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ВВЕДЕНИЕ
Развитие надземной части организма высших

растений связано с функционированием апи!
кальной меристемы (АМ) побега и содержащим!
ся в ее центральной зоне пулом стволовых клеток
Центральную роль в поддержании стволовости
клеток АМ побега у модельного растения Arabi

dopsis thaliana (L.) Heynh. играет ген WUSCHEL
(WUS), экспрессирующийся в организующем
центре АМ (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998).
Продукт гена WUS перемещается в вышележащие
клетки, поддерживая их недетерминированный
статус (состояние стволовости). Кроме того, ген
WUS индуцирует экспрессию гена CLAVATA3
(CLV3), связываясь с его промотором (Yadav et al.,
2011). 

CLV3 кодирует небольшой секреторный белок,
связывающийся с рецепторной киназой CLV1 и
рецептор!подобным белком CLV2, по принципу
лиганд!рецептор (Clark et al., 1997; Fletcher et al.,
1999). Помимо этого белок CLV3 способен фор!

мировать лиганд!рецепторные комплексы с CLV2
и рецепторной киназой CRN (Muller et al., 2008)
без участия CLV1, а также с рецептор!подобной
киназой RPK2/TOAD2 (Kinoshita et al., 2010). Ре!
цептор!подобная киназа CRN также необходима
для образования комплекса CLV1 и CLV2 (Zhu
et al., 2010; Bleckmann et al., 2010). Три образую!
щихся трансмембранных комплекса действуют
независимо друг от друга и оказывают репресси!
рующее влияние на WUS. Система генетической
регуляции WUS–CLV с отрицательной обратной
связью способна быстро компенсировать значи!
тельные колебания в уровнях экспрессии ее ком!
понентов и оказывать влияние на пролиферацию
клеток АМ побега (Reddy, Meyerowitz, 2005;
Muller et al., 2006; Yadav et al., 2010).

Помимо генов системы WUS–CLV выявлен це!
лый ряд дополнительных компонентов, боль!
шинство из которых модулируют экспрессию
этих центральных регуляторов пула стволовых
клеток (Альберт, Ежова, 2013; Barton, 2010; Yadav
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et al., 2013). Тем не менее, существующая картина
генетической регуляции далека от завершения.
Так, например, нет информации о генетической
регуляции тех структурных и динамических пре!
образований АМ, которые наблюдаются у самых
разных видов растений при переходе на репро!
дуктивную стадию развития. Важнейшими из
этих преобразований, необходимых для успеш!
ной репродукции, являются следующие: АМ цве!
тоноса увеличивается в объеме по сравнению с
вегетативной, а клетки центральной зоны (ство!
ловые клетки) приступают к активным делениям,
хотя в вегетативном апексе они делятся редко, как
и положено стволовым клеткам (Kwiatkowska,
2008). Для выявления генов, контролирующих
эти преобразования АМ побега, необходимо ис!
следовать мутанты с новыми морфологическими
особенностями. 

Полудоминантная карликовая мутация nana
(na) A. thaliana из коллекции кафедры генетики
МГУ им. М.В. Ломоносова вызывает формирова!
ние укороченного цветоноса (у гетерозигот – в 8–
13 раз в сравнении с диким типом) за счет сокра!
щения длины междоузлий и уменьшения числа
узлов. Укорочение междоузлий мутанта na связа!
но с уменьшением размера клеток (Ежова и др.,
2002; Лебедева и др., 2005) и не восстанавливается
под действием экзогенного гиббереллина (Ежова
и др., 1997, 2002). В АМ цветоноса мутантов na
уменьшения размеров клеток относительно ди!
кого типа не наблюдается. Тем не менее, размер
АМ гетерозиготных растений na в 2–3 раза мень!
ше, чем у растений дикого типа (Ежова и др.,
2002), что свидетельствует об участии гена NA в
регуляции размера пула стволовых клеток или
пролиферативной активности клеток АМ побега.
Для того, чтобы выяснить, действует ли ген NA на
эти процессы, влияя на систему WUS–CLV, необ!
ходимо изучить взаимодействие гена NA с ранее
исследованными генами. Целью данной работы
является анализ возможных взаимодействий гена
NA с генами CLV1, CLV2 и CLV3 с помощью изуче!
ния особенностей развития и структуры АМ по!
бега растений двойных мутантов na clv1, na clv2
1,
na clv3
2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы мутанты A. thaliana из
коллекции кафедры генетики МГУ – па (линия
К!164), clv1 (линия К!205) и ABRC – clv2
1 (CS46)
и clv3
2 (CS8066). Гетерозиготные растения му!
танта na, прошедшего 3 возвратных скрещивания
с родительской расой Enkheim!М (линия К!2),
скрещивали с гомозиготными мутантами clv и в
F2–F4 отбирали растения, которые были гомози!
готами по мутациям clv и гомо! и гетерозиготны!
ми по мутации na. Для удаления эффекта генети!
ческого фона двойные мутанты na clv1 и na clv2
1

