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Изучено влияние состава сахаров и  pH питательной среды на рост и  развитие пыльцевых тру-
бок у интрогрессивного гибрида ели европейской и сибирской (Picea abies (L.) Karst. × P. obovata 
Ledeb.) in vitro. Показана динамика роста пыльцевых трубок ели. Установлено, что относительно 
высокая скорость роста пыльцевых трубок во многом обуславливает особенности физиологии их 
развития. Описана картина быстрого синтеза целлюлозы в процессе гидратации пыльцевых зерен 
ели. Выявлены различия компонентного состава пыльцы и пыльцевых трубок. Содержание бел-
ков, аминокислот, РНК, ДНК, липидов и полисахаридов по градиенту длины пыльцевых трубок 
у ели возрастали скачкообразно по направлению к растущему кончику и стабилизировались по 
достижении примерно половины их максимальной длины. При этом общее содержание углево-
дов в пыльцевых трубках по градиенту длины практически не изменялось. Описаны процессы 
формирования на поверхности пыльцевых трубок внешних колец, состоящих в основном из цел-
люлозы и каллозы. Высказано предположение, что такие кольца могут участвовать в регулирова-
нии тургора и в частичной компартментализации протопласта в пыльцевых трубках ели. Каллозу 
в пыльцевых трубках у ели следует рассматривать как ситуативный антистрессовый полисахарид, 
который не является постоянным компонентом стенки трубки.
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ВВЕДЕНИЕ
Цитологическим и  физиолого-биохими-

ческим аспектам роста и  развития пыльцевых 
трубок голосеменных растений в последнее вре-
мя стало уделяться все большее внимание. Ре-
зультаты этих исследований обобщены в  ряде 
обзоров [1, 2]. Цитоплазматическая организация 
пыльцевых трубок голосеменных существенно 
отличается от организации пыльцевых трубок 
покрытосеменных, за исключением распреде-
ления секреторных пузырьков и  гладкого эн-
доплазматического ретикулума, что связано 
с различиями в скорости их роста и обусловлено 
особенностями строения стенок пыльцевых тру-
бок голосеменных растений [3].

Пыльцевые трубки голосеменных четко раз-
деляются на две зоны. Одна (тело трубки) зани-
мает почти весь объем трубки от ее проксималь-
ной части и почти до самого кончика, и включает 
в  себя функциональные ядра развивающегося 
мужского гаметофита, микротрубочки и микро-
филаменты актинового цитоскелета, вакуоли, 
амилопласты и  другие органеллы цитоплазмы. 

Другая зона  – прозрачная (“чистая”) удлиня-
ющегося (растущего) кончика трубки лишена 
амилопластов, но включает многочисленные пу-
зырьки Гольджи, которые мигрируют к внутрен-
ней поверхности мембраны, где накапливаются 
в  форме полукольца или полумесяца, и  слива-
ются с плазматической мембраной, обеспечивая 
рост кончика пыльцевой трубки [4].

Прорастание пыльцы и, особенно рост пыль-
цевых трубок, у голосеменных сильно зависят от 
интактного актинового цитоскелета, обеспечи-
вающего направленное струящееся движение 
цитоплазмы  [5, 6], представляющее собой ре-
гулярный фонтанообразный рисунок, при этом 
органеллы в теле трубки движутся в сторону кон-
чика по ее центру, а  обратно  – вдоль кортекса 
клетки [7].

У  покрытосеменных стенка кончика почти 
полностью состоит из этерифицированного 
пектина. В  субапикальной области пектиновая 
матрица подвергается деэтерификации, стано-
вясь более жесткой, в нее также встраивается не-
большое количество микрофибрилл целлюлозы. 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 6          2024

