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Молекулярные механизмы осморегуляции, которые поддерживают водный статус пыльцевых зерен
(ПЗ) и позволяют пыльцевым трубкам (ПТ) регулировать концентрации осмолитов и водные пото-
ки, пока не охарактеризованы. Получены данные о включении ИУК и АБК в осморегуляцию про-
растающего in vitro мужского гаметофита петунии. Установлено, что рост-стимулирующий эффект
ИУК и АБК обусловлен их действием на внутриклеточный рН (рНс), мембранный потенциал плаз-
малеммы (ПМ), активность Н+-АТФазы ПМ и К+-каналов и организацию актинового цитоскелета
(АЦ). Выявлены две мишени их действия в ПТ: 1) H+-АТФаза ПМ, электрогенный протонный на-
сос, ответственный за ее поляризацию и 2) Са2+-зависимые К+-каналы. Полагаем, что гормон-ин-
дуцированный сдвиг рНс вовлекается в каскад событий, включающих функционирование рН-зави-
симых К+-каналов. Установлено, что гормон-индуцированная гиперполяризация ПМ является резуль-
татом стимуляции электрогенной активности Н+-АТФазы, а гормональные эффекты опосредованы
транзиторным увеличением уровня Са2+ в цитозоле и генерацией АФК. Полученные результаты о роли
ионов К+ в гормональном контроле движущих сил транспорта воды в ПТ позволили сформулиро-
вать гипотезу о том, что АБК и ИУК стимулируют прорастание ПЗ и рост ПТ, активируя К+-кана-
лы. Проведенное исследование показало, что АЦ мужского гаметофита петунии чувствителен к
действию экзогенных гормонов (в большей степени ИУК), но судя по действию латрункулина Б, он
может выступать в роли детерминанта уровня эндогенных фитогормонов, которые, вероятнее все-
го, участвуют в регуляции полярного роста ПТ, влияя на пул F-актина в апикальной и субапикаль-
ной областях.

Ключевые слова: мужской гаметофит, прорастание, ИУК, АБК, Н+-АТФаза, рНс, актиновый цито-
скелет, K+-каналы, АФК.
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ВВЕДЕНИЕ
Прорастание пыльцевых зерен (ПЗ) и поддержа-

ние полярного роста пыльцевой трубки (ПТ), клю-
чевые процессы прогамной фазы оплодотворения у
высших растений, требуют как временнóй, так и
пространственной координации многих клеточных
функций, в том числе динамической организации
элементов актинового цитоскелета (АЦ), внутри-
клеточного транспорта везикул, несущих материал
для построения клеточной стенки в ходе экзо- и
эндоцитоза, и транспорта через ее плазматиче-
скую мембрану (ПМ) основных физиологически
важных ионов, таких как Н+, Са2+, К+ (Feijo et al.,

1995; Vidali et al., 2001; Holdaway-Clarke and He-
pler, 2003). В качестве основных интеграторов
сигнальных путей, участвующих в механизме ре-
гуляции роста ПТ, в настоящее время рассматри-
вают актин-связывающие белки (АСБ), которые
вызывают изменения в структуре актина в ответ
на внешние и внутренние сигналы (Staiger et al.,
2010; Qu et al., 2015). При этом координация соот-
ветствующих процессов, по-видимому, реализу-
ется через активность белка ROP1, который, бу-
дучи связанным с RIC3 или RIC4 (ROP-interacting
CRIB motif-containing proteins 3 and 4), локализо-
ван в апексе ПТ и, через взаимодействие с АЦ и
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ионами Са2+, способен выступать в роли мишени
для секреторных везикул (Gu et al., 2005). Кроме
Са2+ и ROP GTPases, в пыльце идентифицированы
другие сигнальные молекулы-модуляторы апикаль-
ного роста ПТ (сАМР, фосфоинозитиды, кальмо-
дулин, протеинкиназы, GABA и NO), которые в
свою очередь являются мишенями для сигналь-
ных путей, регулирующих этот процесс путем их
взаимодействия с ионами Ca2+ и/или с цитоске-
летом при генерации кальциевого сигнала в цито-
золе (Malho et al., 2006).

Об участии фитогормонов в регуляции прораста-
ния и роста мужского гаметофита свидетельствуют
данные о том, что прорастание ПЗ in vitro и in vivo со-
провождается заметными изменениями в уровне эн-
догенных фитогормонов (этилена, ауксина (ИУК),
абсцизовой кислоты (АБК), гиббереллинов и цито-
кининов) и чувствительно к действию экзогенных
(Kovaleva, Zakharova, 2003; Ковалева и др., 2005).
О потенциальной возможности функционирова-
ния гормонов в этих процессах в качестве сиг-
нальных молекул свидетельствуют недавно полу-
ченные данные о том, что их физиологическое
действие может включать в себя модуляцию внут-
риклеточного рН мужского гаметофита, опосре-
дованную, возможно, активностью H+-АТФазы
плазмалеммы (Андреев и др., 2007), и что АЦ
мужского гаметофита может быть интегратором
сигнальных путей фитогормонов в процессе по-
лярного роста ПТ (Ковалева и др., 2015).

В настоящее время ключевая роль в тканевой
специализации репродуктивных органов отводится
ауксину, который, как известно, играет централь-
ную роль в растяжении и делении клеток и контро-
лирует различные процессы развития (Sundberg and
Østergaard, 2009). Ауксин осуществляет свою функ-
цию в цветках через интеграцию процессов биосин-
теза, транспорта и сигналлинга, а также взаимодей-
ствий с сигнальными путями других гормонов. В
мужском гаметогенезе ауксин регулирует развитие
микроспор через контроль митоза (Feng et al., 2006),
а развитие пыльника через регуляцию растяжения
филаментов и созревания ПЗ (Cecchetti et al., 2008).
Согласно недавно высказанному предположению
стресс-индуцированнное снижение уровня аукси-
на в пыльнике может быть причиной мужской сте-
рильности (Sakata et al., 2010). Прорастание и рост
мужского гаметофита как in vitro, так и in vivo, в си-
стеме пыльца–пестик, сопровождается постепен-
ным повышением уровня ИУК, а ингибитор транс-
порта ИУК полностью ингибирует рост ПТ (Kovale-
va, Zakharova, 2003; Ковалева и др., 2010).

АБК играет ключевую роль в ответе растений
на стресс (Umezawa et al., 2010). Этот гормон на-
капливается в растительных клетках при водном
стрессе, стимулируя закрывание устьиц и регули-
руя экспрессию многих генов, продукты которых
могут защищать вегетативные ткани от дегидра-

тации или высокого осмотического давления.
Эти факты позволяют рассматривать АБК как
фитогормон, связанный с водным стрессом, ко-
торый способствует устойчивости клеток к дегид-
ратации и/или обезвоживанию. Накапливаются
данные о том, что АБК, активируя ответ растения
на стресс, участвует в регуляции углеводного ме-
таболизма в мужских репродуктивных органах
при стрессе (Dekkers et al., 2008). У пшеницы,
мужская стерильность в чувствительных к засухе
пыльниках связана с аккумуляцией АБК, тогда
как устойчивые к засухе пыльники содержат бо-
лее низкий уровень АБК (Ji et al., 2011). В развива-
ющемся пыльнике лилии функционирует особый
путь трансдукции сигнала АБК, связанный с де-
гидратацией ПЗ (Hsu et al., 2010).

