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Метод культуры изолированных пыльников значительно расширяет 
возможности исследования физиолого-биохимических механизмов мейоза 
и дифференциации микроспор. Культура пыльников in vitro может быть 
также использована для изучения природы различных отклонений от нор
мального хода мейоза и процессов тканевого взаимодействия при диффе
ренциации микроспор, характерных для гибридных и полиплоидных форм 
растений и форм с цитоплазматической мужской стерильностью.

При разработке и применении методики культивирования изолирован
ных пыльников возникли трудности, обусловленные специфическими тре
бованиями обмена вещества в процессе формирования пыльцы. Рядом ис
следователей изучались питательные среды, методы работы и условия вы
ращивания пыльников in vitro (1_е/ Лучшее развитие пыльцы было 
достигнуто у Trillium erectum (6) на среде с добавлением 25—50% коко
сового молока. При культивировании пыльников в течение 19 недель при 
температуре +4° были получены двуклеточные пыльцевые зерна в пыль
никах, эксплантироваиных на питательную среду на стадии пахинемы. 
Митоз в микроспорах наблюдали также у Secale cereale (4) и Allium сера 
при изолировании пыльников на стадии одноклеточных микроспор, за 
1 — 2 сут. до наступления этого процесса.

При помещении на питательную среду не отдельных пыльников, а 
андроцеев или цветочных бутонов с удаленными околоцветниками (7), а 
также целых цветочных почек (8) мейоз и развитие микроспор проходят 
более успешно. Однако наличие большого количества соматических тка
ней нежелательно, так как осложняет выявление физиолого-биохимиче
ских закономерностей формирования и дифференциации микроспор. Раз
работанная в последние годы методика культивирования изолированных 
микроспороцитов (9) оказалась наиболее результативной при изучении 
биохимии мейоза.

В результате проведенных исследований по культивированию микро
спороцитов, пыльников и андроцеев получены данные, характеризующие 
некоторые этапы и механизмы мейоза и дифференциации микроспор 
(7, 10). К сожалению, возможности экспериментального изучения мейоза 
и дифференциации микроспор при культивировании изолированных пыль
ников ограничены определенными стадиями микроспорогенеза. До настоя
щего времени, как правило, не удавалось успешно культивировать пыль
ники в течение всего микроспорогенеза. Регулярный мейоз в изолирован
ных пыльниках получен при эксплантации их в поздней лептонеме и зиго- 
неме (3), а митоз в микроспорах — при эксплантации в поздней интер
фазе (4).

Настоящее исследование предпринято с целью выяснения причин, 
ограничивающих развитие микроспороцитов и микроспор in vitro.

Пыльники Lilium candidum L. изолировались из бутонов, начиная со 
стадии ранней премейотической интерфазы до стадии зрелых одноклеточ
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ных микроспор. Минеральная часть применявшейся нами питательной 
среды заимствована у Спарроу (5) с добавлением некоторых физиологи
чески активных веществ. Культивировались отдельные пыльники и андро
цеи. Стадия мейоза и развития микроспор определялась для каждого бу
тона путем анализа одного пыльника при эксплантации.

Пыльники культивировались в прозрачных камерах при дополнитель
ном круглосуточном освещении с помощью люминесцентных ламп (около 
5 тыс. лкс/м2) при температуре 8—10 и 24—25°. Состав питательной среды 
(в мг/л): Ca(NO3)2-4H2O 236; MgSO4-7H2O 36; KNO3 81; КС1 65;
KH2PO,. 20; MnSO4 2,032; ZnSO4 • 7H2O 0,5; H3BO, 1,0; CuSO4 ■ 

■ 5H2O 0,025; Na2MoO4 0,213; FeCL 1,0; C4H6O6 1,0; тиамин 0,08; 
пиридоксин-HCl 0,08; никотиновая кислота 0,4; биотин 0,04; L-цистеин 
5,0; глютатион 4,0; Р-ИУК 0,01; кинетин 0,05; сахароза 40 г/л; агар 
Дифко 7,0 г/л.

Среда стерилизовалась в автоклаве при давлении 0,75 атм. в течение 
20 мин. Бутоны обрабатывались 8% раствором хлорной извести 5—6 мин. 
и тщательно промывались стерильной бидистиллированной водой. Затем 
бутоны вскрывались и пыльники асептически помещались в широкие про
бирки на питательную среду. При культивировании андроцеев после сте
рилизации бутонов удалялись околоцветники и гинецеи.

