèäà è ñóëüôàòà íàòðèÿ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò äàííûå ðàííèõ ðà-
áîò, â êîòîðûõ ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî
ñòðåññà (õëîðèä íàòðèÿ) êîðòèêàëüíûå ïó÷êè ìèêðîòðó-
áî÷åê â êëåòêàõ ðàñòåíèé òåðÿþò óïîðÿäî÷åííîå ðàñïîëî-
æåíèå è (èëè) ïåðåîðèåíòèðóþòñÿ â öèòîïëàçìå êëåòêè
(Blancaflor, Hasenstein,1995; Dhonukshe et al., 2003).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äàííûå î ñòðóêòóðå ñåòè ìèê-
ðîòðóáî÷åê êëåòîê, ïðîøåäøèõ àêêëèìàöèþ ê äåéñòâèþ
ñóëüôàòà íàòðèÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè, ïîäòâåðæäàþò ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ
èìåííî ìèêðîòðóáî÷åê, îäíàêî ìû íå ìîæåì èñêëþ÷èòü,
÷òî â êëåòêàõ ïðèñóòñòâóþò è äðóãèå òóáóëèíîâûå ïîëè-
ìåðû, âûÿâëÿåìûå ïðè äåéñòâèè ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé
â êëåòêàõ ðàñòåíèé.

Ìû âûÿâèëè íåñêîëüêî ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ òó-
áóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ñôîðìèðîâàííûõ â õîäå àêêëè-
ìàöèè ê ñîëåâîìó è îñìîòè÷åñêîìó ñòðåññàì.

1. Êëåòêè ñ ïðîðåæåííûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì, íî ïëîòíûìè ïó÷êàìè ìèêðîòðóáî÷åê. Ìû ïîêàçàëè,
÷òî óìåíüøåíèå ÷èñëà ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê çàâèñèò
êàê îò êîíöåíòðàöèè, òàê è îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè äåéñò-
âèÿ ðåàãåíòîâ. Óâåëè÷åíèå ïëîòíîñòè ïó÷êîâ è óìåíüøå-
íèå èõ ÷èñëà ìîãóò îòðàæàòü èçìåíåíèå ñîñòîÿíèÿ òóáó-

Ðåîðãàíèçàöèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê êëåòîê êîðíÿ Medicago sativa L. â óñëîâèÿõ... 41
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Îñíîâíûå òèïû ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé ñèñòåì ìèêðîòðóáî÷åê
ïîñëå àêêëèìàöèè ïðîðîñòêîâ ê äåéñòâèþ ñîëåé è ìàííèòà Ä

Èçìåíåíèÿ â ñèñòåìàõ ìèêðîòðóáî÷åê Ìàííèò Ä NaCl Na2SO4

Îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå, àòì

Óìåíüøåíèå ÷èñëà ïó÷êîâ + + + + + + + + + + + +

Èçìåíåíèå òîëùèíû ïó÷êîâ + + + + + + + + + + + +

Íàðóøåíèå ëàòåðàëüíîé àññîöèàöèè ÌÒ â ïó÷êå + – – + + – – – – + + –

Ïåðåïóòàííûå òîíêèå ïó÷êè + + + –

Ïåðåïóòàííûå òîëñòûå (ïëîòíûå) ïó÷êè + – + – + – – –

Íåîäèíàêîâàÿ ïëîòíîñòü ó÷àñòêîâ â ñîñòàâå ïó÷êîâ + – + + + – – –

Ôðàãìåíòàöèÿ ïó÷êîâ íà ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè – – – + + – – – – + + –

Ôðàãìåíòàöèÿ ïó÷êîâ íà òî÷å÷íûå ó÷àñòêè – – + + – + + –

Èçìåíåíèå îðèåíòàöèè ïó÷êîâ – – + + – + – – – – + –

Ôîðìèðîâàíèå ÖÊÌÒ èç òîíêèõ ïó÷êîâ + – – – + – – –

Ôîðìèðîâàíèå ÖÊÌÒ èç òîëñòûõ ïó÷êîâ + – – – – + – –

Ï ð è ì å ÷ à í è å. «+» — íàëè÷èå ñîîòâåòñòâóþùèõ èçìåíåíèé â ñèñòåìå ìèêðîòðóáî÷åê, «–» — îòñóòñòâèå èçìåíåíèé; ïóñòûå ÿ÷åéêè óêàçûâàþò
íà îòñóòñòâèå óêàçàííûõ èçìåíåíèé ïðè ëþáûõ êîíöåíòðàöèÿõ ðåàãåíòîâ.



ëèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Âîçìîæíî, íåêîòîðûå ïëîòíûå
ïó÷êè ñôîðìèðîâàíû íå ìèêðîòðóáî÷êàìè, à àòèïè÷íû-
ìè òóáóëèíîâûìè ïîëèìåðàìè — ïàðàêðèñòàëëàìè èëè
ìàêðîòðóáî÷êàìè (Livanos et al., 2014). Òàê, íàïðèìåð,
òóáóëèíîâûå ìàêðîòðóáî÷êè â êëåòêàõ ïøåíèöû Triticum
turgidum áûëè âûÿâëåíû ïîñëå äåéñòâèÿ ìàííèòà Ä (Êî-
mis åt al., 2002). Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ
òðåáóåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå èçó÷åíèå óëüòðàñòðóêòóðû
êëåòîê ïîñëå àêêëèìàöèè â ïðèñóòñòâèè ìàííèòà Ä, õëî-
ðèäà è ñóëüôàòà íàòðèÿ. Ïðè÷èíàìè ïðîðåæèâàíèÿ ñåòè
ìèêðîòðóáî÷åê ìîæåò áûòü ðàçáîðêà ìèêðîòðóáî÷åê. Íå-

êîòîðûå àâòîðû âûñêàçûâàþò ïðåäïîëîæåíèå (Livanos
et al., 2014), ÷òî ÀÔÊ ïðÿìî èëè êîñâåííî âëèÿþò íà ïî-
ëèìåðèçàöèþ òóáóëèíà, íàïðèìåð èçìåíÿÿ êîíöåíòðà-
öèþ êàëüöèÿ èëè äîñòóïíîñòü ñâîáîäíûõ ãåòåðîäèìåðîâ
òóáóëèíà. Ðàçáîðêà ìèêðîòðóáî÷åê ìîæåò àêòèâèðîâàòü-
ñÿ çà ñ÷åò îñëàáëåíèÿ ñâÿçûâàíèÿ c ÌÀÐ65. Òàê, íàïðè-
ìåð, ôîñôîðèëèðîâàíèå ÌÀÐ65-1 (êîòîðûé ñïîñîáñòâóåò
îáðàçîâàíèþ ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê) âåäåò ê åãî äèññî-
öèàöèè îò ìèêðîòðóáî÷åê è ñïîñîáñòâóåò èõ ðàçáîðêå, à
ñàì ÌÀÐ65-1 ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ ðÿäà ÀÔÊ-àêòèâè-
ðóåìûõ ÌÀÐÊ (Smertenko et al., 2006). Ñëåäóåò îòìåòèòü,

42 Å. Ì. Ëàçàðåâà è äð.

Ðèñ. 8. Óëüòðàñòðóêòóðà êëåòîê êîðíÿ Ìådicago sativa L. ïîñëå 4 ñóò àêêëèìàöèè ê 4 àòì Na2SO4.

à — óïîðÿäî÷åííîå ðàñïîëîæåíèå ìèêðîòðóáî÷åê â êîðòèêàëüíûõ îáëàñòÿõ ñîñåäíèõ êëåòîê êîðíÿ ïðîðîñòêà; á — õàîòè÷åñêîå ðàñïîëîæåíèå ìèê-
ðîòðóáî÷åê êàê âäîëü, òàê è ïîä óãëîì ê êëåòî÷íîé ñòåíêå; â — öåíòðû êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê â äâóõ ñîñåäíèõ êëåòîê êîðíÿ (ñòðåëêè). Óâåë.

20 000�.