	 ОСОБЕННОСТИ РОСТА И РАЗВИТИЯ ПЫЛЬЦЕВЫХ ТРУБОК ЕЛИ	 811

Непосредственно за этой областью происходит 
укрепление первичной стенки за счет синте-
за каллозы  [8, 9]. Каллозный слой составляет 
основную часть объема стенки у  большинства 
покрытосеменных растений  [10]. Тонкая, на-
ружная затвердевшая первичная пекто-цел-
люлозная и  толстая, внутренняя вторич-
ная каллозная стенки поддерживают тургор, 
предотвращая выпячивание трубки и  направ-
ляя ее рост  [11, 12]. Отложение каллозы в  ци-
топлазме в  виде отдельных зерен приводит 
к образованию каллозных пробок в пыльцевых 
трубках покрытосеменных растений. Количе-
ство и форма таких пробок зависят от способа 
их образования, присущего каждому виду  [13]. 
Каллозные пробки блокируют цитоплазмати-
ческую связь между кончиком и дистальной об-
ластью трубки. В результате такого разделения 
весь энергетический потенциал роста сосредо-
точен в кончике трубки [14]. Каллозные пробки 
препятствуют обратному оттоку содержимого 
пыльцевой трубки, способствуя поддержанию 
постоянного тургорного давления и, тем самым, 
предотвращая разрывы стенки трубки  [15, 16]. 
Каллозные пробки образуются в  пыльцевых 
трубках только у  покрытосеменных растений 
с более высокой энергией роста трубок. У голо-
семенных растений таких отложений в пыльце-
вых трубках не выявлено [17].

У  голосеменных стенка трубки сохраняет 
первичное строение в  течение всего ее роста. 
Исследования компонентного состава стенок 
пыльцевых трубок у  14 видов голосеменных из 
8 родов и  6 семейств общеизвестными цито-
химическими и  иммунохимическими метода-
ми с  использованием моноклональных анти-
тел к  полисахаридам и  арабиногалактановым 
белкам (AGPs) показало, что у  всех изученных 
видов интина пыльцевых зерен и  стенки тру-
бок содержали AGPs и  целлюлозу. В  стенках 
пыльцевых трубок видов из сем. Podocarpaceae, 
Pinaceae, Taxodiaceae и  Cupressaceae пектины 
присутствовали лишь в  малом количестве  [18]. 
У ели (Picea meyerii) и сосны (Pinus sylvestris) эте-
рифицированные пектины локализованы в  об-
ласти кончика пыльцевых трубок. Деэтерифи-
цированные пектины локализованы вдоль всей 
стенки пыльцевой трубки ели, за исключением 
кончика. Целлюлоза распределена по всей стен-
ке трубки, включая кончик, однако плотность 
целлюлозных микрофибрилл в  кончике труб-
ки у Pinus sylvestris была значительно меньше по 
сравнению с  остальной частью трубки, что ука-
зывает на постепенную трансформацию стенки 
трубки [3, 19]. Целлюлоза является, по-видимо-
му, основным компонентом стенок пыльцевых 
трубок у голосеменных растений.

У  большинства голосеменных растений кал-
лоза не выявляется, или выявляется слабо при 

окрашивании пыльцевых трубок анилиновым 
синим [1]. Однако у Pinus sylvestris каллоза была 
обнаружена в  кончиках и  дистальной области 
пыльцевых трубок, но утрачивалась при даль-
нейшем росте трубок [3]. Каллоза была обнару-
жена на стенках пыльцевых трубок у Podocarpus 
nagi и Chamaecyparis obtusa [18], а также у Cupressus 
arizonica [20]. Принято считать, что в пыльцевых 
трубках голосеменных растений каллоза яв-
ляется резервным антистрессовым полисахари-
дом  [21]. Однако недавние исследования пока-
зали, что каллоза – это многофункциональный 
полимер, участвующий во многих фундамен-
тальных биологических процессах развития рас-
тений [22].

Пыльцевые трубки у ели характеризуются до-
вольно высокой энергией роста и относительно 
короткой продолжительностью жизни. Это  на-
кладывает отпечаток на особенности их фи-
зиологического развития, касающихся, прежде 
всего, синтеза полисахаридов и локализации их 
в  стенке трубки. Изучение ряда этих особенно-
стей и явилось основной целью данной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проращивание пыльцы. Для  исследований 

использовали свежесобранную пыльцу интро-
грессивного гибрида ели европейской и  сибир-
ской (Picea abies (L.) Karst. × P. obovata Ledeb.), 
естественно произрастающего на северо-западе 
европейского континента  [23]. Пыльцу прора-
щивали в  водной суспензии, содержащей 1.0 
мМ KNO3, 2.0 мМ NaH2PO4, 1.0 мМ KH2PO4, 0.5 
мМ H3BO3, 5.0 мМ CaCl2, 2.0 мМ MgCl2. Сус-
пензию культивировали в  пробирках Eppendorf 
объемом 2.0 мл на мульти-ротаторе Multi Bio 
RS-24 (BioSan, Латвия) при скорости вращения 
5 об./ мин в  течение 12–96 ч (в  зависимости от 
цели исследования) при комнатной температуре. 
Для  проращивания пыльцы на агаризованной 
среде использовали агар бактериологического 
класса (VWR International LLC, США). Пыльцу 
проращивали в чашках Петри на 1% агаре с до-
бавлением 5% сахарозы (w/v) в течение 12–124 ч 
в  термостате при температуре 26.5°С. Проро-
щенную пыльцу смывали с  поверхности суб-
страта водой и  для удаления сахарозы трижды 
промывали в дистиллированной воде. Получен-
ные водные суспензии проросшей пыльцы, от-
мытые от излишков сахарозы, сразу  же исполь-
зовали для дальнейшей работы. Каждый раз для 
исследований готовили свежие образцы.