возвратно скрещивали с мутантом na и в F2–F3
вновь отбирали двойных мутантов. Поскольку
мутация clv3
2 (CS8066) была получена на основе
линии Ler, содержащей мутацию er, тесно сцеп!
ленную с clv3
2, двойной мутант na clv3
2 всегда
был гомозиготен по er (по сути, представлял со!
бой тройной мутант). В связи с этим для коррект!
ного сравнения с двойным мутантом na clv3
2 ис!
пользовали растений мутанта na, с мутацией er,
выделенные из F2 от скрещивания na с линией
Ler. Для анализа морфологии растения выращи!
вали в смеси почвы и песка (2 : 1) в условиях теп!
лицы на длинном дне (16 ч свет/8 ч темнота). Для
анализа вегетативных АМ растения выращивали
в стерильных условиях на чашках Петри.

Съемки растений проводили цифровым фото!
аппаратом “Canon” (Япония) под бинокуляром
Stemi 2000!C (Германия). Детальный анализ
структуры органов проводили с помощью скани!
рующих электронных микроскопов JSM!6380LA
и СЭМ S!405A (фирм Jeol и Hitachi, Япония, со!
ответственно). 

Апикальные меристемы для СЭМ выделяли из
растений на стадии образования вторых взрослых
листьев и на стадии начала цветения. Образцы
инкубировали в растворе 70% этанола 16 ч при
4°С. Далее образцы переносили последовательно
в растворы этанола 80% – 10 мин, и дважды 95%
этанола – по 30 мин. Далее образцы инкубирова!
ли в смеси этанол 96% : ацетон 50% (1 : 1) в тече!
ние 30 мин и в 100% ацетоне в течение 2!х ч. Высу!
шенные образцы прикрепляли к металлическим
столикам, напыляли смесью палладия и платины в
ионном напылителе IB!3 (“Eiko”, Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ морфологии побега двойных мутантов

Взрослые растения двойных мутантов na clv1,
na clv2
1 и na clv3
2, как и растения одиночного
мутанта na являются карликами. У растений clv1,
clv2
1 и clv3
2, гетерозиготных по мутации na, по!
мимо укороченного главного цветоноса, высота
которого не превышала 4 см, формировались мно!
гочисленные розеточные побеги, которые прида!
вали растениям кустообразную форму (рис. 1а).
У растений clv1, clv2
1 и clv3
2, гетерозиготных по
мутации na, на главном цветоносе образовыва!
лось от 3 до 7 цветков, после чего побег прекра!
щал развитие. Отметим, что ни у родительских
форм, ни у двойных мутантов образования терми!
нальных цветков не наблюдалось (рис. 1б–1г), т.е.
терминация развития цветоноса связана не с пре!
образованием апикальной меристемы побега во
флоральную, а с прекращением ее активности. 

У растений clv3
2, гетерозиготных по мутации
na, на главном цветоносе иногда образовывалось
до 15 цветков. Это не было связано с увеличением
высоты цветоноса, но объяснялось ярко выра!
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Рис. 1. Особенности морфологии двойных мутантов na clv1, na clv2
1 и na clv3
2: (а) – общий вид растений (слева–на!
право) одиночного мутанта clv1, гетерозиготы na и двойного мутанта clv1, гетерозиготного по мутации na; (б–г) – глав!
ные цветоносы мутантов clv1, clv2
1 и clv3
2, соответственно, гетерозиготных по мутации na (стрелки указывают на апек!
сы); (д) – сканирующая электронная микросопия фасциированного цветоноса clv3
2, гетерозиготного по мутации na;
(е–з) – стручки двойных мутантов na clv1, na clv2
1 и na clv3
2, соответственно (1 – na, 2 – двойной мутант, 3 – clv). 
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женной фасциацией стебля (рис. 1г, 1д), которая
является характерной особенностью одиночных
мутантов clv3 (Clark et al., 1995).

У одиночного мутанта na изменения строения
цветка и формы стручка по сравнению с диким
типом мы практически не наблюдали. У всех
двойных мутантов увеличивалось число плодоли!
стиков в стручке (рис. 1е–1з), что характерно для
мутантов clv1, clv2 и clv3 (Clark et al., 1993, 1995;
Kayes, Clark, 1998).

