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ПРОРАСТАНИЕ IN VITRO ПЫЛЬЦЫ  
МОЖЖЕВЕЛЬНИКА ОБЫКНОВЕННОГО (Juniperus communis L.)*

Описана морфология гидратированных пыльцевых зерен можжевельника обыкновенного. Приводятся 
результаты изучения процессов гидратации пыльцевых зерен, механизма сбрасывания экзины и начала 
микрогаметофитогенеза можжевельника обыкновенного in vitro. Показана связь этих процессов с особен-
ностями морфологии пыльцевых зерен можжевельника.

Ключевые слова: можжевельник, пыльцевое зерно, пыльцевая трубка, гидрофильная капсула,  
орбикулы.
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Прорастание пыльцы и рост пыльцевых 
трубок являются важнейшими этапами по-
ловой репродукции у растений. У голосемен-
ных пыльцевая трубка функционально служит 
средством доставки спермиев к яйцеклетке, в 
пыльцевой же трубке голосеменных происхо-
дят заключительные этапы микрогаметогене-
за, или, как у можжевельника обыкновенного, 
весь процесс микрогаметогенеза протекает в 
развивающихся пыльцевых трубках.

Пыльцевая трубка не является «классиче-
ской» растительной клеткой, а представляет 

цилиндрический протуберанец, который фор-
мируют пыльцевые зерна, попадая на мегаспо-
рангий [12]. В лабораторных условиях часто 
достаточно просто добиться формирования 
пыльцевых трубок и осуществлять с ними раз-
личного рода манипуляции. Поэтому они слу-
жат идеальной моделью для изучения физиоло-
го-биохимических и структурно-динамических 
процессов в растительных клетках, таких, как, 
например, полярность и апикальный рост кле-
ток, движение органелл и цитоплазмы, форми-
рование цитоскелета [8, 9, 11].
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Изучение микрогаметогенеза in vitro у го-
лосеменных представляет определенные мето-
дические трудности, поскольку связано чаще 
всего с необходимостью длительного периода 
инкубирования пыльцевых трубок. Полное 
развитие пыльцевой трубки (от начала фор-
мирования трубки до образования спермиев) у 
можжевельника обыкновенного in vivo состав-
ляет около 45 дней [2].

У Cupressaceae зрелая пыльца обычно двух-
клеточная [7], однако пыльцевое зерно мож-
жевельника обыкновенного является однокле-
точной структурой, т. е. представляет собой не 
проросшую в микрогаметофит микроспору, и 
функционирует как антеридиальная инициаль. 
Деление ядра микроспоры происходит уже при 
прорастании ее в пыльцевую трубку. В резуль-
тате этого деления образуются генеративная 
клетка и клетка трубки. Последующее деление 
генеративной клетки приводит к образованию 
двух одинаковых по размерам ядер, каждое 
из которых формирует собственную мембра-
ну и клеточную стенку, образуя два равных 
по размерам спермия [10]. Таким образом, у 
Cupressaceae спермии являются клеточными 
структурами.

Микрогаметофитогенез у Juniperus L. изу-
чен недостаточно полно. Это связано с опреде-
ленными методическими трудностями иссле-
дований метаморфозов клеточных и ядерных 
структур микрогаметофитов in vivo и при 
культивировании пыльцевых трубок in vitro. 
Известно всего несколько экспериментальных 
работ по микрогаметофитогенезу in vitro у Ju-
niperus communis [1, 4–6]. Методика культиви-
рования пыльцевых трубок Juniperus L. in vitro 
рассмотрена в ряде статей [3].

Материал и методика. При проведении 
светомикроскопических исследований гидра-
тированной пыльцы в каплю водной суспензии  
пыльцы добавляли каплю 0,5  %-ного водного 
раствора метилового зеленого – пиронина G, 
сафранина, хромового темно-синего или дру-
гого красителя. Просмотр и фотографирова-
ние препаратов производили при помощи све-
тового лабораторного микроскопа AxioScope 

A1 (Zeiss) в комплекте с цифровой камерой 
Canon G10. Флуоресцентную микроскопию 
гидратированных пыльцевых зерен можже-
вельника производили на исследовательском 
микроскопе Axio Imager M2 (Zeiss). В каплю 
водной суспензии пыльцы добавляли каплю 
слабого водного раствора акридинового оран-
жевого, трипафлавина, флуоресцеина или дру-
гого флуорохрома и просматривали препарат 
при разных режимах флуоресценции. Исполь-
зовали светофильтры 20 Rhod (возбуждение  
546 нм, эмиссия 575–640 нм, красная флуо-
ресценция), 49 DAPI (возбуждение 365 нм, 
эмиссия 420–470 нм, синяя флуоресценция) 
или 38 GFP (возбуждение 470 нм, эмиссия  
525–50 нм, зеленая флуоресценция). При про-
ведении электронно-микроскопических ис-
следований гидратированную пыльцу мож-
жевельника лиофильно высушивали и, после 
напыления технического золота просматрива-
ли на сканирующем электронном микроскопе 
Sigma-Zeiss при разных режимах увеличения. 
Для проращивания пыльцы использовали жид-
кие среды (dH2O или слабый водный раствор 
сахарозы) и агаровый субстрат с добавлением 
5 %-ной сахарозы. Проращивание пыльцы про-
изводили в термостате при +26,5 C°. 