Световая микроскопия (проходящий свет). 
Для  выявления различных цитологических 
структур в пыльцевых трубках ели использовали 
водные растворы бромкрезолового пурпурного, 
эриохрома черного, метилового зеленого  – пи-
ронина G, сафранина, Кумасси R-250. Концен-
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трации красящих растворов и  время окраши-
вания подбирали эмпирически. Амилопласты 
в  пыльцевых трубках у  ели контрастировали 
в 1% водном растворе йода с йодистым калием 
(реактив J2KJ). Результаты окрашивания визуа-
лизировали на прямом микроскопе Axio Scope 
A1 (Zeiss, Германия). Для  изучения динамики 
роста пыльцевых трубок ели in vitro через каж-
дые 4 ч с  момента посева пыльцы на агаровый 
субстрат и до окончания эксперимента проводи-
ли измерения длины пыльцевых трубок. В каж-
дой повторности измеряли длину у 20 случайно 
взятых пыльцевых трубок. Измерения длины 
пыльцевых трубок и  редактирование изображе-
ний во всех случаях проводили на прямом ми-
кроскопе Axio Scope A1 с помощью программы 
AxioVision Rel. 4.8. Для  изучения влияния кис-
лотности среды на прорастание пыльцы и энер-
гию роста пыльцевых трубок ели было исполь-
зовано четыре индивидуальных образца пыльцы 
с  высокими исходными показателями жизне-
способности. Показатель pH среды регулиро-
вали введением в  ее состав 1.0 N HCl (увеличе-
ние кислотности), или 0.1 М Трис (снижение 
кислотности). При изучении состава сахаров на 
прорастание пыльцы и  энергию роста пыльце-
вых трубок ели концентрация каждого из саха-
ров (сахарозы, глюкозы, раффинозы, фруктозы, 
мальтозы, маннозы, галактозы или целлобиозы) 
в агаровой среде составляла 5%. Во всех случаях 
для этих опытов использовали одни и те же ин-
дивидуальные образцы пыльцы (всего 10 образ-
цов). Проросшей считали пыльцу, если длина 
пыльцевой трубки более чем в  два раза превы-
шала высоту тела пыльцевого зерна. Процент 
проросшей пыльцы в каждом образце определя-
ли по 400 случайно взятым пыльцевым зернам. 
Среднюю длину пыльцевых трубок в каждом об-
разце рассчитывали на основе измерений длины 
у 20 случайно взятых трубок.

Флуоресцентная микроскопия. Для выявления 
целлюлозы в  пыльце и  пыльцевых трубках их 
водные препараты окрашивали калькофлуором 
(Calcofluor White Stain, Biotium, США) в  темно-
те. К  водной суспензии исследуемого образца 
добавляли равный объем 5 мМ водного раство-
ра красителя. Продолжительность окрашивания 
составляла 10–15 минут. Окрашенные препара-
ты (без промывки) просматривали на флуорес-
центном микроскопе Altami Lum 1 Led (Альтами, 
Россия) и  фотографировали в  УФ-режиме (све-
тофильтр UV 330–400 нм).

Для выявления каллозы в  пыльцевых труб-
ках препараты проросшей пыльцы окрашивали 
водными растворами анилинового синего. Ко-
нечная концентрация красителя в  водной сус-
пензии исследуемого образца составляла 0.1%. 
Окрашенные препараты (без промывки) про-
сматривали и  фотографировали на флуорес-

центном микроскопе Altami Lum 1 Led в УФ-ре-
жиме (светофильтр UV 330–400 нм).

Гидролитическое расщепление каллозы на 
поверхности пыльцевых трубок проводили с ис-
пользованием ламинариназы (1,3-β-D-глюкона-
за, КФ 3.2.1.39) ‒ полиспецифического фермента, 
который катализирует реакцию гидролиза  [24]. 
К  суспензионной культуре проросшей пыль-
цы добавляли небольшое количество водного 
раствора ламинариназы и  равный объем 0.2% 
водного раствора анилинового синего. Кап-
лю полученной смеси наносили на предметное 
стекло, сверху накрывали покровным стеклом. 
Процесс гидролитического расщепления калло-
зы на поверхности пыльцевых трубок контроли-
ровали визуально через каждые 10 мин.