В настоящей работе мы попытались выяснить,
какие внутриклеточные системы мужского гамето-
фита петунии включаются в трансдукцию гормо-
нальных сигналов, запускаемых ИУК и АБК при
действии этих гормонов на прорастание и рост ПЗ и
ПТ. С этой целью проведено сравнительное изуче-
ние эффектов ИУК и АБК на прорастание ПЗ и рост
ПТ, а также на их внутриклеточный рН, мембран-
ный потенциал ПМ, активность в ней Н+-АТФазы и
К+-каналов, и организацию АЦ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Объектом исследований

служила пыльца петунии (Petunia hybrida L.) само-
совместимого клона. Вегетативно размноженные
растения были выращены в почвенной культуре
при естественном освещении в оранжерее. Че-
ренки выращивали в пробирках на агаризован-
ной среде Мурасиге и Скуга в климатической ка-
мере (25°C, 16 ч световой день).

Культивирование пыльцы. Свежесобранную
пыльцу культивировали в течение 2 ч в термостате
при температуре 26°С на среде, содержащей
0.3 M сахарозу и 1.6 мM H3BO3 или 0.3 M сахарозу,
1.6 мM H3BO3, 1.3 мM Ca(NO3)2, 0.9 мM KNO3 и
0.8 мM MgSO4. 2 мг пыльцы и 2 мл среды культи-
вирования помещали в пузырек, добавляя ИУК или
АБК в концентрации 1 мкМ, 1 мМ флуридон,
2,3,5-трийодбензойную кислоту (ТИБК) в кон-
центрации 1 мкМ, а также ингибитор К+-каналов
хлорид тетраэтиламмония (TEA-Cl) в концентра-
ции 20 мМ одновременно со средой культивиро-
вания.

Определение внутриклеточного рН. Внутрикле-
точный рН (рНc) ПЗ/трубок оценивали после их
предварительной нагрузки флуоресцеин диацета-
том (Serva, Германия) или ацетоксиметиловым
эфиром 2'7'-бис(2-карбосиэтил)-5(6')-карбокси-
флуоресцеина (BCECF-AM) (Sigma, США). По
интенсивностям флуоресценции образцов при
530 нм, возбуждаемой при 440 (F440) и 490 (F490) нм,
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рассчитывали величину отношения F490/F440 как
меру рНс. Измерения флуоресценции проводили
на флуоресцентном спектрофотометре Hitachi-
850 (Япония).

Выявление генерации АФК. О генерации АФК в
исследуемых препаратах ПЗ/ПТ судили по изме-
нению флуоресценции 2',7'-дихлордигидрофлуо-
ресцеиндиацетата (H2DCF-DA), флуоресцентно-
го индикатора, предварительно загруженного в
эти растительные объекты. Флуоресценцию реги-
стрировали при 520 нм, возбуждая ее при 450 нм
(The Molecular Probes Handbook: A Guide to Fluo-
rescent Probes and Labeling Technologies, 2010) на
флуоресцентном спектрофотометре.

Определение гормон-индуцированных изменений
мембранного потенциала на ПМ ПЗ/трубок. Изме-
нения мембранного потенциала регистрировали
с помощью катионного потенциал-чувствитель-
ного красителя сафранина О, следя за разностью
его оптических поглощений при 554 и 524 нм
(ΔA554–524 = A554 – A524) на двухволновом спектро-
фотометре Hitachi-557 (Япония). Согласно кон-
трольным измерениям, количество жизнеспособ-
ных ПЗ, инкубируемых в течение 30 мин в при-
сутствии сафранина О, в среднем снижалось
примерно на 5%. Все измерения были выполнены
при комнатной Т в стандартных 1-см кюветах при
непрерывном барботировании их содержимого
воздухом, чтобы исключить возможность оседа-
ния пыльцы. Суспензия ПЗ в среде культивиро-
вания, содержащая примерно 0.8 мг пыльцы
(40000 зерен), была добавлена к среде измерения,
содержащей 0.3 М сахарозу, 25 мМ Mes-Трис
(pH 6.9) и 10 мкМ сафранина О и перед началом
измерений была инкубирована в ней в течение
примерно 20–30 мин для достижения относи-
тельно стационарного уровня абсорбции сафра-
нина О.

Методика иммуноцитохимической идентифи-
кации Н+-АТФазы ПМ. ПТ петунии фиксировали
4% параформальдегидом (ПФА) в 10 mM PBS не
менее 3-х ч и промывали однократно в нормальном
солевом буфере (НСБ, 10 mM PBS, 0.88% NaCl,
0.1% (V/V) Tween 20 и 0.8% БСА) (Chen et al., 2010).
Затем образцы промывали дважды отмывочным
буфером (ОБ) (10 mM PBS и 0.8% БСА) и прово-
дили конъюгацию с первичными антителами
против Н+-АТФазы (Agrisera, AS07260; разведе-
ние 1 : 300 в PBS + + 1 мг/мл БСА (0.1%) в течение
1–4 ч при 37°С). После конъюгации образцы не-
сколько раз тщательно промывали в концентри-
рованном солевом буфере (КСБ, 10 mM PBS,
2.9% NaCl, 0.1% (V/V) Tween 20 и 0.1% БСА), про-
мывали НСБ, с последующей отмывкой ОБ от
Tween 20. Далее проводили конъюгирование со
вторичными антителами (Agrisera, AS10 831; раз-
ведение 1 : 500 в РВS + 0.15 M NaCl + 1 мг/мл БСА)
в течение 4 ч при комнатной Т во влажной каме-

ре. После этого отмывали препараты в НСБ, на-
крывали покровными стеклами и исследовали на
флуоресцентном микроскопе Axio Imedger Z2
(возбуждение 475/30 нм, эмиссия 550/100 нм) c
модулем Apo Tome и камерой Axio Cam MRm
“Carl Zeiss” (Германия). На фотографии пред-
ставлены реконструкции ПТ из нескольких опти-
ческих срезов. Изображение ПТ в программе Ax-
ioImager 4.8 делили на 8 равных зон по 10 мкм, на-
чиная с кончика, и затем проводили профиль,
отображающий распределение интенсивности
свечения по всем зонам трубки. С помощью про-
граммы Microsoft Office Excel 2007 оценивали
среднее значение интенсивности флуоресценции в
каждой зоне трубки. 