Результаты и обсуждение. Пыльцевые зер-
на можжевельника лишены воздушных мешков 
и имеют почти правильную сферическую фор-
му. Диаметр среднестатистического пыльцево-
го зерна составляет около 25 мкм. Поверхность 
сэкзины пыльцевого зерна можжевельника 
мелко гранулированная, покрыта многочислен-
ными орбикулами диаметром 450–650 нм, име-
ющими сферическую форму (рис. 1). 

Пыльцевые зерна можжевельника имеют 
одну функциональную пору (дистальную апер-
туру), которая у сухой пыльцы часто закрыта 
скоплениями орбикул, и не видна. По мнению 
Е. Дьюо [6] эта крошечная пора у Juniperus com-
munis L. прикрыта крышечкой. При более вни-
мательном рассмотрении видно, что орбикулы 
имеют шипики, при помощи которых непрочно 
удерживаются на поверхности пыльцевого зер-
на. В результате гидратации пыльцевого зерна 
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орбикулы, закрывавшие пору, отрываются, вы-
свобождая ее. Кроме функциональной поры в 
оболочке пыльцевого зерна можжевельника 
после его гидратации появляются еще более 
крошечные перфорации (рис. 1г), которые об-
разуются в результате отрывания части орби-
кул от поверхности пыльцевого зерна.

Первые метаморфозы пыльцевого зерна 
можжевельника после высева на питательную 
среду происходят в результате гидратации 
пыльцы. Эти метаморфозы не связаны с про-
растанием пыльцевого зерна в пыльцевую труб-
ку, а обусловлены сбрасыванием экзины. Про-
цедура сбрасывания экзины протекает весьма 
динамично. При гидратации пыльцы вода ос-

мотическим путем всасывается через функци-
ональную пору внутрь пыльцевого зерна. В 
результате между внутренней поверхностью 
эндонэкзины и внутренней интиной микро-
споры (будущей стенкой пыльцевой трубки) 
образуется кольцо (водяной слой). Внешняя 
граница этого кольца отграничена от внутрен-
ней поверхности эндонэкзины элементарной 
полупроницаемой мембраной. Таким образом, 
формируется гидрофильная капсула, которая 
очень быстро увеличивается в объеме и с все 
возрастающим усилием своей стенкой давит 
на оболочку пыльцевого зерна. Под растущим 
тургором наружной стенки быстро увеличива-
ющей свой объем гидрофильной капсулы экзи-
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Рис. 1.  Поверхность экзины гидратированных пыльцевых зерен можжевельника (а  –  пыльцевые 
зерна образовали гидрофильные капсулы и сбросили экзину, видны деформированные останки 
гидрофильных капсул, разорвавшихся в результате лиофильной сушки; б – функциональная пора 
и орбикулы на поверхности экзины пыльцевого зерна; в – скопление орбикул, прикрывающих 
функциональную пору (показано стрелкой); г – стрелками указаны перфорации, образованные 
оторвавшимися от поверхности пыльцевого зерна орбикулами; д – орбикулы на поверхности 
пыльцевого зерна можжевельника рядом с функциональной порой при большом увеличении)
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на пыльцевого зерна вскрывается двумя равны-
ми створками, и сбрасывается (рис. 2а). 

Более точно интерпретировать механизм 
сбрасывания экзины можно следующим обра-
зом. Гидрофильная капсула начинает выходить 
через функциональную пору и, после того, как 
створки оболочки пыльцевого зерна раздви-
нутся достаточно широко, экзина очень быстро 
сползает с гидрофильной капсулы. Начало это-
го процесса зафиксировано на рис. 3а.