Для контрастирования ядерных струк-
тур использовали флуоресцентные красители 
DAPI  [25] и  SYPRO Rubi Protein Gel Stain (Sig-
ma-Aldrich). Пыльцевые трубки инкубировали 
в растворе 300 нM DAPI в 10 мМ фосфатном бу-
фере (pH 7.4) в  течение 30 мин в  темноте и  по-
сле 3-кратной промывки в  фосфатном буфере 
просматривали и фотографировали на флуорес-
центном микроскопе Altami Lum 1LED (свето-
фильтр UV, 330–400 нм). Окрашивание SYPRO 
Rubi Protein Gel Stain проводили путем добав-
ления к  водной суспензии проросшей пыльцы 
равного объема продажного красителя, окраши-
вание производили в темноте в течение 1.5–2 ч. 
Окрашенные препараты (без промывки) про-
сматривали и  фотографировали на флуорес-
центном микроскопе Altami Lum 1 LED (свето-
фильтр B, 420–485 нм).

FT-IR-спектроскопия. Сканирование лио-
фильно высушенных пыльцевых трубок ели, 
отмытых от сахарозы, в  инфракрасной области 
спектра по градиенту длины трубки проводили 
на инфракрасном Фурье-спектрометре Vertex 
70v (Bruker, Германия) с помощью инфракрасно-
го микроскопа Hyperion 3000 (Bruker, Германия). 
Использовали точечный MCT детектор, позво-
ляющий снимать инфракрасные спектры в  точ-
ке размером 1 мкм. Условия записи спектров: 
фон  – алюминиевая фольга (без напыления), 
режим записи спектров – отражение, объектив 
36 × IR. В каждой трубке сканировали по 40 рав-
ноудаленных точек: первая точка – максимально 
близко к дистальной апертуре пыльцевого зерна, 
не входя в  тело зерна, последняя  – максималь-
но близко к кончику трубки, не выходя из него. 
Число сканирований в  каждой точке позици-
онирования  – 1024, разрешение  – 0.0004 мкм. 
В  качестве внутреннего стандарта выбрана по-
лоса поглощения 2920 см.

Пиролизная газовая хроматография  – 
масс-спектрометрия. Анализ проводили на систе-
ме газовой хроматографии – масс-спектрометре 
QP-2010 Plus (Shimadzu, Япония), оснащенном 
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пиролизером EGA/PY-3030D (Frontier Lab, 
Япония) и  криоуловителем с  жидким азотом. 
Образцы проросшей пыльцы были приготов-
лены аналогично методу ИК-спектроскопии. 
Образцы пыльцы использовали для анализа без 
дополнительной пробоподготовки. Образцы 
проросшей пыльцы или пыльцевых зерен (1.8–
2.7 мг) помещали в  микротигли из нержавею-
щей стали и  подвергали термическому разло-
жению в атмосфере гелия путем нагревания от 
50 до 600°С  со скоростью 50°С/мин. Хромато-
графическое разделение продуктов пиролиза 
проводили на капиллярной колонке HP-5ms 
(Agilent, США) размером 30 × 0.25 мм с  тол-
щиной пленки 0.25 мкм. В качестве газа-носи-
теля использовался гелий высокой чистоты со 
скоростью потока 1 мл/мин. Температурный 
режим колонки был запрограммирован следу-
ющим образом: 40°C выдерживали в  течение 
2 мин; затем линейный подъем на 3°С/мин до 
320°С  в течение 5 мин. Масс–спектрометриче-
ское детектирование проводили с электронной 
ионизацией (70 эВ) в  режиме сканирования 
в  диапазоне 35–600 кДа при скорости скани-
рования 2 кДа/с.  Обнаруженные соединения 
идентифицировали с  использованием библио-
теки NIST/Wiley 2011.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
У  ели, как и  у большинства других видов 

