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НА МОРФОГЕНЕЗ ЛИСТА И ГЕНЕРАТИВНЫХ СТРУКТУР
ПРИ ФАСЦИАЦИИ У ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH.
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Увеличение пролиферативной активности побеговой апикальной меристемы (ПАМ) и последую-
щее накопление пула недифференцированных клеток (фасциация) приводит к изменению филло-
таксиса. В частности, у Arabidopsis thaliana типичное спиральное листорасположение заменяется на
супротивное или мутовчатое (в зависимости от степени проявления фасциации). Развитие пестика
у мутантных растений сопровождается появлением в центральной его части группы недифференци-
рованных, меристематических клеток. При добавлении N-1-нафтилфталамовой кислоты (НФК)
объем меристемы увеличивается как у мутантных растений, так и у контрольных. Так же происхо-
дит увеличение числа прилистников у всех исследуемых растений. При флоральном морфогенезе
под воздействием НФК происходит еще большее разрастание пула меристематических клеток. Об-
суждается взаимодействие различных механизмов контроля объема меристемы.
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ВВЕДЕНИЕ

Апикальная меристема побега цветковых рас-
тений содержит пул недифференцированных
клеток, расположенных в центральной зоне и ме-
ристеме ожидания (организационном центре), в
то время как основные морфогенетические про-
цессы происходят в функционально отграничен-
ной от них периферической зоне (Fletcher, Meye-
rowitz, 2000; Dodsworth, 2009; Xie et al., 2009; Чуб,
Синюшин, 2012). Механизмы поддержания этого
пула клеток в данный момент интенсивно изуча-
ют на модельном объекте Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. Показано, что существует система с отрица-
тельной обратной связью CLAVATA–WUSCHEL,
контролирующая размеры пула недифференци-
рованных клеток (Dodsworth, 2009; Nieminen et al.,
2015). Однако следует отметить, что кроме выше-
указанной системы регуляции существуют другие
механизмы контроля объема меристемы. Так, на-
пример, было исследовано влияние гена NANA на
пролиферативную активность побеговой апи-
кальной меристемы (Альберт и др., 2014). Было
показано, что NANA контролирует активность
ПАМ при переходе растений на репродуктивную
стадию развития, действуя значительно позже и
независимо от системы генов CLV–WUS.

Фактор транскрипции WUS синтезируется в
организационном центре ПАМ и по плазмоде-
смам направляется в поверхностный слой цен-
тральной зоны меристемы. При взаимодействии
WUS с промотором гена CLV3 происходит усиле-
ние экспрессии последнего (Yadav et al., 2011).
Пропептид CLV3 подвергается протеолизу, моди-
фикации аминокислот, гликозилированию, а за-
тем секретируется в форме короткого гликопеп-
тида (13 аминокислот). Короткий пептид CLV3
может связываться с рецепторным комплексом,
состоящим из белков CLV1 и CLV2 (Xie et al.,
2009; Ohyama et al., 2009), что в дальнейшем при-
водит к уменьшению экспрессии WUS.

При нарушении экспрессии тех или иных ге-
нов, вовлеченных в эту систему контроля проли-
феративной активности побеговой апикальной
меристемы, размеры пула недифференцирован-
ных клеток могут как уменьшаться (при мутации
wus), так и увеличиваться (при мутациях clv1, clv2,
clv3). Это коррелятивно влияет на размер перифе-
рической зоны, в которой происходит разметка
(pre-patterning) и последующая закладка примор-
диев листьев (Быкова и др., 2013).

По мере роста и развития растения, меристема
закладывает большое количество органов. Одна-
ко прежде, чем тот или иной орган появится в
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определенном месте периферической зоны, про-
исходит разметка, которая в заметной мере опреде-
ляется поворотом потока ауксинов из поверхност-
ных слоев к формирующемуся корпусу (Berleth et al.,
2007; Чуб, 2010). Вдоль этого первичного потока
ауксинов в стебле в дальнейшем дифференциру-
ются тяжи прокамбия и проводящие пучки, а в
примордии листа – центральная жилка.

