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С помощью иммуногистохимического анализа выявлена локализация цитокининов в клетках разных зон кор- 
ней, полученных в каллусах пшеницы зародышевого происхождения. Сопоставлены данные по распределе- 
нию цитокининов в корнях in vivo и in vitro. Обсуждается влияние цитокининов на формирование и развитие 
корня. 
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Хорошо известно, что основными координато- 

рами процессов органогенеза растений (в том числе 
и ризогенеза – формирования корня) как in vivo, так 
и in vitro являются фитогормоны – ауксины и цито- 
кинины [1-4]. 

Результаты экспериментов Ф.Скуга и 
К.Миллера [5], а также других исследователей [6- 
10]  свидетельствуют о том,  что ауксины –  ключе-  
вой фактор, обеспечивающий развитие корня. Ци- 
токинины же рассматриваются как антагонисты 
ауксинов и отрицательные регуляторы роста корня 
[3, 11-13]. 

В то же время в литературе имеются данные, 
свидетельствующие о том, что для нормального 
роста корней наряду с ауксинами необходимы и 
цитокинины [14-17]. 

К настоящему времени получены данные о роли 
гормональных  сигналов  в  регуляции  экспрессии 
генов,  от которых зависит как деление,  так и диф-  
ференциация клеток корня [18-20]. Сформирова- 
лось представление о том, что характер деления и 
дифференциации клеток, определяющий формиро- 
вание корней, зависит от концентрации фитогор- 
монов в этих клетках [21-23]. Поэтому важно вы- 
явить распределение этих гормонов и их накопле- 
ние в отдельных клетках развивающихся органов. 

В литературе имеется достаточное количество 
работ по оценке содержания ауксинов в клетках 
разных зон корней in vivo (по [14]) и только еди- 
ничные работы по анализу распределения цитоки- 
нинов [14, 24]. Данные о содержании цитокининов 
в корнях, формирующихся в каллусах in vitro пол- 
ностью отсутствуют 

Цель работы состояла в иммунолокализации ци- 
токининов  в  клетках  разных  зон  корней,  форми- 
рующихся в каллусах пшеницы зародышевого про- 
исхождения. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

 

Объектом исследования послужил сорт яровой 
мягкой   пшеницы   Башкирская 26.   Морфогенные 
каллусы из незрелых зародышей (15-17 сут после 
искусственного опыления, стадия органогенеза по 
периодизации [25]) получали и культивировали со- 
гласно [26]. Каллусы с формирующимися корнями 
фиксировали в  растворе 4%-ного  парафармальде- 
гида (Riedel-deHaen, Germany) и 0.1%-ного глута- 
ральдегида (Panreac, Spain) под вакуумом, отмыва- 
ли  от  фиксатора  в  фосфатном  буфере  (рН  7.3), 
обезвоживали в серии спиртов возрастающей кон- 
центрации и заключали в гидрофильную метакри- 
латную смолу JB-4 (Electron Microscopy Sciences, 
USA). Срезы каллусов получали с помощью рота- 
ционного микротома HM-325 (Microm, Germany). 
Иммунолокализацию  цитокининов  проводили  со- 
гласно [27]. Препараты просматривали на микро- 
скопе  проходящего  света  Axio  Imager  A1  (Carl 
Zeiss,  Germany)  и  фотографировали  с  помощью 
цифровой камеры Axio Cam MRc 5(Carl Zeiss, Ger- 
many). 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

При иммуногистохимическом анализе срезов 
апексов корней было выявлено интенсивное окра- 
шивание клеток, что свидетельствовало о высоком 
содержании в них цитокининов (рис. 1а).  Такие же 
результаты получены при анализе содержания и 
распределения цитокининов в клетках корней про- 
ростков пшеницы [14] и кукурузы [24] in vivo. По- 
лученные данные вполне ожидаемы, поскольку хо- 
рошо известно, что апексы корней являются ме- 
стом синтеза цитокининов [3, 4]. 

Иммунное окрашивание срезов нескольких сло- 
ев клеток корня в зоне деления, располагающихся 
сразу после апекса корня, также выявило высокое 
содержание цитокининов во всех клетках , кроме 
клеток цетральной метаксилемы (рис. 1б). Несмот- 
ря на то, что клетки центральной метаксилемы бы- 
ли отчетливо видны, заметного разделения клеток 
корня на зоны центрального цилиндра и коры не 
наблюдалось. Такое разделение наблюдалось при 
дальнейшем удалении от апекса корня (рис. 1в). В 
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зоне деления не обнаруживались клетки форми- 
рующейся флоэмы, в отличие от данных, отражен- 
ных в работе [14], показывающих, что в зоне деле- 
ния корней пшеницы in vivo происходило не только 
формирование, но и начиналось созревание сито- 
видных трубок, индикатором чего авторы считают 
исчезновение иммунного окрашивания. 

Формирующиеся   ситовидные   трубки   (клетки 
которых  интенсивно  окрашивались)  обнаружива- 

лись только в зоне роста корня (рис. 1г). Иммунное 
окрашивание клеток центрального цилиндра и ко- 
ры корня в этой зоне было слабее по сравнению с 
клетками зоны деления корня. Однако в сравнении 
с результатами, отраженными в работе [14], окра- 
шивание клеток зоны роста корней, полученных в 
каллусах in vitro, было более интенсивным, чем ок- 
рашивание клеток аналогичной зоны корней пше- 
ницы in vivo. 