сем. Pinaceae, прорастание микроспоры в  ми-
крогаметофит начинается еще внутри микро-
спорангия. В  результате трех последовательных 
делений, сначала ядра микроспоры, а  затем 
антеридиальной клетки образуется 4-клеточ-
ный (реже 5-клеточный) мужской гаметофит, 
включающий обычно две рудиментарные про-
таллиальные, генеративную и  сифоногенную 
(вегетативную) клетки. Первая проталлиальная 
клетка довольно быстро дегенерирует, превра-
щаясь в пикноту, вторая приобретает линзовид-
ную форму и может сохраняться еще некоторое 
время. Дальнейшее развитие мужского гаме-
тофита у  ели происходит уже после раскрытия 
микроспорангия и попадания пыльцевого зерна 
на нуцеллус семязачатка, где пыльца прорастает 
в пыльцевую трубку. Ядро сифоногенной клетки 
перемещается в  пыльцевую трубку, постоянно 
двигаясь в сторону ее растущего кончика. В ре-
зультате деления генеративной клетки образуют-
ся сперматогенная (базальная, спермиогенная) 
и  стерильная (стебельковая) клетки. Сперма-
тогенная клетка делится, образуя два спермия, 
один из которых оплодотворяет яйцеклетку. 
Оплодотворение у  ели происходит спустя при-
близительно месяц после опыления [26, 27].

Источником углеводов, необходимых для по-
строения тела пыльцевой трубки, главным об-

разом ее стенок, служат водорастворимые саха-
ра. Традиционно для проращивания пыльцы на 
искусственных средах используют сахарозу  [28, 
29]. Пыльца у ели может прорастать и на дистил-
лированной воде, используя собственные запа-
сы сахаров, но пыльцевые трубки в этом случае 
растут гораздо медленнее и  в них образуется 
значительно меньше амилопластов. Показате-
ли жизнеспособности пыльцы, пророщенной 
на средах, содержащих сахарозу и глюкозу, были 
достоверно выше по критерию tst по сравнению 
с  другими вариантами опыта. На  средах, содер-
жащих целлобиозу, процент проросшей пыльцы 
был относительно невысок, но при этом фор-
мировались довольно длинные пыльцевые труб-
ки. В целом, пыльцевые трубки у ели лучше рос-
ли на средах, содержащих глюкозу (табл. 1).

Таблица 1. Влияние состава сахаров на прорастание 
пыльцы и рост пыльцевых трубок ели in vitro

Углеводный 
компонент 

среды

Жизнеспособ-
ность пыльцы 

(X ± mX), %

Длина пыльцевой 
трубки (X ± mX), 

мкм

Сахароза 75.5 ± 11.7 283.4 ± 30.5

Глюкоза 93.4 ± 9.5 416.7 ± 34.7

Раффиноза 1.1 ± 0.8 122.4 ± 25.4

Фруктоза 33.4 ± 15.5 254.5 ± 29.6

Мальтоза 13.5 ± 7.0 244.0 ± 28.0

Манноза 0 –

Галактоза 6.0 ± 3.2 105.3 ± 15.5

Целлобиоза 18.4 ± 7.3 410.5 ± 33.3

Однако лучшие результаты были получены 
при проращивании пыльцы ели на средах, со-
держащих сахарозу с  добавлением небольшого 
количества (не более 0.001 мг/мл) борной кис-
лоты. Добавление бора в  среду в  столь малых 
концентрациях не влияло на pH среды. Стиму-
лирующее влияние бора на прорастание пыльцы 
впервые обнаружил T. Schmucher  [30]. Позднее 
это было подтверждено многими исследования-
ми [31‒34].

Для проращивания пыльцы ели наиболее 
подходят слабо кислые или близкие к нейтраль-
ным питательные среды. Пыльца ели почти оди-
наково хорошо прорастала на агаровых средах 
в  диапазоне pH 5.8–8.2. Показатель энергии 
роста пыльцевых трубок, о  котором косвенно 
можно судить по их длине, был более чувстви-
телен к изменению pH среды, по сравнению со 
способностью пыльцы к прорастанию (рис. 1).
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Рис. 1. Влияние pH среды на прорастание пыльцы 
и  рост пыльцевых трубок ели in vitro: 1 ‒ жизне-
способность пыльцы; 2 ‒ средняя длина пыльцевой 
трубки.

В течение первых 12–14 ч после высева пыль-
цы ели на питательную среду происходила гид-
ратация пыльцевых зерен. В  это время пыль-
цевые зерна выделяют АТФ, необходимую для 
инициации прорастания пыльцы и  роста пыль-
цевых трубок во внеклеточный матрикс [35, 36]. 
В это же время в пыльцевых зернах происходит 
интенсивный синтез целлюлозы. При  окраши-
вании калькофлуором пыльцы ели, гидрати-
рованной в  течение 2–3 ч в  водной суспензии, 
проявлялась яркая флуоресценция в  виде уз-
кой полосы в  меридиональной плоскости по 
обе стороны внутренней поверхности оболочки 
пыльцевого зерна (в интине), перпендикулярно 
дистальной борозде прорастания. Это  полузам-
кнутое кольцо имело разрыв в  проксимальной 
зоне пыльцевого зерна (рис. 2а, б). В наших опы-
тах при окрашивании гидратированных пыль-
цевых зерен ели анилиновым синим флуорес-

ценция в них отсутствовала. При окрашивании 
калькофлуором не гидратированной пыльцы 
флуоресценция также не наблюдалась (рис. 2г).