Визуализация F-актина. ПТ фиксировали 4%
ПФА в актин-стабилизирующем буфере, содержа-
щем 100 мM Pipes, 1 мM MgCl2, 1 мM CaCl2 и 75 мM
KCl (pH 6.9) в течение 1 ч с предварительной ваку-
ум-инфильтрацией в течение 5 мин (Wang et al.,
2005). После фиксации образцы трехкратно про-
мывали и проводили пермеабилизацию путем об-
работки в течение 1 ч буфером, содержащим 0.1%
Тритон X-100 и 1 мM ДТТ. Окрашивание F-актина
проводили в течение 20 мин с помощью 0.66 мкМ
FITC-фаллоидина в фосфатном буфере, содержа-
щем 0.15 M NaCl, 2.7 мM KCl, 1.2 мM KH2PO4 и
6.5 мM Na2HPO4. После окрашивания образцы
трехкратно промывали PBS и исследовали на
флуоресцентном микроскопе Axio Imedger D1
(возбуждение 475/40 нм, эмиссия 530/50 нм),
снабженном камерой Axio CamMRc. Длину ПТ
(не менее 100 образцов) измеряли, используя
программу Axio Vizion 4.5. Оборудование и про-
граммное обеспечение – “Carl Zeiss” (Германия).

Изображение ПТ делили на 8 равных зон по
10 мкм, начиная от кончика, и затем проводили
профиль, отображающий распределение интенсив-
ности свечения по всем зонам трубки. С помощью
программы Microsoft Office Excel 2003 оценивали
среднее значение интенсивности флуоресценции в
каждой зоне трубки.

Определение эндогенного содержания фитогор-
монов. Содержание фитогормонов ИУК и АБК
определяли в одном образце прорастающей
пыльцы петунии после 0, 1 и 2 ч культивирова-
ния. Пыльцу отделяли от среды культивирования
на бумажном фильтре. Для нулевой точки пыльцу
погружали в среду культивирования на 3–5 ми-
нут. Фиксацию материала проводили согласно
методике Скоробогатовой и др. (1999). Получен-
ные пробы анализировали методом ВЭЖХ. Хро-
матографические условия для определения ИУК:
детектор флуоресцентный Shimadzu RF-530, воз-
буждение 280 нм, эмиссия 350 нм, колонка 4 ×
× 250 мм Ultrapac Lichrosorb RP 18, 5 мкм. Элю-
энт: 40%-ный водный раствор метанола, скорость
элюции – 0.3 мл/мин. Хроматографические усло-
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вия для определения АБК: детектор ультрафиоле-
товый (Shimadzu R-530), длина волны 254 нм, ко-
лонка 4 × 250 мм Ultrapac Lichrosorb RP 18, 5 мкм.
Элюэнт: 40%-ный водный раствор метанола, ско-
рость элюции – 0.7 мл/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
ИУК и АБК стимулируют прорастание in vitro 

мужского гаметофита петунии,
активируя К+-каналы в ПМ ПТ

Прорастание ПЗ и рост ПТ зависит от водных
и ионных (Са2+, Н+, К+, Cl–) потоков (Feijo et al.,
1995). Калий, основной осмотически-активный
агент в клетках растений, обеспечивает поддер-
жание тургорного давления и его поглощение со-
здает движущую силу для трансмембранных осмо-
тических потоков воды в клетки. Как осмотический
регулятор, калий необходим и для прорастания ПЗ,
и для роста ПТ, которые используют K+, наряду с
другими осмотиками, такими как сахароза. Транс-
порт K+ через ПМ пыльцы регулируется K+-канала-
ми (Feijo et al., 1995; Becker et al., 2004; Zhao et al.,
2013; Sharma et al., 2013; Safiarian et al., 2015). При-
сутствие этого катиона выявлено в области апер-
туры зрелой пыльцы и, учитывая синхронизиро-
ванное появление К+ в зрелой пыльце, пыльни-
ках и папиллах, авторы предположили, что K+

может регулировать раскрывание пыльника, на-
бухание пыльцы и гидратацию папилл и совмест-
но с ионами Са2+ и Н+ участвует в регуляции по-
лярного роста ПТ (Rehman and Yan, 2006). Брей-
гина и др. (2012) установили, что гидратация ПЗ
как в условиях in vivo, так и in vitro сопровождает-
ся выходом из него подвижных ионов К+ и Cl–.
Мы провели исследование, направленное на вы-
яснение механизма включения ИУК и АБК в
осморегуляцию прорастающего in vitro мужского
гаметофита петунии. Результаты представлены на
рис. 1 и в таблицах 1–3.

Пыльца петунии прорастает на воде, однако
длина ПТ остается постоянной в течение 2 ч и со-
ставляет 15 мкм (рис. 1a; табл. 1). Внесение гор-
монов, ИУК или АБК, стимулировало в 2 раза
прорастание ПЗ. При культивировании пыльцы
на среде, содержащей 0.4 М сахарозу и
1.6 мМ Н3ВО3, гормоны стимулировали как про-
растание ПТ, так и рост ПТ (рис. 1а, 1б; табл. 2).
В первые 0.5 ч культивирования, на стадии гидра-
тации ПЗ и инициации прорастания ПТ, % про-
растания ПЗ и длина ПТ на среде (без гормонов)
были идентичны этим показателям при культиви-
ровании ПЗ на воде в присутствии ИУК или АБК,
причем АБК в большей степени стимулировала
прорастание ПЗ, а ИУК – рост ПТ (рис. 1а, 1б).
При последующем культивировании оба гормона
(АБК в большей степени) стимулировали и про-
растание ПЗ, и рост ПТ (рис. 1а, 1б; табл. 1 и 2).

ТИБК, ингибитор транспорта ИУК и флури-
дон, ингибитор синтеза АБК, тормозили рост ПТ.
При этом флуридон полностью ингибировал рост
ПТ на воде, в то время как ТИБК снижала в 3 раза
рост ПТ на среде (табл. 1 и 2).

В ходе ингибиторного анализа было установлено,
что ингибитор К+-каналов TEA-Cl ингибировал
прорастание ПЗ, культивируемых на среде, содер-
жащей 0.4 М сахарозу и 1.6 мМ Н3ВО3 (табл. 3).

При совместном внесении в среду гормонов с
TEA-Cl наблюдали снятие ингибиторного эф-
фекта TEA-Cl и прорастание ПЗ и рост ПТ. Эф-
фект АБК был более значительный, а именно, ее
присутствие в среде культивирования стимулиро-
вало прорастание ПЗ в 3 раза, а рост ПТ в 2 раза
(по сравнению с контролем), в то время как ИУК
стимулировала рост лишь незначительного числа

Рис. 1. Эффекты ИУК и АБК на прорастание пыльце-
вых зерен (ПЗ) (а) и рост пыльцевых трубок (ПТ) (б)
петунии на воде и среде, содержащей 0.3 M сахарозу +
+ 1.6 mM H3BO3. Представлены средние арифметиче-
ские и их стандартные отклонения из 3 независимых
опытов, каждый из которых проведен в 2–3 кратной
биологической повторности (n = 6–10).
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ПТ, сравнимых по длине с контрольными ПТ.
Полагаем, что АБК снимала действие TEA-Сl,
стимулируя транспорт ионов К+ через ПМ про-
растающего мужского гаметофита. Полученные
результаты о роли ионов К+ в гормональном кон-
троле движущих сил транспорта воды в прораста-
ющем мужском гаметофите позволили сформу-
лировать гипотезу, объясняющую возможную
роль фитогормонов в этом процессе. Мы полага-
ем, АБК и ИУК стимулируют прорастание ПЗ и
рост ПТ, активируя К+-каналы в ПМ ПТ.