 
 

Рис. 1. Иммуногистохимическая локализация цитокининов на поперечных срезах разных зон корней. а – апекс 
корня, б,в – разные участки зоны деления, г –зона роста. Световая микроскопия, постоянные препараты. Мас- 
штаб – 50 мкм. Условные обозначения: К – кора корня, Мк – метаксилема, Пк – протоксилема, СТ – ситовидные 
трубки. ЦМк – центральная метаксилема, ЦЦ – центральный цилиндр, Энд – эндодерма 

 

На срезах корня в зоне всасывания наблюдалось 
дальнейшее ослабевание иммунного окрашивания 
(рис. 2). 

Именно в этой зоне обнаруживались созреваю- 
щие ситовидные трубки и сосуды ксилемы. Клетки 
центрального цилиндра и корневых волосков ок- 
рашивались интенсивнее, чем клетки коры корня. 
Таким образом, полученные данные показали, что 
содержание цитокининов в клетках корней макси- 
мально в апексе корня и постепенно снижается при 

 
удалении от него. Такая же тенденция наблюдалась 
при изучении распределения цитокининов в корнях 
in vivo методами твердофазного иммунофермент- 
ного анализа и иммуногистохимии у кукурузы [24, 
28] и пшеницы [14]. В работе Л.Б.Высоцкой с со- 
авт. [14] этот факт объясняется высокой активно- 
стью в корнях цитокининоксидазы, катализирую- 
щий распад цитокининов при передвижении их от 
апекса корня к его базальной части. В работах [14, 
24] показано, что в зоне всасывания происходило 
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небольшое повышение содержания цитокининов, 
что определялось как с помощью твердофазного 
иммуноферментного анализа, так и при иммуноги- 

стохимическом окрашивании. В наших же экспе- 
риментах снижение содержания цитокининов в 
корнях происходило постепенно. 

 

 
 

Рис. 2. Иммуногистохимическая локализация цитокининов на поперечном срезе зоны всасывания корня. а – 
срез, обработанный иммунной сывороткой, б – контрольный срез, обработанный неиммунной сывороткой. Све- 
товая микроскопия, постоянный препарат. Масштаб – 100 мкм. Условные обозначения:  К –  кора корня,  КВ –  
корневой волосок, Мк – метаксилема, Пк – протоксилема, Пц – перицикл, СТ – ситовидные трубки. ЦМк – цен- 
тральная метаксилема, ЦЦ – центральный цилиндр, Энд – эндодерма 

 

Следует отметить, что, несмотря на значитель- 
ное сходство распределения цитокининов в корнях 
in vivo и in vitro, имеются и некоторые различия. 
Так, дифференциация коры и центрального цилин- 
дра в корнях, формирующихся в каллусах in vitro 
происходило позднее, чем in vivo. Возможно, это 
можно объяснить дополнительным воздействием 
экзогенного цитокинина, входящего в состав пита- 
тельной среды. 

В работе [29] приведены данные о накоплении 
экзогенных цитокининов в клетках паренхимы 
центральных цилиндров корней пшеницы и рас- 
сматривается возможный механизм транспорта эк- 
зогенных цитокининов в корни из окружающей 
среды. Также показано, что для тканей с высокой 
меристематической активностью характерно высо- 
кое содержание цитокининов [24]. Вполне вероят- 
но, что избыточное содержание цитокининов (по- 
лученное в результате суммирования эндогенных и 
экзогенных цитокининов) поддерживает меристе- 
матический статус клеток корня и приводит к за- 
держке их дифференциации. 

В то же время формирование и созревание в 
корнях in vitro элементов ксилемы происходило 
раньше, а элементов флоэмы – позднее (в про- 
странственном отношении ближе и дальше от 
апекса корня), чем в корнях in vivo. 

Интенсивное иммунное окрашивание клеток 
корня в зоне деления свидетельствует о высоком 
содержании цитокининов в этих клетках, что со- 
гласуется с данными экспериментов [14, 24]. В ра- 
боте [30] приводятся данные о преимущественной 
локализации цитокининов в клетках каллусов пше- 
ницы, являющихся инициальными при реализации 
различных путей морфогенеза in vitro, в том числе 

 
и ризогенеза (формирования корня). Все эти дан- 
ные подтверждают участие цитокининов в форми- 
ровании и развитии корня. 

В целом, совокупность полученных нами экспе- 
риментальных и литературных данных свидетель- 
ствуют о сходстве гормональных механизмов, ре- 
гулирующих  процессы  органогенеза  in  vivo  и  in 
vitro, тем самым подтверждая концепцию об уни- 
версальности путей морфогенеза растений в раз- 
личных системах размножения. 
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IMMUNOLOCALIZATION OF CYTOKININS IN CELLS OF ROOTS, 

FORMING IN CALLI OF THE IMMATURE EMBRYO ORIGIN 
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The localization of cytokinins in different zones of roots, obtained in calli of the immature embryo origin are revealed 
by the immunohistochemical analysis. Data on distribution of cytokinins in roots in vivo and in vitro are compared. 
Influence of cytokinins on root formation and development is discussed. 
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