После прорастания пыльцевого зерна в труб-
ку флуоресцирующая полоска быстро исчезала. 
Вновь синтезированная в  процессе гидратации 
целлюлоза перед прорастанием пыльцы скап-
ливалась вблизи дистальной борозды, а  затем, 
вероятно, перемещалась в  пыльцевую трубку, 
участвуя в построении ее стенки. В самом кончи-
ке трубки целлюлоза, по-видимому, отсутствова-
ла, или ее количество было очень мало (рис. 3а).

При окрашивании калькофлуором на по-
верхности пыльцевых трубок ели в  УФ свете 
проявлялось замкнутое поперечное кольцо цел-
люлозы (рис. 3а, в, д).

Максимальная скорость роста (примерно 
12  мкм/ч) пыльцевой трубки у  ели наблюдалась 
в  течение 10–15 ч (спустя 30–45 ч после посе-
ва пыльцы). Затем скорость роста трубок начи-
нала постепенно замедляться. Примерно через 
110–112 ч после посева рост трубок визуально не 
наблюдался. Относительно высокая скорость ро-
ста обуславливает некоторые физиологические 
особенности развития пыльцевых трубок у ели.

Начало прорастания пыльцевого зерна 
ели в  пыльцевую трубку показано на рис. 4а. 
При  проращивании пыльцы ели на средах, со-
держащих сахарозу, формировались длинные 
массивные трубки, часто с  булавовидным или 
шаровидным утолщением (вздутием) кончи-
ка (рис. 4б). Длина пыльцевых трубок состав-
ляла 430–480 мкм, иногда она могла достигать 
1000–1200 мкм и более (рис. 4в, г).

При проращивании пыльцы ели in vitro на-
блюдались случаи как простого дихотомическо-
го ветвления, так и биполярный рост пыльцевых 
трубок  [37, 38]. Примеры ветвления, биполяр-
ного роста и  тератологии пыльцевых трубок 
у  ели показаны на рис. 4д, е,  ж, з, и. При  про-
ращивании пыльцы на сахаросодержащей среде 

50 µm
(a)

50 µm
(б)

50 µm
(в)

50 µm
(г)

Рис. 2. Характер флуоресценции пыльцевых зерен ели при окрашивании калькофлуором: а, б – пыльца после 3-ча-
совой гидратации в водной суспензии; в, г – не гидратированная пыльца; а, в – проходящий белый свет; б, г – флу-
оресценция в УФ-свете.
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избыток гидролизованной глюкозы депониру-
ется в форме крахмала в амилопластах, которые 
могут занимать значительный объем пыльцевой 
трубки (кроме самого кончика).

Пыльцевые зерна у  ели in vivo прорастают 
в  трубки на 2–3 день после попадания на ну-
целлус семязачатка. Период между опылени-
ем и  оплодотворением у  нее составляет около 
30  дней. Образование спермиев происходит 
непосредственно перед оплодотворением. При 
культивировании in vitro пыльцевые трубки 
развиваются относительно автономно и  рас-
тут значительно быстрее, поэтому у ели можно 
наблюдать заключительные стадии развития 
мужского гаметофита, включая образование 
спермиев [39].

В  растущих пыльцевых трубках происходит 
активный синтез и  накопление крахмала, яв-
ляющегося источником глюкозы, необходимой 
для последующего биосинтеза полисахаридов, 
в основном и формирующих стенку пыльцевой 
трубки у голосеменных. В образцах проросшей 
пыльцы ели значительно больше, по сравнению 

20 µm 20 µm

CeIR
CeIRCeIR

CeIR

DFG

(а) (в)20 µm(б)

20 µm(д)20 µm(г)

Рис. 3. Пыльцевые трубки ели после проращива-
ния в течение 24 ч на агаровой среде с 5% сахарозы, 
окрашенные калькофлуором: б-в, г-д – парные ри-
сунки; б, г – проходящий белый свет, а, в, д – флу-
оресценция в УФ свете. DFG – дистальная борозда 
прорастания, CelR – кольцо целлюлозы.