Эффекты ИУК и АБК на цитоплазматический рН 
(рНс) прорастающего in vitro мужского 

гаметофита петунии

Величина внутриклеточного рН (рНс) являет-
ся существенным фактором, участвующим в кон-
троле таких внутриклеточных процессов, как экс-
прессия генов и синтез белка, а также организа-
ция цитоскелета, причем увеличение рНс
является необходимым условием активации про-
цесса прорастания ПЗ (Матвеева и др., 2002).

Ранее было установлено (Андреев и др., 2007),
что внутриклеточный pH прорастающих ПЗ пету-
нии изменяется в ответ на внесение в среду культи-
вирования гормонов. Данные, представленные на
рис. 2, свидетельствуют, что эффекты ИУК и АБК
на рНс ПЗ, культивируемых на среде, содержащей
0.4 М сахарозу и 1.6 мМ Н3ВО3, зависели от времени
их культвирования (рис. 2). В ПЗ, культивируемых в
течение 1 ч, оба гормона индуцировали защелачива-
ние цитоплазмы на 0.4–0.5 ед. рН и в последующие
15 минут этот эффект сохранялся (рис. 2а). Харак-
тер гормон-индуцируемой модуляции pHc ПЗ,
культивируемых 2 ч, был иной (рис. 2б), а именно,
величина этого параметра монотонно возрастала в
присутствии ИУК и падала при внесении АБК.

В целом эти результаты позволяют заключить,
что внутриклеточный рН клеток ПЗ петунии чув-
ствителен к действию ИУК и АБК, причем харак-
тер их влияния на рНс зависит как от их природы,
так и от физиологического состояния мужского
гаметофита. В действии экзогенных АБК и ИУК
на гидратацию и прорастание ПЗ выявлены раз-
личия, которые позволяют считать, что гормон-

Таблица 3. Влияние TEA-Cl, ингибитора К+-каналов, на прорастание пыльцевых зерен и рост пыльцевых тру-
бок петунии

Вариант
Время культивирования на среде 
(0.4 М сахароза + 1.6 мМ Н3ВО3)

% прорастания
пыльцевых зерен

Длина пыльцевых трубок, 
мкм

Контроль 1 ч 5 4.5 ± 0.31
Контроль 2 ч 10 11.83 ± 0.63
TEA-Cl 20 мМ 1 ч – –
TEA-Cl 20 мМ 2 ч – –
TEA-Cl + ИУК 5 мкМ 1 ч ед. 3.5 ± 0.17
TEA-Cl + ИУК 5 мкМ 2 ч ед. 10.85 ± 0.75
TEA-Cl + АБК 5 мкМ 1 ч 20 11.66 ± 0.74
TEA-Cl + АБК 5 мкМ 2 ч 30 20.16 ± 1.81

Таблица 2. Влияние ИУК, АБК, ТИБК и флуридона на рост пыльцевых трубок (в мкм)

* Время культивирования.

Время* Среда (К) Среда + ИУК Среда + 
+ ТИБК

Среда+ 
+ ТИБК + 

ИУК
Среда + АБК Среда + 

+ флуридон
Среда + АБК + 

+ флуридон

1 ч 89.5 ± 5.5 110.4 ± 8.2 37.5 ± 2.8 47.5 ± 2.8 147.5 ± 13.1 18.75 ± 0.9 40 ± 2.2
2 ч 235 ± 12.5 337.5 ± 15.8 78.7 ± 5.1 75.5 ± 4.2 365 ± 23.1 202.1 ± 13.4 282.5 ± 11.7

Таблица 1. Влияние ИУК, АБК, ТИБК и флуридона на рост пыльцевых трубок (в мкм)

Время
культиви-
рования

Вода
(К) Вода + ИУК Вода + ТИБК

Вода + 
+ ТИБК + 

+ ИУК
Вода + АБК Вода + 

+ флуридон
Вода + АБК + 

+ флуридон

1 ч 15 ± 0.9 22.9 ± 1.7 10.41 ± 0.7 10 ± 0.6 13.72 ± 0.7 – 12.5 ± 0.5
2 ч 22.9 ± 1.9 23 ± 2.1 10.5 ± 0.9 27.5 ± 1.9 23.1 ± 2.1 – 27.1 ± 2.2



ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 3  2016

ЭКЗОГЕННЫЕ ИУК И АБК 143

индуцированный сдвиг рНс вовлекается в каскад
событий, запускающих процессы прогамной фа-
зы оплодотворения. Достаточно выраженные из-
менения рНс ПЗ говорят в пользу того, что эти из-
менения могут оказывать заметное влияние на
метаболические системы мужского гаметофита,
которые участвуют в реализации его ответной ре-
акции на гормоны, включая, как мы полагаем, и
функционирование рН-зависимых К+-каналов.

Выявленные эффекты ИУК и АБК на рНс про-
растающих ПЗ петунии и их блокирование в при-
сутствии ортованадата, ингибитора АТФ-зависи-
мого протонного насоса на ПМ растительных кле-
ток, дали основание предполагать, что гормон-
индуцированный сдвиг рНс обусловлен влиянием
гормонов на активность Н+-АТФазы на ПМ муж-
ского гаметофита.