Гомозиготные двойные мутанты na clv1,
na clv2
1 и na clv3
2 обычно не зацветали, как и
одиночные гомозиготы na. Редкое появление
цветков у ∼5% гомозиготных растений na clv1,
na clv2
1 и ∼10% na clv3
2 все же было возможно
благодаря развитию цветоносов в пазухах розе!
точных листьев. Причем, длина таких цветоносов
не превышала 1.5 см, и их развитие прекращалось
после формирования 1–3 цветков, как и у оди!
ночных гомозигот na (Ежова и др., 2002). Таким
образом, мутации clv1, clv2
1 и clv3
2 не способны
восстановить рост стебля мутанта na. 

Анализ структуры апикальной меристемы побега 
двойных мутантов

Для того чтобы выяснить, связано ли аномаль!
ное развитие цветоносов двойных мутантов с
уменьшением размера АМ, характерным для му!
танта na, проведено изучение структуры их АМ
побега на двух стадиях развития – ювенильной и
репродуктивной. Установлено, что в отличие от
дикого типа у гомозигот na АМ вегетативного по!
бега после формирования 3!х пар настоящих ли!
стьев существенно уменьшается в размере или пол!
ностью исчезает. Уменьшение размера АМ может
наблюдаться и после формирования 2!х пар ли!
стьев, вследствие чего последующие (верхние) ро!
зеточные листья имеют меньшие размеры и ано!
мально узкую форму. Тем не менее, общее число
листьев в розетке гомозигот па не отличается от
такового у растений дикого типа. На рис. 2а, 2б
показаны верхушки главного побега ювенильных
растений дикого типа и гомозиготного мутанта na
после удаления семядолей и 2!х пар настоящих
листьев, соответственно. У дикого типа АМ имеет
куполообразную форму (рис. 2а). У мутанта АМ
почти плоская, и после формирования еще одной
пары листьев (примордий 5!ого листа уже сфор!
мирован, примордий 6!ого листа только намеча!
ется, рис. 2б) она, по!видимому, полностью пре!
кратит свое существование. Терминация пула
стволовых клеток и прекращение функциониро!
вания АМ после формирования нескольких ли!
стьев розетки характерно для мутантов wus (Laux
et al., 1996), а также для растений, эктопически
экспрессирующих ген CLV3 (Brand, et al., 2000).
Выявленные особенности функционирования
АМ побега гомозигот na объясняют причины их

почти полной стерильности, и подтверждают
важную роль гена NA в регуляции поддержания
пула стволовых клеток в АМ побега.

У всех двойных мутантов на той же стадии на!
блюдается увеличение объема АМ побега относи!
тельно одиночного мутанта na, особенно суще!
ственное у двойных гомозигот na clv1 и na clv3
2
(рис. 2в, 2г). Вегетативная АМ двойных мутантов
na clv1 и na clv3
2 образует больше примордиев
листьев (рис. 2в, 2г), что характерно для мутантов
clv1 и clv3
2. Тем не менее, увеличение размера
АМ побега, вызванное мутациями в генах CLV
(негативных регуляторах гена WUS) не восстанав!
ливает пролиферативные способности клеток
АМ двойных мутантов после перехода растений
на репродуктивную стадию развития. Как отме!
чено выше, большинство растений двойных го!
мозигот, как и растений одиночной гомозиготы
na, не были способны формировать главный цве!
тонос. Большинство дополнительных побегов,
образующихся в пазухах розеточных листьев, так!
же заканчивали свое развитие, не переходя к цве!
тению из!за преждевременной терминации АМ.
Такие АМ могли иметь большой размер, но имели
уплощенный вид, не характерный для функцио!
нально активных меристем (рис. 2д). Таким обра!
зом, мутация na вызывала терминацию пролифе!
рации клеток АМ, независимо от ее размера. 

Анализ структуры АМ побега растений clv1,
clv2
1 и clv3
2 гетерозиготных по мутации na по!
казал, что после перехода растений на репродук!
тивную стадию развития АМ главного побега
(цветоноса) сохраняла крупный размер и была
способна формировать флоральные примордии.
Наиболее выраженное увеличение АМ наблюда!
лось у мутанта clv3
2, гетерозиготного по мута!
ции na. Апикальная меристема молодого цветоноса
таких растений часто приобретала характерную вы!
тянутую форму (рис. 2е), которая обуславливала
развитие фасциированного цветоноса (рис. 1д).
Размер АМ цветоноса одиночного гетерозиготно!
го мутанта na был в 2–3 раза уменьшен по сравне!
нию с диким типом (Ежова и др., 2002, рис. 3а, 3б). 