Существуют механизмы позиционного кон-
троля, которые позволяют дистанцировать два
соседних размечающихся листовых примордия
друг от друга. При нарушении полярного транс-
порта ауксина эти механизмы ослаблены, что
приводит к появлению слившихся листьев или
листьев с несколькими равнозначными главны-
ми жилками. Нарушение полярного транспорта
характерно для мутантов по генам из семейства
PIN, кодирующим белки-переносчики ауксинов.
Кроме того, снижения скорости полярного
транспорта ауксинов можно добиться экспери-
ментально, применяя такие ингибиторы, как
трийодбензойная кислота (ТИБК) или N-1-наф-
тилфталамовая кислота (НФК). При определен-
ных концентрациях обработка растений дикого
типа ингибиторами транспорта ауксинов при за-
кладке листьев может вызывать морфологические
проявления, сходные с фенотипом мутантов pin1
(Thomson et al., 1973; Okada et al., 1991; Deb et al.,
2015).

Ранее нами была высказана гипотеза, что меж-
ду центральной и периферической зонами возни-
кает конкуренция за функциональное простран-
ство меристемы (Чуб, Синюшин, 2012; Быкова
и др., 2015). Согласно этой гипотезе, одну из важ-
ных ролей в этом процессе разграничения зон иг-
рает место поворота потока ауксина из поверх-
ностных слоев туники к корпусу. Такой поворот
может осуществиться только в периферической
(но не в центральной) зоне. Ослабление потока
ауксина должно приводить к коррелятивному
сдвигу вниз границы центральной зоны и увели-
чению пула недифференцированных клеток.

Для экспериментальной проверки этой гипо-
тезы мы использовали в качестве ингибитора по-
лярного транспорта НФК. Чтобы изучить взаи-
модействие полярного транспорта ауксинов с си-
стемой CLAVATA–WUSHEL, мы использовали
мутантные линии A. thaliana clv2-2 на фоне Ler с
умеренным нарушением объема меристемы и
clv3-2 на фоне Ler, для которой характерен наибо-
лее выраженный эффект фасциации апикальной
меристемы побега.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мутантные растения A. thaliana линий clv1-1,
clv2-2 и clv3-2 были получены из коллекции ка-
федры генетики Биологического факультета

МГУ. Изогенными линиями для clv1-1 служили
растения экотипа Blanes, а для clv2-2 и clv3-2 –
Landsberg erecta (Ler). Растения выращивали на
0.8% агаризованной среде с 1/2 минеральных эле-
ментов по MS (Murashige, Scoog, 1962), содержа-
щей 1% сахарозы, в течение 21 дня с добавлением
3, 10, 20 и 30 μM НФК. К контрольной группе расте-
ний ингибитор не добавляли. Растения культивиро-
вали при 16-ти часовом световом дне под люминес-
центным освещением (45 μM квантов ФАР м–2 с–1),
и температуре +22°С. Каждые 7 дней проводили
выделение побеговых апикальных меристем (7,
14, 21 и 28 дней). Всего было 2 эксперимента,
каждой точке соответствовало 3 чашки Петри по
15–20 растений в каждой.

Далее образцы фиксировали 70%-ным этило-
вым спиртом, дегидратировали в смесях спиртов
и ацетона возрастающей концентрации и высу-
шивали методом “критической точки” (Bartlett,
Burstin, 1975). Образцы монтировали на столики с
помощью углеродного скотча. Столики с образ-
цами напыляли сплавом платины и палладия в
ионно-распылительной установке (Eiko IB-3 ION
COATER). Напыленные образцы были изучены с
помощью сканирующего электронного микро-
скопа (СЭМ) HITACHI S-405A в общефакультет-
ской лаборатории электронной микроскопии МГУ.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для определения эффективной действующей

концентрации на Arabidopsis была проведена се-
рия экспериментов с четырьмя концентрациями
НФК в среде: 3, 10, 20 и 30 μМ. При выращивании
растений на среде, содержащей 3 μМ, по сравне-
нию с контрольными растениями не было зафик-
сировано существенных морфологических изме-
нений. Анализ растений, выращенных на среде с
добавлением 10 μМ НФК, показал, что морфоло-
гический эффект от ингибитора был слабым, и
выражался лишь в срастании некоторых листьев.
Кроме того, не все растения в этом варианте про-
являли реакцию на воздействие НФК. При уве-
личении концентрации действующего вещества
до 20 и 30 μМ у всех растений были выраженные
нарушения морфогенеза. Таким образом, дей-
ствующими концентрациями НФК для получе-
ния видимого морфологического ответа меристе-
мы для растений A. thaliana являются 20 и 30 μМ.