Влияние ИУК и АБК на Н+-АТФазу ПМ 
прорастающего мужского гаметофита петунии

Гормон-индуцируемая гиперполяризация ПМ

Способность ИУК модулировать активность
ион-транпортирующих систем на ПМ мужского
гаметофита была показана ранее в опытах, в кото-
рых исследовали ее действие на величину мем-
бранного потенциала, отражающего суммарную
активность всего комплекса ион-транспортирую-
щих систем, следя за его изменением с помощью
катионного потенциал-чувствительного красите-
ля сафранина О (Воронков и др., 2010). Как пока-
зано на рис. 3а, кинетика изменений абсорбции
сафранина О в присутствии АБК, добавленных в
концентрации 2.5 мкМ к суспензии ПЗ, предва-
рительно инкубированных в течение 20–30 мин с
красителем в среде измерения, не содержащей
ионов калия, была идентичной ранее установлен-
ной кинетике для ИУК (Воронков и др., 2010).
Добавление АБК немедленно инициировало ги-
перполяризацию ПМ ПЗ, судя по увеличению аб-
сорбционного сигнала сафранина. Оно достигало
насыщения примерно через 10–15 мин, причем
гормон-индуцированный сигнал сафранина до-
статочно быстро снижался после внесения 60 мМ
KCl, что, наиболее вероятно, отражает сдвиг мем-
бранного потенциала на ПМ ПЗ. Справедливость
этого предположения, основанного на возмож-
ном действии гормонов на электрогенную актив-
ность Н+-АТФазы ПМ была подтверждена тем,
что гормон-индуцированный сигнал сафранина
полностью блокировался в присутствии ортова-
надата, относительно специфичного ингибитора
этого протонного насоса на ПМ растительных
клеток (рис. 3б), а также Са2+-активными соедине-
ниями, верапамилом, блокатором Са2+-каналов
клеточных мембран и хелатором Са2+ – ЭГТА
(рис. 3в, 3г). Ингибирующее действие ЭГТА, оче-

видно, связано с сильным снижением уровня Са2+

во внеклеточной среде и, тем самым, с предотвра-
щением его поступления внутрь ПТ через ПМ.
Следовательно, гиперполяризация ПМ мужского
гаметофита петунии под действием ИУК и АБК
является результатом стимуляции гормонами
электрогенной активности Н+-АТФазы ПМ, а
гормональные эффекты опосредованы транзи-
торным увеличением уровня Са2+ в цитозоле.

В иммуногистохимических опытах было уста-
новлено, что гормон-индуцированая стимуляции
электрогенной активности H+-ATФазы ПМ рас-
тущей ПТ сопровождается латеральным перерас-
пределением в данной мембране локализации
этого протонного насоса (рис. 4). Судя по распре-
делению флуоресцентной метки, H+-ATФаза ПМ
в контрольных ПТ локализована в апикальной
зоне ПТ, на расстоянии 10–20 мкм от кончика

Рис. 2. Действие экзогенных ИУК и АБК на pHc ПЗ
петунии, прорастающих в течение 1 и 2 ч. ИУК и АБК
добавляли к суспензии ПЗ до конечной концентра-
ции 10 мкM за 10 мин до начала измерений. Приведе-
ны среднеарифметические и их стандартные откло-
нения из 4–5 независимых экспериментов. О досто-
верности судили по t-критерию при p < 0.05.
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трубки, (рис. 4а, 4г). Иной характер распределе-
ния флуоресцентной метки наблюдали в ПМ ПТ,
культивируемых в присутствии 1 мкM ИУК или
АБК, а именно H+-ATФаза ПМ была преимуще-
ственно локализована в субапикальной зоне ПТ, в
случае ИУК – на расстоянии 10–30 мкм (рис. 4б), а

в случае АБК – на расстоянии от 20 до 30 мкм от
кончика трубки (рис. 4в). При этом эффект АБК,
очевидно, был более выраженным.

Полученные данные о том, что К+-зависимая
диссипация мембранного потенциала на ПМ
мужского гаметофита петунии требует наличия в
среде культивирования ионов Са2+ и фитогормо-
нов (рис. 3а–3г), свидетельствуют в пользу вы-
двинутой нами гипотезы об активации ИУК или
АБК Са2+-зависимых К+-каналов в прорастаю-
щих ПТ, где гормон-индуцируемая стимуляция
активности Н+-АТФазы ПМ может служить спо-
собом дополнительной энергизации трансмем-
бранного транспорта ионов К+ как основного ос-
мотически-активного компенента, участвующего
в осморегуляции исследуемой системы.

Гормон-индуцированная генерация АФК

Принимая во внимание установленные фак-
ты, что в трансдукцию гормональных сигналов в
растительных клетках способны включаться ак-
тивные формы кислорода (АФК) (Joo et al., 2001),
была протестирована возможность участия их в
передаче гормональных сигналов, приводящих к
гиперполяризации ПМ прорастающего мужского
гаметофита петунии.

Известно, что АФК локализованы в апикаль-
ной части ПТ и установлено, что они генериру-
ются НАДФН-оксидазой ПМ (Potocky et al.,
2007). Обнаружено накопление Н2О2 в папиллах
рыльца и окиси азота (NO) в пыльце, что привело
к предположению о сигнальной роли АФК/NO
во взаимодействиях ПЗ с клетками рыльца (Bright
et al., 2009). Установлено, что главными источни-
ками АФК в цитоплазме вегетативной клетки яв-
ляются митохондрии (Смирнова и др., 2009).

Мы протестировали возможность участия
АФК в передаче гормональных сигналов, приво-
дящих к гиперполяризации ПМ прорастающего
мужского гаметофита петунии. Было установле-
но, что гиперполяризующий эффект ИУК чув-
ствителен к дифенилен иодониуму (ДФИ), инги-
битору НАДФН-оксидазы, способной к генерации
АФК, и полностью подавлялся этим ингибитором
(Воронков и др., 2010). Данные, представленные на
рис. 3д, свидетельствуют о том, что гиперполяризу-
ющий эффект АБК также чувствителен к ДФИ.
Кроме того, выяснилось, что наблюдаемый эффект
обоих гормонов может быть имитирован добавле-
нием к суспензии ПЗ перекиси водорода в милли-
молярной концентрации, причем выявленное дей-
ствие Н2О2 подавлялось в присутствии ортованада-
та, а также ДФИ и Са2+-активных агентов – ЭГТА
и верапамила в тех же концентрациях, что блоки-
ровали гормон-индуцированную гиперполяриза-
цию мембран ПЗ (данные не представлены).

Рис. 3. Гиперполяризация плазмалеммы прорастаю-
щего в течение 1 ч мужского гаметофита петунии под
действием АБК. К суспензии пыльцевых зерен, со-
держащую 10 мкМ сафранина О, добавляли, где ука-
зано, 2.5 мкМ AБК (а–д), 60 mM KCl (а–д), 200 мкM
ортованадат (б), 100 мкМ верапамил (в), 0.5 мМ
ЭГТА (г) и 1 мМ ДФИ (д). Представлены репрезента-
тивные кинетические кривые из 3–5 независимых
экспериментов.
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Полученные факты дали основание полагать, что
наряду с кальцием в трансдукции гормональных
сигналов, приводящих к стимуляции электрогенной
активности H+-АTФазы на ПМ прорастающего
мужского гаметофита петунии, включаются и АФК.
С использованием 2,7-дихлордигидрофлуоресцеин
диацетата (DCFH-DA) динамика образования АФК
была прослежена (рис. 5а). Максимум образова-
ния АФК наблюдали после 1 ч культивирования
ПЗ, при дальнейшем культивировании ПЗ их
уровень снижался. Полученные результаты свиде-
тельствуют, что процесс гидратации ПЗ и инициа-
ции прорастания ПТ включает образование АФК.
Установлено, что эффекты ИУК и АБК на дина-
мику образования АФК зависят от концентрации
и времени действия гормона, а также от стадии
прорастания мужского гаметофита. Оба гормона
стимулировали продукцию АФК в ПЗ, культиви-
руемых в течение 30 мин, причем более быстрая
стимуляция этого процесса наблюдалась в при-
сутствии АБК и сохранялась в течение 20 мин. В
то же время ИУК-индуцируемая генерация ак-
тивного кислорода обнаруживалась не сразу, а
только в течение последних 10 минут его действия
(рис. 5б). Следовательно, процесс прорастания
мужского гаметофита петунии сопровождается
образованием АФК, с максимумом на стадии гид-
ратации и инициации прорастания ПЗ. Получен-
ные результаты дают основание предполагать
возможность взаимодействия АФК и фитогормо-
нов в процессе прорастания ПЗ.