20 µm(а)

50 µm
(д)

200 µm
(е)

200 µm 20 µm100 µm
(ж) (з) (и)

100 µm(б) 50 µm(в)

50 µm(г)

Рис. 4. Пыльцевые трубки ели: а – проращивание в течение 24 ч; б, д, е, ж, з, и – проращивание в течение 72 ч; в, г – 
проращивание в течение 96 ч. Окрашивание: а – бромкрезоловым пурпурным; б – эриохромом черным (стрелками 
показаны границы внешнего кольца целлюлозы); в – DAPI; г – SYPRO Rubi Protein Gel Stain; д, е – метиловым 
зеленым – пиронином G; ж – не окрашенные; з – окрашивание сафранином; и – Кумасси R-250); д-ж – ветвле-
ние; ж, з – биполярный рост; ж, и – тератология. 2-nd PC – вторая проталлиальная клетка, GCN – ядро генера-
тивной клетки, VCN – ядро вегетативной клетки, TCN – ядро клетки трубки, SpCN – ядро спермиогенной клетки, 
StCN – стебельковая клетка с ядром и цитоплазмой.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ         том 71          № 6          2024

816	 СУРСО

1.20

1.15

1.10

1.05

1.00

0.95

0.90

0.85

0.80

0.75
0

2

1

4
3
5

6

20

Е
ди

ни
цы

 о
пт

ич
ес

ко
й 

пл
от

но
ст

и

40 60
Длина пыльцевой трубки, % от всей длины

80 100

Таблица 2. Компонентный состав пыльцевых зерен 
и проросшей пыльцы ели (% от общего количества 
идентифицированных веществ)

Компоненты Пыльцевые 
зерна

Проросшая 
пыльца

Углеводы 15.7 68.1

Алифатические 
углеводороды

15.5 6.3

Ароматические 
углеводороды

0 2.0

Лигнин 8.0 1.0

Танины 1.6 7.5

Фенолы 26.5 5.2

Жиры и жирные 
кислоты

5.0 1.2

Воска 16.0 4.7

ДНК и белки 1.5 2.2

Стероиды 10.2 1.8

Рис. 5. Компонентный состав пыльцевой трубки ели 
по градиенту длины по результатам FT-IR спектро-
скопии (пример). 1 – длина волны 3358 – О-Н груп-
пы: углеводы; 2 – 3030 – С-Н связи: ароматические 
кольца; 3 – 1700 – С=О связи: карбонильные и кар-
боксильные группы (белки, РНК, ДНК, липиды); 
4 – 1632 – пик связанной воды; 5 – 1512 – амино-
кислоты (тирозин, фенилаланин, триптофан) и со-
ответствующие белки и,  возможно, ароматические 
углеводороды (фенол); 6 – 1020 – С-O-С связи: по-
лисахариды.

с не пророщенной пыльцой, содержалось поли-
сахаридов, ароматических углеводородов, тани-
нов, а  также несколько увеличивалось содержа-
ние нуклеиновых кислот и белков. В проросшей 
пыльце ели значительно меньше, по сравнению 
с не проросшей, содержалось алифатических уг-
леводородов, лигнина, фенолов, жиров и восков. 
Все  перечисленные во втором случае компо-
ненты входят в состав экзины пыльцевых зерен, 
которые сохраняются в  образцах c проросшей 
пыльцой. Следует отметить значительное умень-
шение содержания стероидов (кампестерина 
и ситостерина) в пыльцевых трубках по сравне-
нию с не проросшей пыльцой (табл. 2).

Содержание белков, аминокислот, РНК, 
ДНК, липидов и  полисахаридов по градиенту 
длины пыльцевых трубок у  ели довольно ла-
бильно, постепенно возрастало по направле-
нию к растущему кончику, и стабилизировалось 
по достижении примерно половины их макси-
мальной длины. Общее содержание углеводов 
в пыльцевых трубках у ели по градиенту длины 
почти не менялось (рис. 5).

У ели уже на начальной стадии роста пыльце-
вой трубки вновь синтезированная каллоза на-
чинала скапливаться сначала в дистальной части, 
а затем и в самом кончике трубки (рис. 6а, б, в).