Изменения в вегетативной ПАМ
При выращивании изогенных линий Ler и

Blanes без ингибитора у них наблюдалось очеред-
ное спиральное листорасположение, в то время
как при добавлении НФК филлотаксис менялся.
Так на рис. 1а показана меристема растения
Blanes, выращенная на среде с 20 μМ НФК. При-
мордии, обозначенные 1 и 1', 2 и 2', 3 и 3', заложи-
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лись одновременно, о чем свидетельствует их раз-
мер, отдаленность от меристемы и степень разви-
тия трихом. Угол дивергенции внутри каждой
пары примордиев близок к 180°, что свидетель-
ствует о супротивном листорасположении. Такое
явление часто можно наблюдать в норме у му-
тантных растений clv1 (Быкова и др., 2015).

Следует отметить, что реакция растений дико-
го типа на воздействие НФК была не одинаковой.
У одних образцов появлялись структуры, схожие
по фенотипу с мутантами pin. Эти фенокопии при
переходе из розеточной стадии к выдвижению
цветоноса развивали безлистные структуры и не
закладывали боковых цветков. Чаще всего они
останавливались в развитии после образования
второго настоящего листа (рис. 2г).

В других случаях происходило образование
меристемы, уплощенной с боков, которую очень
часто в норме развивают фасциированные мутан-
ты. Так же достаточно часто меристемы кон-
трольных растений под воздействием НФК раз-
делялись на самостоятельно пролиферирующие
части, на два очага роста. Это явление называется
дефасциацией, и оно наблюдается также у фасци-
ированных мутантов A. thaliana (рис. 2б).

В целом у всех растений добавление ингибито-
ра транспорта ауксина стимулировало дополни-
тельное увеличение размеров меристемы относи-
тельно контроля. Так у мутантов clv2 Ler в норме
размер меристемы в ее самой широкой части со-
ставлял в среднем 40 мкм, а при добавлении
НФК – 200 мкм (рис. 2а). У растений дикого типа
фенокопии pin в диаметре не превышали 150 мкм,
в то время как схожие структуры у мутантных рас-
тений достигали 260 мкм. Увеличение происхо-
дило не только в длину, но и в высоту. Макси-
мальная высота таких структур у растений дикого
типа не превышала 350 мкм, в то время как у му-
тантов достигала 600 мкм. Следует отметить, что
clv2 и clv3 на фоне Ler развивали на внешней по-
верхности этой структуры одиночные органы.
Например, растения clv2 Ler преимущественно
образовывали трихомы, а clv3 Ler – листья, в па-
зухах которых располагались чаще всего две бо-
ковые почки (рис. 2в). У растений дикого типа в
норме должна формироваться одна боковая поч-
ка в пазухе листа.

Добавление НФК в среду культивирования
приводило не только к дополнительному увели-
чению размеров меристемы, но и к изменению фор-
мы листьев и прилистников. В норме у контрольных
растений форма листа обратнояйцевидная, листья
имеют достаточно длинные черешки. Под воздей-
ствием НФК у мутантных растений наблюдались
пельтатные листья, представляющие из себя за-
мкнутые чашеобразные структуры (рис. 1в). Как
такового черешка они не имели, а прикреплялись
к стеблю основанием листовой пластинки.