Таким образом, в ходе исследований, направ-
ленных на выяснение механизмов возможного
включения ИУК и АБК в осморегуляцию прорас-
тающего in vitro мужского гаметофита петунии, были
получены данные в пользу этой гипотезы. Выявлены
две возможные мишени действия фитогормонов,
предположительно участвующие в гормон-индуци-
руемой осморегуляции ПТ: 1) H+-АТФаза ПМ,
электрогенный протонный насос, ответственный
за ее поляризацию, т.е. генерацию на ней мем-
бранного потенциала и 2) Са2+-зависимые К+-ка-
налы, а гормональные эффекты опосредованы
транзиторным увеличением уровня Са2+ в цито-
золе и генерацией АФК. Высказано предположе-
ние о функционировании в ПТ рН-зависимых
K+-каналов.

Влияние ИУК и АБК на плотность актиновых 
филаментов (АФ) в прорастающем

мужском гаметофите

АЦ обеспечивает доставку мембранных вези-
кул в апикальную зону ПТ благодаря активности
АФ в ходе их полярного роста (Staiger et al., 2010),
поэтому нельзя исключить, что эффекты экзо-
генных гормонов на рост ПТ связаны с их влия-
нием на AЦ. Справедливость этой гипотезы была
подтверждена в опытах, направленных на выяс-
нение характера действия экзогенных фитогор-
монов на организацию F-актина как ключевого

Рис. 4. Влияние 1 мкМ ИУК и АБК на локализацию H+-ATФазы на ПМ ПТ петунии. (а) Контроль. ИУК (б) и АБК (в)
добавляли в среду культивирования после 2-часового культивирования ПЗ. Не менее 50 ПТ использовали в каждом из
5 независимых опытов. Бар = 10 мкм.
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компонента, непосредственно ответственного за
доставку материала для построения клеточной
стенки к ПМ апекса ПТ (Ковалева и др., 2015).
В продолжение этих исследований были исследо-
ваны эффекты ИУК и АБК, стимулирующих рост
ПТ, на организацию F-актина (рис. 6). Судя по
степени флуоресценции нитей F-актина, ИУК
вызывала усиление интенсивности флуоресцен-
ции на 37% по сравнению с контролем, что свиде-
тельствовало об увеличении общего количества
АФ в ПТ (рис. 6а). Максимальное количество АФ
локализовано в апикальной и субапикальной зо-
не ПТ, наиболее существенных для поддержания
ее полярного роста (рис. 6б). АБК привела к ме-
нее значительному (10%) повышению общего со-
держания и 15%-перераспределению AФ в апи-
кальную зону (рис. 6а, 6б). Плотность АФ дости-
гала максимума в субапикальной и апикальной

областях ПТ (рис. 6б). Таким образом, именно
ИУК стимулировала полимеризацию нитей AЦ
как ключевых его компонентов, непосредственно
ответственных за доставку материала для постро-
ения клеточной стенки к ПМ.

Влияние латрункулина Б на динамику эндогенных 
ИУК и АБК

Представленные выше данные о влиянии эк-
зогенных фитогормонов на организацию АЦ как
одного из ключевых детерминантов роста ПТ ста-
вят вопрос о том, способно ли нарушение этой
структуры и тем самым данного процесса отра-
жаться на интенсивности продукции или биосин-
теза эндогенных фитогормонов. В этой связи в
описанных ниже экспериментах с использовани-
ем латрункулина Б мы попытались дать ответ на
этот вопрос.

Ингибитор полимеризации актина, латрунку-
лин Б, в концентрации 100 нM ингибирует про-
растание ПЗ, тогда как при концентрации инги-
битора 0.2 нМ прорастание ПЗ не ингибируется,
но рост ПТ значительно замедляется. Культиви-
рование пыльцы в течение 4 ч на среде в присут-
ствии 0.2 нM латрункулина приводило к наруше-
нию цитоархитектуры АЦ мужского гаметофита
и, как следствие, к ингибированию его роста. Как
показано на рис. 7, торможение роста ПТ сопро-
вождалось резким снижением практически до ну-
ля содержания ИУК в отличие от контрольного
варианта, где рост ПТ сопровождался постепен-
ным подъемом уровня этого гормона. Динамика
содержания АБК была иной (рис. 7). В ПТ, расту-
щих на обеих средах, концентрация АБК снижа-
лась до нуля через 1 ч культивирования, а при по-
следующем культивировании ее уровень посте-
пенно повышался и через 4 ч был идентичен в
обоих вариантах.

Результаты проведенных исследований ука-
зывают на то, что изменения структуры и
функционирования АЦ мужского гаметофита,
вызываемые латрункулином Б, определенным
образом коррелируют с модуляцией уровня эндо-
генных фитогормонов. Существенное снижение
скорости роста ПТ на среде с ингибитором, очевид-
но, обусловлено нарушением функционирования
АЦ и снижением содержания эндогенной ИУК, иг-
рающей ключевую роль в поляризованном росте ПТ.

Таким образом, проведенное исследование
показало, что АЦ мужского гаметофита петунии
чувствителен к действию экзогенных гормонов,
но судя по действию латрункулина Б, он может
выступать в роли важного детерминанта уровня
эндогенных фитогормонов, которые, вероятнее
всего, участвуют в регуляции полярного роста
ПТ, влияя на пул F-актина в апикальной и суб-
апикальной областях.