Культивируемый материал фиксировали по Карнуа (6:3: 1) через 
определенные сроки после опыта и заливали в парафин. Срезы окрашива
лись основным фуксином по Фельгену с подкраской светлым зеленым. 
Готовились также временные ацетокарминовые препараты. Динамика 
крахмала в пыльниках изучалась с помощью реактива Люголя на нефик
сированном материале.

Пыльники, эксплаптированные на питательную среду до мейоза, в те
чение мейотических стадий, а также вскоре после его завершения, пре
кращали свое развитие рапыпе, чем в них сформировались зрелые пыль
цевые зерна. Так, пыльники, изолированные на стадии ранней премейоти- 
ческой интерфазы, продвигались до лептонемы. В отдельных клетках 
были обнаружены сильно измененные метафазы I деления мейоза.

Микроспороциты в пыльниках, изолированных в ранней лептонеме, 
вступают в мейоз. При этом наблюдаются нарушения, касающиеся конъю
гации и расхождения хромосом. В диакипезе и метафазе I обнаруживаются 
биваленты с пониженным числом хиазм (рис. 1а). Иногда хромосомы не 
конъюгируют, и тогда можно наблюдать в метафазе I деления 24 сильно 
деспиралпзованпые хромосомы (рис. 16). Часто сконъюгированные хро
мосомы также десппрализовапы в разной степени (рис. 1в). В результате 
нарушения расхождения деспирализованных хромосом сформировавшиеся 
тетрады включают микроспоры, имеющие ядра различной величины и 
микроядра. Наблюдается потеря синхронности в прохождении стадий 
мейоза отдельными микроспороцитами. Иногда отсутствует II деление 
мейоза. В некоторых случаях деления в мейозе не сопровождаются цито
кинезом. Каллозная оболочка тетрад сильно редуцирована, а иногда пол
ностью отсутствует (рис. 1з, см. вклейку к стр. 713).

В пыльниках, изолированных в зигонеме, мейоз проходит без замет
ных нарушений. Обычно формируются правильные тетрады (рис. 13), ко
торые, распадаясь, дают начало одноядерным микроспорам, не достигаю
щим, однако, митоза. Пыльники, изолированные в метафазе I — анафазе I 
и на стадии тетрад, также не продвигаются в своем развитии дальше одно
клеточных микроспор. В пыльниках, эксплантированных на питательную 
среду на стадии молодых одноклеточных микроспор с тонкой оболочкой, 
часть микроспор вступает в митоз. Однако цитокинез при этом отсутст
вует. При помещении на питательную среду пыльников на стадии одно
клеточных микроспор с заметной оболочкой, но еще не содержащих крах
мала (за 7—8 дней до начала митоза in situ), до 50% микроспор перехо
дит к митозу (рис. 1е). Однако дальнейшее дифференцирование пыльце
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зерен нарушается редко. Такие
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Рис. 2. Прохождение микроспорогенеза 
в изолированных пыльниках (П) и анд- 
роцеях (Л) у L. candidum без отклоне
ний (а) и с отклонениями (б). Обозна
чение стадий: спорогенная ткань (У), 
митозы в спорогенной ткани (2), ранняя 
пнтерфаза (5), ранняя лептонема (4), 
зпгопема (5), диилонема — метафаза I 
(6), тетрады микроспор (7), молодые 
одноклеточные микроспоры с тонкой 
оболочкой (<?), одноклеточные микро
споры с заметной оболочкой (9), зрелые 
одноклеточные микроспоры (10), позд
няя интерфаза микроспор (11), митоз 
микроспор (12), молодые двуклеточпые 
пыльцевые зерна (13), генеративная 
клетка у стенки пыльцевого зерна (14), 
генеративная клетка в центре пыльце
вого зерна (15), накануне раскрытия 

цветка

вых зерен сильно нарушено. Часто оба или одно из сформировавшихся 
ядер делятся вторично. Таким образом, большая часть пыльцевых зерен 
содержат три или четыре ядра, которые могут быть одинаковыми или раз
личаются по величине и морфологии (рис. 1ж, з). Во многих случаях де
лению ядер не сопутствует цитокинез. Сформировавшиеся пыльцевые зер
на часто прорастают в пыльниках (и).