Рис. 1. Изменение филлотаксиса у растений Arabidop-
sis thaliana под воздействием НФК. а – меристема
Blanes при 20 μМ (1 и 1', 2 и 2', 3 и 3' – одновременно
заложившиеся пары примордиев), б – меристема clv1
при 10 μМ (цифрами обозначены последовательно
заложившиеся примордии), в – пельтатный лист рас-
тения clv3 на фоне Ler.
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Рис. 2. Изменение формы меристемы у растений Arabidopsis thaliana под воздействием НФК. а – меристема clv2 на фо-
не Ler при 20 μМ (треугольниками показаны прилистники), б – меристема Ler при 20 μМ, разделившаяся на два очага
роста, в – pin-образная структура clv3 на фоне Ler при 20 μМ (треугольниками показаны прилистники, стрелками показаны
единовременно заложившиеся две коллатеральные пазушные почки), г – pin-образная структура Ler при 20 μМ.
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Так же нами было зафиксировано увеличение
числа прилистников под воздействием НФК. В
норме даже у мутантных растений clv мы всегда
наблюдали два прилистника при основании каж-

дого листа. При фасциации часто увеличивается
число листьев в узле, но при этом число прилист-
ников остается прежним. Добавление НФК в сре-
ду культивирования вызывало увеличение числа
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прилистников, как у мутантных растений, так и у
изогенных линий. Так на рис. 3а и 3б показаны
меристемы Blanes и clv3 на фоне Ler соответствен-
но, у которых увеличено число прилистников. В
некоторых случаях мы наблюдали образование до
10 и более прилистников, которые формировали
единое поле между основаниями двух соседних
листьев (рис. 3б). Форма же прилистников меня-
лась на лопастную.

Изменения в генеративной ПАМ

При анализе флорального морфогенеза были
обнаружены следующие изменения. В норме му-
танты clv2 и clv3 на фоне Ler развивали цветки,
однако число частей цветка было отличным от
контрольных растений, как в меньшую, так и в
большую стороны. У clv2 на фоне Ler в ряде слу-
чаев происходило уплощение пестика и усиление
развития рыльцевой ткани до образования греб-
невидной формы (рис. 4в). У мутантных растений
clv3 на фоне Ler на поверхности пестика внутри
кольца из очагов рыльцевой ткани наблюдалось
появление многочисленных неупорядоченных
очагов пролиферирующих клеток (рис. 4а). Эта
структура, разрастаясь, приобретала округлую
форму, у которой по периферии располагалась
дифференцированная рыльцевая ткань. Такие
видоизменения наблюдались только у терми-
нальных структур, при этом они не мешали за-
кладке боковых цветков.

Под воздействием же ингибитора транспорта
ауксинов число боковых цветков снижалось или
они совсем не закладывались. Одновременно на
оси соцветия часто развивалась крупная терминаль-
ная структура (рис. 4б и 4г). На апексе располага-
лись неупорядоченные очаги делящихся клеток,
причем конечная форма этой структуры варьирова-
ла от гребневидной и вытянутой как у clv2 на фоне
Ler (фасциация в плоскости) до линейно-вытяну-
той или крестообразной как у clv3 на фоне Ler.
Как и у контрольных мутантных растений, по пе-
риферии этой структуры располагались очаги
рыльцевой ткани.

Среди очагов пролиферирующей ткани также
наблюдались участки с более-менее выраженной
дифференцировкой, напоминающие по внешне-
му виду сильно разросшиеся плаценты с семяза-
чатками на ранних этапах развития (рис. 4б). Та-
ким образом, эта терминальная структура, состо-
ящая в большей степени из меристематических
клеток, была более дифференцированной, неже-
ли чем в контроле без НФК.

Если же растение развивало структуру, напо-
минающую по фенотипу растения pin, то оно не
образовывало никаких цветков, но в некоторых
случаях на апексе развивались аппендикулярные
структуры, которые напоминали филаменты

(рис. 2г). В центре находился очаг роста, который
в дальнейшем мог развиться в гинецей или дать
очаги пролиферации.

Рис. 3. Изменение числа прилистников у растений
Arabidopsis thaliana под воздействием НФК. а – расте-
ние Blanes при 10 μМ, б – растение clv3 на фоне Ler
при 20 μМ. Треугольниками показаны прилистники.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Экотип Landsberg erecta отличается от расы Co-
lumbia мутацией erecta (er). Ген ERECTA кодирует
мембранный белок-рецептор из семейства киназ,
участвующих в поддержании пула стволовых кле-
ток. В геноме присутствуют также гомологи
ERECTA-LIKE1 и ERECTA-LIKE2. Мутанты по

этим генам характеризуются фенотипом, сходным с
фенотипом мутантов erecta. При этом меристема за-
метно уменьшается в размерах (Shpak et al., 2004;
Terpstra et al., 2010; Uchida et al., 2013).