Рис. 5. Эффекты ИУК и АБК на динамику образова-
ния АФК в прорастающем in vitro мужском гаметофи-
те петунии: (а) динамика образования АФК, (б) эф-
фекты ИУК и АБК на образование АФК в прораста-
ющих in vitro ПЗ в течение 0.5 ч. Приведены
среднеарифметические и их стандартные отклонения
из 5 независимых экспериментов. О достоверности
судили по t-критерию при р < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Развитие мужского гаметофита сопровождает-

ся значительными изменениями в его водном
статусе (Firon et al., 2012). Во время последнего
периода созревания в пыльнике пыльца подвер-
гается быстрой дегидратации. Зрелая, дегидрати-
рованная пыльца может сохранять жизнеспособ-
ность в сухом состоянии в течение длительного
времени и адаптироваться к изменениям влажно-
сти окружающей среды. Реактивация пыльцы
осуществляется на поверхности рыльца в ходе ее
гидратации. В гидратированном ПЗ активизиру-
ются дыхание, синтез белка и ионные потоки.
Гидратация является пусковым механизмом про-
растания ПЗ пыльцы, как в условиях in vitro, так и
in vivo, и стимулирует рост ПТ, который начина-
ются сразу после набухания и включает образова-
ние новой ПМ, клеточной стенки и начало ваку-
олизации. Наиболее существенным регулятор-
ным фактором процесса является транспорт воды
в вегетативную клетку. Пыльца сохраняет жизне-
способность благодаря способности приспосаб-
ливать тургорное давление к изменениям внеш-
ней среды и наличию молекулярных механизмов,
которые помогают поддерживать водный статус
пыльцы. Однако существование таких гомеоста-
тических механизмов, которые позволили бы ПЗ
регулировать их тургорное давление, концентра-
ции осмолитов и тем самым трансмембранные
потоки воды, пока не установлено.

Попытки выяснить структурные и молекуляр-
ные механизмы осморегуляции мужского гамето-

фита в последнее время активизировались. Так,
над порой ПЗ обнаружена временная структура,
состоящая из полисахаридов и белков, регулиру-
ющая, по мнению авторов, вход воды в ПЗ на на-
чальном этапе гидратации (Danti et al., 2011). У
Arabidopsis thaliana во время гидратации ПЗ иден-
тифицирована интиноподобная структура, обес-

Рис. 6. Эффекты 1 мкМ ИУК и АБК на организацию F-актина в ПТ петунии: (а) образование АФ и (б) общее содер-
жание F-актина. Не менее 50 ПТ использовали в каждом опыте. Опыты проводили в 3–5 повторностях. О достовер-
ности судили по t-критерию при p ≤ 0.05.

Контроль
ИУК
АБК

(а)

1000

2000

3000

4000

0
Контроль

ИУК
АБК

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

 F
IT

C
, о

тн
. е

д.
(б)

1000

2000

3000

4000

0
0−10 

10−20 
20−30 40−50 

50−60 
60−70 

70−80 30−40 И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

 F
IT

C
, о

тн
. е

д.

Расстояние от кончика пыльцевой трубки, мкм

Рис. 7. Динамика содержания ИУК и АБК в прорас-
тающем in vitro мужском гаметофите петунии на двух
средах: 0.3 M сахароза + 1.6 mM H3BO3 (–Лат);
0.3 M сахароза + 1.6 mM H3BO3 + 0.2 нМ латрунку-
лин Б (+Лат). Опыты проводили в трех–пяти биоло-
гических и трех аналитических повторностях. Дан-
ные представляют средние арифметические и их
стандартные отклонения из 3 независимых опытов.
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печивающая продвижение цитоплазмы в форми-
рующуюся ПТ и ген BURSTING POLLEN (BUP),
контролирующий выход кончика ПТ (Hoede-
maekers et al., 2014).

В данной работе изучали потенциальную роль
в гидратации ПЗ и прорастании ПТ петунии двух
гормонов, АБК, тесно связанной с водным стрес-
сом, и ауксина (ИУК), которому отводится цен-
тральная роль в развитии репродуктивных орга-
нов и который осуществляет свою функцию через
интеграцию процессов биосинтеза, транспорта и
сигналинга, а также взаимодействий с сигналь-
ными путями других гормонов.

В ходе исследований, направленных на выяс-
нение механизмов гормональной регуляции про-
растания мужского гаметофита, установлено, что
фитогормоны стимулируют транспорт ионов Н+

и К+ через ПМ прорастающего ПЗ и что в транс-
дукцию гормональных сигналов в этой системе
способны включаться АФК. Выявлены две воз-
можные мишени действия фитогормонов, предпо-
ложительно участвующие в гормон-индуцируемой
осморегуляции ПТ: К+-каналы и H+-АТФаза ПМ,
протонный насос, ответственный за генерацию на
ней мембранного потенциала.

Полученные результаты о роли ионов К+ в гор-
мональном контроле движущих сил транспорта
воды в прорастающем мужском гаметофите поз-
волили нам сформулировать гипотезу, объясняю-
щую возможную роль фитогормонов в этом про-
цессе, основанную на активации ими К+-кана-
лов, функционирующих, как известно, в ПМ ПТ.
В частности, показано, что активность SPIK ка-
нала, основного К+-канала в пыльце, усиливается
при падении внешнего рН, AtTPK4 модулируется
Са2+, а активность AKT6 (SPIK1) чувствительна к
изменениям внешнего рН, но не к изменениям
уровня Ca2+ (Becker et al., 2004). У арабидопсиса
две Са2+-зависимые протеинкиназы (CPK11 и
CPK24) включаются в Ca2+-зависимое ингибиро-
вание K+-каналов в ПТ (Zhao et al., 2013). На ос-
нове полученных нами и литературных данных
мы полагаем, что в ПТ петунии могут функцио-
нировать как Са2+-зависимые, так и рН-зависи-
мые К+-каналы.

Вывод о том, что гормон-индуцируемая стиму-
ляция активности H+-ATФазы ПМ, транспортиру-
ющей H+ из цитозоля во внеклеточное простран-
ство, включается в стимуляцию прорастания ПТ,
подтверждается ортованадат-чувствительной ги-
перполяризацией ПМ в присутствии ИУК и АБК.
Полученные данные находятся в полном соответ-
ствии с гипотезой Ланга (Lang et al., 2014) о цен-
тральной роли H+-ATФазы в регуляции роста ПТ.
Второй выявленный нами эффект фитогормо-
нов, связанный с латеральным перераспределе-
нием локализации H+-ATФазы в ПМ, очевидно

должен вносить существенный вклад в поляриза-
цию растущей ПТ (Certal et al., 2008).