÷òî ÌÀÐ65-1 è ÌÀÐ65-6 ñïîñîáñòâóþò îðãàíèçàöèè
óñòîé÷èâûõ òîëñòûõ ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê âî âðåìÿ ñî-
ëåâîãî ñòðåññà, êîòîðûå âûãëÿäÿò êàê ïåðåïóòàííàÿ ñåòü
(Mao et al., 2005).

2. Êëåòêè, â êîòîðûõ êîðòèêàëüíûå ïó÷êè ìèêðîòðó-
áî÷åê ðàñïîëîæåíû äèàãîíàëüíî ïî îòíîøåíèþ ê ïðî-
äîëüíûì îñÿì. Ïåðåîðèåíòàöèÿ ïó÷êîâ îñîáåííî âûðà-
æåíà â êëåòêàõ ïîñëå àêêëèìàöèè ê ìàííèòó Ä â êîíöåíò-
ðàöèÿõ 250 (6 àòì) è 333 (8 àòì) ìÌ è ê NaCl â
êîíöåíòðàöèè 99 ìÌ (4 àòì), êîãäà ìû íàáëþäàåì ó ïðî-
ðîñòêîâ ïðàâîçàêðó÷åííûå êîðíè. Ýòè èçìåíåíèÿ ñèëüíåå
âûðàæåíû â êëåòêàõ ïðè àêêëèìàöèè ê äåéñòâèþ õëîðèäà
íàòðèÿ è ìàííèòà. Èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ êîðòèêàëüíûõ
ïó÷êîâ ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì çàìåäëåíèÿ èëè îñòàíîâ-
êè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê êîðíÿ ðàñòåíèÿ â îòâåò íà ñòðåññ
(Hashimoto, Kato, 2006) èëè ïðîèñõîäèòü ïðè äèñáàëàíñå
èîíîâ íàòðèÿ, ÷òî ïîêàçàíî äëÿ êëåòîê À. thaliana (Shoji
et al., 2006; Wang et al., 2007, 2011).

3. Êëåòêè, ó êîòîðûõ íàðóøåíû ëàòåðàëüíûå ñâÿçè
ìåæäó ìèêðîòðóáî÷êàìè â ñîñòàâå ïó÷êîâ. Èçìåíåíèÿ
ñòðóêòóðû ïó÷êîâ ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ â êëåòêàõ ïðè äåé-
ñòâèè ìàííèòà è õëîðèñòîãî íàòðèÿ. Âîçìîæíî, â óñëîâè-
ÿõ ñòðåññà òàêàÿ ñòðóêòóðà ïó÷êîâ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì
íàðóøåíèÿ ñâÿçè ìèêðîòðóáî÷åê ñ áåëêàìè ÌÀÐ65-1, 4, 5
è 8, êîòîðûå â íîðìå ôîðìèðóþò êîðòèêàëüíûå ïó÷êè
(Zhang et al., 2012). Áåëêàì ñåìåéñòâà MAP65 ïðèïèñûâà-
þò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè äèíàìèêè è îðãàíèçàöèè
ìèêðîòðóáî÷åê ó ðàñòåíèé. Àêòèâàòîðîì ÌÀÐ65 òàêæå
ÿâëÿåòñÿ ôîñôàòèäíàÿ êèñëîòà: âî âðåìÿ ñîëåâîãî ñòðåññà
ôîñôàòèäíàÿ êèñëîòà ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÌÀÐ65 è óñèëèâàåò
ïîëèìåðèçàöèþ òóáóëèíà è ñïîñîáíîñòü ÌÀÐ65 âûçû-
âàòü îáðàçîâàíèå ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê (Zhang et al.,
2012).