На фоне Ler повреждение других систем регу-
ляции объема меристемы приводит к более резко
выраженному фенотипическому проявлению.

Рис. 4. Флоральный морфогенез у мутантных растений Arabidopsis thaliana. а – генеративная меристема clv3 на фоне
Ler без добавления НФК, б – генеративная меристема clv3 на фоне Ler при 20 μМ, в – генеративная меристема clv2 на
фоне Ler без добавления НФК, г – генеративная меристема clv2 на фоне Ler при 20 μМ. Стрелками показана рыльце-
вая ткань, треугольниками – семязачатки.
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Так, мутация fas5 на фоне Landsberg erecta дает
сильное гребневидное разрастание меристемы
соцветия (Альберт, 2015). По нашим данным му-
танты clv3 на фоне Ler также давали аналогичные
структуры, но только если транспорт ауксина был
ингибирован НФК (рис. 4б). Можно предполо-
жить, что в случае clv3 потоки ауксина в перифе-
рической части меристемы способны контроли-
ровать нижнюю границу центральной зоны. При
добавлении НФК этот механизм ослабляется, и
усиливается пролиферация как клеток меристе-
мы соцветия, так и клеток центра флоральной ме-
ристемы. Рост флоральной меристемы становит-
ся недетерминированным, а закладка гинецея на-
рушается (рис. 4б).

При фасциации из центральной зоны в перифе-
рическую выходит больше клеток, чем у нормально
функционирующих меристем. В результате увели-
чивается пространство, в котором происходит раз-
метка листовых примордиев, что влечет за собой
увеличение числа органов в одном узле и/или изме-
нение филлотаксиса (Mayer et al., 1998; Fletcher,
Meyerowitz, 2000; Hamada et al., 2000; Чуб, 2010).

У растений экотипа Landsberg erecta угол ди-
вергенции у розеточных листьев близок к углу зо-
лотого сечения (137.5°) (Mandel et al., 2014). При
оверэкспрессии miR166g объем меристемы изме-
няется, что приводит к увеличению числа листо-
вых примордиев в одном узле вплоть до четырех
(Mandel et al., 2014). Мы наблюдали аналогичные
явления. Так, у некоторых растений clv3 на фоне
Ler на среде без НФК в одном узле закладывалось
одновременно четыре примордия. У мутантов
clv1 в одном узле наблюдалось не более двух при-
мордиев (Быкова и др., 2015). В других случаях
угол дивергенции между соседними примордия-
ми уменьшался до 72–90° (рис. 1б).

У тройного мутанта er erl1 erl2 было отмечено
образование примордиев вокруг меристемы в ви-
де мутовки (Uchida et al., 2013). При этом все при-
мордии были одного размера и возраста. Однако
у авторов не было достаточных оснований интер-
претировать их как листовые примордии, по-
скольку они не сопровождались прилистниками
и не развивали эпидермальных трихомов. Дей-
ствительно, можно ожидать образования боль-
шого количества одновозрастных примордий-по-
добных структур в одном узле, так как у тройных
мутантов er erl1 erl2 блокированы механизмы
ограничения роста пула меристематических кле-
ток ПАМ.

В наших экспериментах пролиферативная актив-
ность была увеличена из-за мутации в другом меха-
низме контроля объема меристемы (CLAVATA–
WUSHEL). При этом закладка листьев происходила
нормально, примордии листовых пластинок все-
гда сопровождались прилистниками. Но сам ме-
ханизм формирования листа под действием НФК

на фоне мутаций clv и ler нарушался. В норме лист
возникает из определенного пула клеток, кото-
рый можно назвать бластозоной (Gourlay et al.,
2000; Быкова и др., 2015). У Arabidopsis большая
часть клеток бластозоны используется для фор-
мирования листовой пластинки, однако в ней
также размечаются два сайта для формирования
пазушных прилистников. Если в норме в каждом
сайте образуется только по одному прилистнику
(как у растений дикого типа, так и у мутантов), то
под действием НФК размеры сайтов увеличива-
ются, и в них могут закладываться до 10 прилист-
ников (рис. 3б). При этом размеры сайтов у му-
тантов clv оказываются больше, чем у изогенных
растений. Следовательно, на размеры и разметку
структур в бластозонах листа оказывают влияние
не только потоки ауксинов, но и система регуля-
ции объема меристемы.