В настоящее время трудно ответить на вопрос,
как связаны между собой все гормональные эф-
фекты, можно только предположить, что Ca2+ как
вторичный мессенджер в сигнальных путях гор-
монов, может быть центральным модулятором
функционирования этих путей. Согласно послед-
ним исследованиям, Ca2+ является основным ор-
ганизатором клеточной полярности в растениях
(Himschoot et al., 2015). Полагаем, что в растущих
ПТ Ca2+ может медиировать эффекты гормонов,
связанные с интенсификацией активности ПM
H+-ATРазы, ее полярной локализацией в ПМ ПТ и
организацией АЦ. Эта возможность согласуется с
включением ионов Ca2+ как вторичного мессендже-
ра в различные гормон-зависимые процессы, вклю-
чая активацию H+-ATРазы ПМ путем фосфорили-
рования, катализируемого Ca-зависимой проте-
инкиназой (Yu et al., 2006). Кроме того, известно,
что Ca2+ включается в различные аспекты функ-
ционирования АЦ. В частности, градиент каль-
ция в цитозоле необходим для регуляции экзоци-
тоза в растущей ПТ, а ионы Ca2+ включаются в
модуляцию активности ROP1 ГТФазы (Yan et al.,
2009). Сборка актинового цитоскелета и аккуму-
ляция кальция в цитозоле способны выступать в
роли факторов, способствующих регуляции
ROP1 через позитивную и негативную обратные
связи, соответственно. АФ локализованы в ПТ по
градиенту, пересекающемуся с градиентом Са2+

(Fan et al., 2004), что может быть обусловлено
Ca2+-зависимостью АСБ, которые контролируют
растяжение и других типов клеток (Weihuang et al.,
2015). Обращает на себя то обстоятельство, что
только в случае ауксина все наблюдаемые гормон-
индуцируемые ответы ПТ могут быть интегриро-
ваны в общий механизм, в котором ионы Ca2+ мо-
гут выступать в роли координирующего и интегри-
рующего сигнала. Следовательно, можно полагать,
что ауксин играет ключевую роль в поддержании
полярного роста ПТ.

Транспорт ауксина зависит от градиентов пе-
реносчиков, которые постоянно циркулируют
между ПМ и внутриклеточными компартмента-
ми. Этот процесс, как полагают, зависит от АФ, в
то время как организация актина находится под
контролем ауксина (Nick et al., 2009). Ингибиро-
вание транспорта ауксина повреждает организа-
цию актина в зиготах у Fucus (Sun et al., 2004). По-
лярный транспорт ауксина представляет суще-
ственный фактор для развития зиготы и
эмбриона и связан с активностью ABP1 и H+-
ATФазы ПМ (Chen et al., 2010). Недавно было по-
казано, что трансмембранная рецептор-подобная
киназа (TMK), может взаимодействовать с ABP1,
тем самым преобразовывая ауксиновый сигнал
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для активации ROPs на ПМ. Эта цепь событий
приводит к изменениям в цитоскелете и форме
клеток листа Arabidopsis (Xu et al., 2014). Кроме то-
го, получены данные о координации ROP-сиг-
наллинга и PIN-транспортеров ауксина в клетках
корня и листа (Chen and Friml, 2014). Экспрессия
в мужском гаметофите PIN8 и включение его в
регуляцию внутриклеточного гомеостаза ауксина
также подтверждает участие ауксина в регуляции
полярного роста ПТ (Dal Bosco et al., 2012).

По-видимому, ауксин совместно с цитокини-
ном участвуют в регуляции АЦ в растущей ПТ,
влияя на полимеризацию актина (Ковалева и др.,
2015). Полученные в данной работе результаты
дают основание полагать, что ауксин включается
в поддержание полярного роста ПТ, взаимодей-
ствуя с АБК. Эти взаимодействия могут быть реа-
лизованы согласно гипотезе (Hsu et al., 2010) о
функционировании в пыльнике лилии особого,
связанного с дегидратацией, сигнального пути
АБК, через который регулируется ген LLP-Rop1 в
процессе дегидратации пыльцы. Показано, что
продукт гена LLP-ROP1 локализован в цитоплаз-
ме ПТ и является позитивным (Tao et al., 2005) и
негативным (Xin et al., 2005) регулятором сиг-
нальных путей ауксина и АБК, соответственно.
При этом в прорастающих ПТ наблюдали сниже-
ние эндогенной АБК и повышение активности
Rop. Недавно сообщили (Nibau et al., 2013), что у
Arabidopsis малая ГТФаза AtRAC7/ROP9 (Arabi-
dopsis RAC/ROP) функционирует как модулятор
сигналинга ауксина и АБК. Принимая во внима-
ние роль H+-ATФазы на стадии дегидратации, ко-
гда ПЗ приспосабливают свое тургорное давление
к водному потенциалу поверхности рыльца (Pertl
et al., 2010), и наши данные об аллокации H+-
ATФазы ПМ и динамике эндогенной АБК (повы-
шении уровня при созревании ПЗ и снижении в
растущей ПТ), мы полагаем, что АБК, совместно
с ИУК, участвует в поддержании водного статуса
в ПТ. Выявленные различия в действии экзоген-
ных АБК и ИУК на прорастание ПТ и выявленные
гормон-индуцированные сдвиги рНс (АБК-инду-
цированное закисление) являются основанием для
предположения о функционировании в ПТ пету-
нии рН-зависимого K+-канала. По данным Ли (Li
et al., 2011), градиент pHс может играть роль в мо-
дуляции интенсивности сигнала АБК. Вилкинс с
соавторами (Wilkins et al., 2015) показали, что за-
кисление pHc в ПТ играет важную роль, создавая
оптимальные условия для стимуляции активно-
сти каспаз 3-подобной DEVDазы, а также для
сборки F-актина, меняя локализацию и актив-
ность, по крайней мере, двух АСБ–ADF и CAP.

Работа выполнялась при поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
(гранты № 10-04-00356 и № 13-04-00592).
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Abstract—To date, the molecular mechanisms underlying the osmoregulation of pollen grains (PGs) related
to the maintenance of their water status and allowing pollen tubes (PTs) to regulate concentrations in them
of osmolytes and transmembrane water transport remain to be not so far characterized. In the present work,
the data on the participation of IAA and ABA in the osmoregulation of germinating in vitro petunia male ga-
metophyte were obtained. It has been established that the growth-stimulating effect of these phytohormones
is due to their action on intracellular pH (pHc), the membrane potential of plasmalemma (PM), the activity
of PM H+-ATPase, K+-channels in the same membrane and organization of actin cytoskeleton (AC). Two
possible targets of the action of these compounds are revealed. These are represented by (1) PM H+-ATPase,
electrogenic proton pump responsible for polarization of this membrane, and (2) Ca2+-dependent K+-chan-
nels. The findings of the present work suggest that the hormone-induced pHc shift is involved in cascade of
the events including the functioning of pH-dependent K+-channels. It was shown that the hormone-induced
hyperpolarization of the PM is a result of stimulation of electrogenic activity of PM H+-ATPase and the hor-
monal effects are mediated by transient elevation in the level of free Ca2+ in the cytosol and generation of re-
active oxygen species (ROS). The results on the role of K+ ions in the control of water-driving forces for trans-
membrane water transport allowed us to formulate the hypothesis that IAA and ABA stimulate germination
of PGs and growth of PTs by activating K+-channels. In addition, the studies performed showed that the AC
of male gametophyte is sensitive to the action of exogenous phytohormones, with to more extent to the action
of IAA. As judged by the action of latrunculin B (LB) the AC may serve as the determinant of the level of
endogenous phytohormones that most likely participate in the regulation of the polar growth of PTs impact-
ing on the pool of F-actin in their apical and subapical zones.

Keywords: male gametophyte, germination, IAA, ABA, H+-ATPase, pHc, actin cytoskeleton, K+-channels, ROS
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