При эксплантации пыльников накануне митотической профазы микро
споры полностью превращаются в двуклеточные пыльцевые зерна. В этом 
случае дифференцирование пыльцевых ~
пыльцевые зерна способны прора
стать на искусственной питательной 
среде, содержащей агар и сахарозу, 
и на рыльце.

В стенке культивируемых пыль
ников наблюдаются явно выражен
ные процессы распада, захватываю
щие постепенно тапетум, средний 
слой и эндотеций. Наиболее глубоки 
эти изменения при эксплантации 
пыльников на питательную среду в 
премейотической интерфазе и ран
ней лептонеме. При этом по мере 
прохождения микроспороцитами мей- / 
отических стадий обычно полностью 
разрушается содержимое клеток та
петума. Значительно позднее разру
шается тапетум при эксплантации 
пыльников в зигонеме. Однако к мо
менту образования микроспор он так
же подвергается деструкции, тогда 
как в пыльниках L. candidum in situ 
тапетум разрушается незадолго до 
начала профазы в ядре микроспор.

Важная роль метаболизма угле
водов в процессах клеточного деле
ния и дифференциации (*2, 13) за
ставила нас провести изучение лока
лизации и динамики накопления 
крахмала в процессе микроспорогене
за в культивируемых пыльниках в 
сравнении с пыльниками, развиваю
щимися на растении. Исследование показало, что в культивируемых пыль
никах резко нарушается динамика накопления крахмала. Уже через сут
ки после помещения премейотических пыльников на питательную среду 
при температуре 24—25° в стенке пыльников не остается запасного крах
мала, который в большом количестве обнаруживается у интактных пыль
ников на той же стадии.

Эффективным приемом сохранения крахмала у пыльников явилось 
культивирование их при пониженной температуре (8—10°), при которой 
получены приведенные выше результаты. При культивировании андроцеев 
крахмал еще дольше сохраняется в стенке пыльника, тапетум разрушается 
позднее, а пыльники дальше продвигаются в своем развитии (рис. 2).

Прохождение пыльниками in vitro отдельных этапов микроспорогенеза 
в зависимости от стадии эксплантации отражает, по-видимому, существо
вание определенных критических событий в микроспорогенезе in situ. 
Это премейотический синтез ДНК в поздней интерфазе (u, 1S), синтез 
ДНК и белков в профазе мейоза (10) и в поздней интерфазе микроспор 
(14, 1в). Большое значение имеет также корреляция процессов, происхо
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дящих в развивающихся микроспороцитах и в тканях стенки пыльника. 
Важная роль в этих взаимоотношениях принадлежит тапетуму, правиль
ное функционирование которого необходимо для построения оболочки мик
роспор (14). Необходимым условием является, очевидно, и обеспечение 
делящихся и дифференцирующихся клеток углеводами (12, 13).

Обнаруженные нами аномалии при культивировании пыльников L. сап- 
didum, изолированных в поздней премейотической интерфазе и ранней 
лептонеме, аналогичны специфическим отклонениям, вызванным экспери
ментальным блокированием синтеза белка на более поздних этапах мей- 
оза — в зигонеме и пахинеме (10). Можно предположить, что при дости
жении этих стадий культивируемыми пыльниками в них нарушается син
тез белков, необходимых для нормального хода мейоза.

Преждевременная деструкция тапетума приводит к нарушению форми
рования оболочки микроспор, что препятствует их дальнейшей дифферен
циации.

Причиной нарушения биосинтетических процессов в клетках культиви
руемых пыльников и ранней деструкции тапетума может быть дефицит 
углеводов, баланс которых нарушается при перенесении пыльников на ис
кусственную питательную среду. Как известно, углеводы служат источни
ком энергии и могут быть использованы как предшественники для синтеза 
нуклеиновых кислот и белков.

Приемы, направленные на сохранение запасного крахмала (культиви
рование андроцеев, пониженная температура, обеспечивающая низкий 
уровень метаболизма в культивируемых пыльниках), позволяют увеличить 
продолжительность нормального хода микроспорогенеза in vitro.
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