4. Êëåòêè, ó êîòîðûõ â êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìå è
îêîëî ÿäðà âûÿâëÿþòñÿ öåíòðû êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðó-
áî÷åê. Ïðèñóòñòâèå òàêèõ ñòðóêòóð îïèñûâàëè ðàíåå
â êëåòêàõ ðàñòåíèé ïîñëå äåéñòâèÿ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ
äåïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê (Cleary, Hardham,
1988), à òàêæå íàáëþäàëè â âûäåëåííûõ êëåòêàõ ýíäîñ-
ïåðìà Scadoxus in vitro (Smirnova, Bajer, 1994). Öåíòðû
êîíâåðãåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê ìû íàáëþäàëè ïðè äåéñò-
âèè íèçêîé òåìïåðàòóðû (0 °Ñ) íà ïðîðîñòêè ïøåíèöû
(Ëàçàðåâà è äð., 2008). Âîçìîæíî, ýòè ñòðóêòóðû ÿâëÿþò-
ñÿ íîâûìè ñàéòàìè íóêëåàöèè è ðîñòà ìèêðîòðóáî÷åê â
êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè ñòðåññîâ.

5. Êëåòêè ñ êîðòèêàëüíûìè ïó÷êàìè, ñôîðìèðîâàí-
íûìè ÷åðåäóþùèìèñÿ ïëîòíûìè è ðûõëûìè ó÷àñòêàìè,
âûÿâëåíû íàìè ïðè àêêëèìàöèè ê äåéñòâèþ õëîðèäà íà-
òðèÿ è ìàííèòà. Òàêàÿ ñòðóêòóðà ïó÷êîâ, âîçìîæíî, ôîð-
ìèðóåòñÿ â ðåçóëüòàòå àêêëèìàöèè êëåòêè ê ñòðåññó èëè
ÿâëÿåòñÿ íà÷àëüíûì ýòàïîì èçìåíåíèÿ ïó÷êîâ ïåðåä èõ
ôðàãìåíòàöèåé.

6. Êëåòêè êîðíÿ ñ ôðàãìåíòèðîâàííûìè êîðòèêàëü-
íûìè ïó÷êàìè ìèêðîòðóáî÷åê. Ôðàãìåíòàöèÿ ïó÷êîâ
ìèêðîòðóáî÷åê ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ïîâûøåíèÿ
óðîâíÿ ÀÔÊ â êëåòêå, ÷òî ïîäòâåðæäåíî in vitro íà êëåò-
êàõ Arabidopsis (Xu et al., 2006). Âîçìîæíî, ôðàãìåíòàöèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê ñâÿçàíà ñ àêòèâàöèåé áåëêà êàòàíèíà, ðàç-
ðåçàþùåãî ìèêðîòðóáî÷êè. Ïîêàçàíî, ÷òî ó ðàñòåíèé êà-
òàíèí ïðèâëåêàåòñÿ ïðè îòâåòå öèòîñêåëåòà íà ðàçëè÷íûå
âèäû ñòðåññîâ ÷åðåç ÀÔÊ-îïîñðåäîâàííûå ñèãíàëüíûå
êàñêàäû (Landrein, Hamant, 2013; Lindeboom et al., 2013).
Îäíàêî íåëüçÿ èñêëþ÷èòü è äðóãèå ìåõàíèçìû, âåäóùèå
ê ïîÿâëåíèþ íåîäíîðîäíûõ ïî ïëîòíîñòè èëè ôðàãìåí-
òèðîâàííûõ ïó÷êîâ, â òîì ÷èñëå ñòàáèëèçàöèÿ (äåñòàáè-

ëèçàöèÿ) ìèêðîòðóáî÷åê ïðè àáèîòè÷åñêèõ ñòðåññàõ
(Eleftheriou et al., 2013), âêëþ÷åíèå â ñîñòàâ ìèêðîòðóáî-
÷åê ïîñòòðàíñëÿöèîííî ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì òóáó-
ëèíîâ (Cai, 2010).

Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûå äàííûå, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ïðîðåæèâàíèå ñåòè è óòîëùåíèå ïó÷êîâ ïðîèñõîäÿò ïðè
âñåõ òèïàõ ñòðåññîâ — îñìîòè÷åñêîì è ñîëåâîì. Õàîòè-
÷åñêàÿ îðèåíòàöèÿ êàê òîíêèõ, òàê è óòîëùåííûõ ïó÷êîâ,
íàáëþäàåòñÿ ïðè äåéñòâèè îñìîòèêà, íî íå ïðè äåéñòâèè
ñîëåé. Ôðàãìåíòàöèÿ ïó÷êîâ, íàîáîðîò, ïðîèñõîäèò ïðè
äåéñòâèè ñîëåé è ïðîÿâëÿåòñÿ òîëüêî ïðè âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèè îñìîòèêà. Ôîðìèðîâàíèå öåíòðîâ êîíâåðãåí-
öèè ìèêðîòðóáî÷åê ÷àùå âñòðå÷àåòñÿ â êëåòêàõ ïðè äëè-
òåëüíîì äåéñòâèè ñóëüôàòà íàòðèÿ, ðåæå õëîðèäà íàòðèÿ
è íå íàáëþäàåòñÿ ïðè äåéñòâèè ìàííèòà Ä.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â îòëè÷èå îò
êëåòîê Arabidopsis â êëåòêàõ êîðíÿ ëþöåðíû ïðè ñîëåâîì
è îñìîòè÷åñêîì ñòðåññàõ ñåòü êîðòèêàëüíûõ ìèêðîòðóáî-
÷åê ïåðåñòðàèâàåòñÿ. Ýòà ðåîðãàíèçàöèÿ ïðîèñõîäèò íå
òîëüêî â îòâåò íà äåéñòâèå èîíîâ, êàê ïîêàçàíî äðóãèìè
àâòîðàìè (Wang et al., 2007), íî è ïðè èçìåíåíèè îñìîòè-
÷åñêîãî äàâëåíèÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, çàïóñêàòü ñèãíàëüíûå
ïóòè è ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ïðèâîäÿùèå ê ðåîðãà-
íèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê, ìîãóò íå òîëüêî êàòèî-
íû íàòðèÿ, êàê ïîêàçàíî ðàíåå (Wang et al., 2007), íî è
àíèîíû õëîðà è ñóëüôàòà. Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî äëÿ îñìîòè÷åñêîãî è ñîëåâîãî ñòðåññîâ ñóùåñòâóþò
ðàçíûå ìåõàíèçìû âîçäåéñòâèÿ íà ñèñòåìó ìèêðîòðóáî-
÷åê, ïðè ýòîì ðåîðãàíèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â îòâåò íà
ñòðåññ çàâèñèò îò êàòèîíîâ è àíèîíîâ, êîòîðûå â ñîñòàâå
ñîëè ìîãóò îêàçûâàòü âçàèìíî äîïîëíÿþùèé (àääèòèâ-
íûé) ýôôåêò.
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REORGANIZATION OF INTERPHASE MICROTUBULES IN ROOT CELLS OF MEDICAGO SATIVA L.

DURING ACCLIMATION TO OSMOTIC AND SALT STRESS CONDITION
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We have investigated the organization of microtubule system in interphase cells of Medicago sativa L. ro-
ots during acclimation to salt and osmotic stress at different concentrations of NaCl, Na2SO4 and mannitol. We
have identified several morphological changes in tubulin cytoskeleton that appear during the acclimation to salt
and osmotic stress in the cells of different root tissues: 1) decreased density of cortical microtubule network,
2) random orientation of cortical microtubule bundles, 3) non-uniform density of the bundles, 4) thickening of
the bundles, 5) fragmentation of the bundles, 6) formation of centers of converging microtubule. Reduced den-
sity of the microtubule network and thickening of the bundles was detected during osmotic and salt stress, yet
random orientation of cortical microtubules was observed under osmotic stress and not found during salt stress.
Fragmentation of microtubule bundles was apparent during salt stress and less evident at high concentration of
mannitol. Formation of centers of converging microtubule was common under prolonged action of sodium sul-
fate, less common under sodium chloride and not found after mannitol treatment. Our data show that cortical
microtubules in alfalfa root cells rearrange not only in response to different ions, but also to osmotic pressure.
Thus, the signaling pathways and molecular mechanisms inducing reorganization of the microtubule system
may be triggered not only by sodium cations but also by sulfate and chloride anion at the concentrations that do
not cause irreversible cell damage. Our study show that the osmotic and salt stress differently affect the cortical
microtubules, and their reorganization in response to stress depends on the salt cations as well as anions might
also show additional effect under salt stress.
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