Во время роста трубки часть каллозы переме-
щалась на внешнюю поверхность стенки трубки, 
вероятнее всего, через ее кончик, но, возможно, 

также из проксимальной зоны трубки или из на-
ружного слоя интины пыльцевого зерна. Не ис-
ключено, что донором каллозы в  последнем 
случае могли служить тельца Убиша, которые 
содержат значительное количество полисахари-
дов и,  вероятно, контактируют с  поверхностью 
интины пыльцевых зерен, и  активно участву-
ют в их быстрой гидратации [40]. Скорее всего, 
барьером, вокруг которого скапливалась кал-
лоза, служили сформировавшиеся ранее на по-
верхности пыльцевых трубок кольца целлюлозы 
(рис. 3). Не  исключено, что микрофибриллы 
целлюлозы в  этих локациях дезориентированы 
(рис. 4б). В результате на внешней поверхности 
трубки формировалось узкое замкнутое кольцо, 
состоящее, по-видимому, в  основном из калло-
зы. Этот процесс мог повторяться несколько раз, 
и на поверхности трубки могло образовываться 
до 2–3, редко более, таких колец. По мере роста 
трубки эти кольца сохраняли свое исходное по-
ложение, а  ее растущий кончик все более отда-
лялся от них (рис. 6б, в, г, е). Следует отметить, 
что кольца каллозы формировались на поверх-
ности пыльцевых трубок, выращенных как на 
средах, содержащих сахарозу, так и без нее.

Когда к  суспензионной культуре пророщен-
ной пыльцы добавляли водный раствор ламина-
риназы, которая катализирует гидролитическое 
расщепление каллозы, эти кольца довольно бы-
стро элиминировали (рис. 7).
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Показанные на рис. 6 кольца на внешней по-
верхности пыльцевых трубок ели, по-видимому, 
обладают довольно высокой механической проч-
ностью и, плотно сдавливая тело трубки, создают 
избыточное тургорное давление. Сама по себе 
каллоза, имея гелеобразную консистенцию, не 
обладает этими свойствами. По-видимому, такая 
жесткость обеспечивается за счет целлюлозных 
микрофибрилл, встроенных в эти кольца.

Кольца на поверхности пыльцевых трубок 
у  ели можно рассматривать как своеобразные 
клапаны, которые повышают тургор, снижая 
скорость всасывания воды через растущий 
кончик. Кроме того, они, в  определенной сте-
пени, способствуют компартментализации ци-
топлазмы, затрудняя связь дистальной части 
протопласта, ассоциированного с ядром клетки 
трубки, с его проксимальной частью (рис. 6д, е). 
Повышенный тургор в дистальной зоне трубки 
способствовал разрывам плазмалеммы в  этой 
зоне (рис. 6ж), кончиков и стенок трубок у ели 
(рис. 6з, и), сопровождающихся взрывным вы
свобождением избыточного количества накоп-
ленных амилопластов (рис. 6з, и,  к). Такие раз-
рывы являются распространенным явлением, 
но они редко приводят к  фатальному исходу и, 
в  большинстве случаев, легко устраняются как 
с помощью уже накопленной, так и вновь синте-
зируемой каллозы. Следует отметить, что тургор 
в  пыльцевых трубках у  ели может, по-видимо-
му, регулироваться и иными путями (рис. 6л, м). 
Кольца каллозы на поверхности пыльцевых тру-
бок ели недолговечны, и к концу проращивания 
они обычно исчезали.

Локализация каллозы в  пыльцевых трубках 
у  ели сильно варьировала. Следовательно, кал-

20 µm (а) 20 µm 50 µm 50 µm(б) (в) (г) 50 µm 50 µm(е) (ж)50 µm (д)

50 µm 50 µm
(и) (л)50 µm 20 µm 20 µm

(з) (к) (м)

Рис. 6. Локализация каллозы в растущих пыльцевых трубках ели (а, б, в, г, д, е), характер разрушения наружных 
мембран, стенок и кончиков трубок при избыточном тургорном давлении (ж, з, и, к), расхождение боковых стенок 
на кончиках трубок (л, м). Окрашивание: а, б, в, г, ж, з, и, л ‒ анилиновым синим; д, е, к ‒ анилиновым синим – 
J2KJ; м ‒ J2KJ. Флуоресценция в ультрафиолетовом (а, б, в, г, е, ж, и, л) и проходящем белом свете (д, з, к, м), д-е, 
з-и – парные рисунки (левые – проходящий белый свет, правые – флуоресценция). Стрелками показана локализа-
ция колец каллозы.

20 µm 20 µm 20 µm 20 µm

caI caI caI

tcn tcn tcn tcn

(а) (б) (в) (г)

Рис. 7. Разрушение наружного кольца каллозы 
под воздействием ламинариназы в  течение: а  – 0 
мин; б – 10 мин; в – 20 мин; г – 30 мин. cal – калло-
за, tcn – ядро клетки трубки.
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лозу в  пыльцевых трубках у  этого вида следует 
рассматривать как ситуативный антистрессовый 
полисахарид, который не является постоянным 
компонентом стенки трубки.
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