Ранее было показано, что мутация wus, кото!
рая как и мутация na вызывает раннюю термина!
цию АМ побега, эпистатирует проявление мута!
ций clv (Laux et al., 1996; Schoof et al., 2000). В от!
личие от мутации wus, мутация na не вызывала
уменьшения размера АМ побега у мутантов clv
(рис. 2в, 2г, 2д), но приводила к нарушению про!
лиферации клеток АМ и остановке развития по!
бега. Полученные результаты свидетельствуют о
том, что ген NA участвует в регуляции пролифера!
ции клеток АМ независимо от системы генов
WUS–CLV. Способность гомозигот na образовы!
вать такое же число листьев розетки, как и у рас!
тений исходного экотипа (Ежова и др., 2002) ука!
зывает на то, что ген NA проявляет свою актив!
ность на более поздних стадиях онтогенеза, чем
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гены WUS и CLV, экспрессия которых наблюдает!
ся уже в эмбриогенезе (Barton et al., 2010). По!ви!
димому, гены WUS и CLV поддерживают гомео!
стаз пула стволовых клеток в АМ побега на всем
протяжении онтогенеза. Ген NA, действуя незави!
симо от WUS–CLV, контролирует пролиферацию

клеток уже сформировавшейся меристемы глав!
ным образом – при переходе растений на репро!
дуктивную стадию развития (при трансформации
вегетативной АМ в АМ цветоноса). 

Ген NA пока не клонирован, и полудоминант!
ный характер наследования затрудняет определе!

100 мкм

(а) 30 мкм

5

5

30 мкм(б)

*

(в) 30 мкм 30 мкм(г)

(д) 30 мкм (е)

Рис. 2. Сканирующая электронная микроскопия апикальной меристемы вегетативного побега (а–д) и цветоноса (е):
(а, б, в, г) – АМ главного побега, соответственно, дикого типа, гомозиготы na; двойной гомозиготы na clv1 и na clv3
2;
(д) – АМ бокового побега na clv1; (е) – АМ цветоноса na clv3
2; бары соответствуют – 30 мкм (а–д) и 100 мкм (е).
Стрелками показаны прилистники 4!ого удаленного листа (прилистники видны и на рис. 2б); цифрами 5 обозначены
примордии 5!ого листа; * – наметившийся примордий 6!ого листа. 
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ние его организменной функции. Ген NA, как и
гены CLV, может осуществлять негативную регу!
ляцию пула стволовых клеток (если мутация na
приводит к избыточности функции гена). В то же
время, если мутация na вызывает нарушение
функции гена (является так называемой доми!
нантно – негативной мутацией), то ген NA в рас!
тениях дикого типа может выступать в роли пози!
тивного регулятора пролиферации клеток АМ,
т.е. действовать наподобие гена WUS и других ге!
нов, поддерживающих недетерминированность
клеток АМ побега. Необходимо, однако, отме!
тить, что мутация na, в отличие от мутаций wus и
clv, практически не влияет на пролиферацию кле!
ток флоральной меристемы. Структура цветка
мутанта na и число органов не отличается от ди!
кого типа, в то время как мутации wus и clv вызы!
вают, соответственно, уменьшение или увеличе!
ние числа органов цветка, особенно плодолисти!
ков (Laux et al., 1996; Kayes, Clark, 1998). Таким
образом, действие гена NA является более специ!
фичным – он регулирует пролиферацию клеток
АМ цветоноса, но не влияет на пролиферацию
клеток флоральной меристемы. Возможно, ген
NA относится к новой группе генов, которые
участвуют в регуляции структурных и динамиче!
ских преобразований АМ побега при переходе на
репродуктивную стадию развития, но не влияют
на функционирование системы WUS–CLV.
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The Gene NANA Regulates Cell Proliferation in Arabidopsis thaliana Shoot Apical 
Meristem without Interaction with CLV1, CLV2, CLV3
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Abstract—A constancy of stem cell pool in shoot apical meristem of Arabidopsis thaliana is provided by a ge!
netic regulation system with negative feedback loop based on the interaction of the gene WUS, which main!
tains indeterminate state of cells, with CLV genes, which restrict the level of WUS expression and stem cell
pool size. clv mutations lead to an increase in the pool of stem cells in the apical and floral meristems and wus
mutation leads to the opposite effect. Mutation na (nana), like wus mutation, causes premature termination
of shoot apical meristem function, although it does not affect the activity of the flower meristem. To elucidate
the role of NA in the control of shoot apical meristem functioning, the interaction of NA with CLV genes were
investigated. Additive phenotype of double mutants na clv1, na clv2
1, and na clv3
2 indicates that the NA
gene makes an independent contribution to the functioning of the shoot apical meristem. It is assumed that
the NA gene controls apical meristem cell proliferation during the transition to the reproductive phase of
plant development, acting much later and independently of the genes WUS–CLV.

Keywords: shoot development, apical meristem, stem cells, mutants, Arabidopsis thaliana, gene interactions
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