Прилистники могут играть важную сигналь-
ную роль при морфогенезе. Было показано, что в
молодых прилистниках происходит накопление
ауксина (Tsukaya, Uchimiya, 1997; Aloni et al.,
2003). Возможно, образование дополнительных
прилистников позволяет растениям частично
компенсировать ослабление потоков ауксина,
вызванное НФК.

Обработка НФК дополнительно стимулирует
увеличение пула меристематических клеток: даже
у контрольных линий происходили значительные
изменения в строении как вегетативной, так и ге-
неративной ПАМ. На рис. 5а показана 14-днев-
ная меристема Ler. Видно образование лопастных
листьев, с увеличенным количеством трихомов. В
генеративной части растения обнаруживается
конгенитальное срастание чашелистиков. В норме
из одного примордия развивается один чашелистик,
при нарушении полярного транспорта ауксина они
срастаются, в результате чего мы наблюдаем кольце-
вую лопастную чашечку. В центре флоральной ме-
ристемы сначала закладывается кольцевой примор-
дий гинецея, а затем центральная часть начинает
обильно пролиферировать. Наблюдается частич-
ная дифференцировка центрального пула клеток
в рыльцевые папиллы. По данным литературы, в
норме гинецей закладывается кольцом и по мере
его роста вверх, лежащие в центре клетки должны
останавливать свое деление (Smyth et al., 1990).
Но на фоне НФК этого не происходит. Схожая
картина наблюдается и у мутантов clv2 на фоне
Ler, только здесь число цветков увеличено и гине-
цей имеет вытянутую форму, с дополнительными
очагами роста посередине (рис. 5б).

В зависимости от концентрации НФК прояв-
лялись разные эффекты. Максимальная концен-
трация ингибитора в 30 μМ приводила к появле-
нию лопастных (как у мутантов, так и у контроль-
ных растений) и пельтатных листьев (только у clv3
на фоне Ler), а также развитию сросшихся около-
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цветников (как у мутантов, так и у контрольных
растений). При этой концентрации мы никогда
не наблюдали развитие булавковидных (pin-
formed) структур, в отличие от 20 μМ, где они
представлены в различных вариантах и у всех рас-
тений.

По мере возрастания концентраций происхо-
дит нарушение симметрии меристемы и, как
следствие, филлотаксиса. Так при 20 μМ у Ler на-

блюдалась плоская фасциация вегетативных
ПАМ, однако это никак не влияло на форму фло-
ральной меристемы. У мутантных растений clv3
на фоне Ler без добавления НФК наблюдались
круглые терминальные структуры, которые изме-
няли свою форму от линейно-гребневидной (20
μМ) до крестообразной (20 и 30 μМ). Изменения
числа, формы и размеров прилистников происхо-
дило только под действием НФК. Можно предпо-
ложить, что под действием НФК происходит уве-
личение участка бластозоны, предназначенного
для образования прилистников, то есть изменя-
ется механизм разметки бластозоны. Этот меха-
низм до конца не изучен и требует дальнейших
исследований.
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Effect of the Auxin PolarTransport Inhibitor on the Morphogenesis of Leaves
and Generative Structures During Fasciation in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
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An increase in the proliferative activity of a shoot apical meristem (SAM) and the further accumulation of a
pool of undifferentiated cells (fasciation) results in phyllotaxis changes. In the case of Arabidopsis thaliana, a
typical spiral leaf arrangement is replaced by an opposite or verticillate one (depending on the level of a fas-
ciation manifestation). Pistil development in mutant plants is accompanied by the appearance of a group of
undifferentiated meristematic cells in its central part. The addition of N-1-naphthylphthalamic acid (NPA)
causes an increase in the meristem volume and number of stipules in both mutant and control plants. The
NPA effect on the f loral morphogenesis results in a significant growth of meristemic cell pool. The interac-
tion of different mechanisms of a meristem volume control is discussed.

Keywords: SAM, NPA, fasciation, blastozone, A. thaliana
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