Диаметр дистальной апертуры пыльцевого 
зерна можжевельника намного меньше диа-
метра гидрофильной капсулы с находящейся 
внутри нее микроспорой. Экзина пыльцевого 
зерна можжевельника довольно толстая и, по-
видимому, достаточно прочная. Вероятно, раз-
рыв экзины во многом обусловлен наличием 
перфораций, появляющихся в местах прикре-
пления орбикул при гидратации пыльцевого 
зерна. Локализация орбикул на поверхности 
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Рис.  2. Прорастание пыльцы можжевельника обыкновенного in vitro: а – образование 
гидрофильной капсулы и сбрасывание экзины пыльцевого зерна; б – двухклеточный микрогаметофит; 
в – сформировавшаяся пыльцевая трубка (видна сброшенная экзина, кончик пыльцевой трубки 
выходит из гидрофильной капсулы, не прорывая ее стенки). Пыльца проращивалась на агаровой 
среде с добавлением сахарозы (а, в) и в dH2O методом «висячей капли» (б); гя – генеративное ядро, 
якт – ядро клетки трубки

Рис. 3. Результаты окрашивания гидратированных пыльцевых зерен можжевельника метиловым зеленым 
– пиронином G (а, б), сафранином (в), хромовым темно-синим (г) и характер флуоресценции микроспоры и 
гидрофильной капсулы при окрашивании акридиновым оранжевым (д). На левой фотографии (а) показана 
начальная стадия формирования гидрофильной капсулы и сбрасывания экзины пыльцевого зерна. После 
сбрасывания экзины (в, г) еще не проросшая в микрогаметофит микроспора находится внутри гидрофильной 
капсулы (б–д)
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сэкзины пыльцевого зерна можжевельника ли-
шена какой-либо упорядоченности. Однако, 
поскольку гидрофильная капсула представляет 
шар практически идеальной формы, давление 
ее стенок почти равномерное по всей площади 
внутренней поверхности эндонэкзины. Поэто-
му разрыв экзины происходит в районе дис-
тальной апертуры, при этом края образовав-
шихся створок получаются идеально ровными.

То, что гидрофильная капсула имеет соб-
ственную наружную стенку в виде мембраны, 
подтверждается результатами окрашивания 
гидратированных пыльцевых зерен можже-
вельника (рис. 3в, г). Так, четкие внешние кон-
туры капсулы проявляются при окрашивании 
водными растворами бенгальского розового, 
гематоксилина – железо-аммонийных квасцов 
– хлоралгидрата, йод – калий йод – хлоралги-
драта, конго красного, сафранина, хромового 
темно-синего, эриохрома черного и ряда дру-
гих красителей. Это подтверждается также на-
личием останков, образовавшихся в результате 
лиофильной сушки гидратированной пыльцы 
(рис.  1а). Характер флуоресценции (рис.  3д) 
свидетельствует о том, что содержимое капсу-
лы представляет собой слабый электролит не-
определенного химического состава.

Прорастание микроспоры в микрогаме-
тофит начинается еще внутри гидрофильной 
капсулы, и связано с профазой первого мито-
за (рис.  4). После образования двухклеточно-
го микрогаметофита начинается постепенная 
трансформация его в пыльцевую трубку, ко-
торая приобретает сначала овальную, затем 
туфелькообразную форму, но все еще целиком 
вмещается в гидрофильную капсулу. Генера-
тивная клетка остается в дистальной части 
трубки, а ядро сифоногенной (клетки-трубки) 
клетки постепенно перемещается ближе к ее 
проксимальному кончику, занимая централь-
ное место в субапикальной «активной» зоне 
трубки.

Постепенно растущий кончик пыльцевой 
трубки достигает наружного края гидрофиль-
ной капсулы и выходит из нее, не прорывая ее 
стенки. Сама капсула спустя какое-то время 

лизирует, не оставляя на питательной среде ви-
димых следов, но может лизировать и раньше, 
еще до начала выхода из нее пыльцевой труб-
ки. С началом роста пыльцевой трубки вокруг 
ядра сифоногенной клетки осуществляется ин-
тенсивный синтез полисахаридов и липидов, 

биология

Рис.  4. Схема, иллюстрирующая начальную 
стадию прорастания пыльцы и формирования 
пыльцевых трубок можжевельника обыкновенного:  
1а – образование гидрофильной капсулы и сбрасывание 
экзины пыльцевого зерна; 1б – сброшенная экзина;  
2 – профаза первого митоза микроспоры; 3 – анафаза;  
4 – телофаза; 5–7 – образование 2-клеточного гаметофита 
и формирование пыльцевой трубки
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которые концентрируются в проксимальном 
кончике трубки. Цитоплазма в дистальной ча-
сти трубки сохраняет оптическую прозрач-

ность, в дистальном же кончике трубки оста-
ется и генеративная клетка микрогаметофита 
(рис. 2 и 4).
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IN VITRO POLLEN GERMINATION OF COMMON JUNIPER  
(Juniperus сommunis L.)

The paper describes the morphology of hydrated common juniper pollen grains. In addition, it 
presents the results of studying the processes of pollen grain hydration, the mechanism of exine rupture 
and the early stages of in vitro microgametophytogenesis of common juniper. Correlation of these 
processes with peculiarities of juniper pollen grain morphology is shown.
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