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ПЛЕНА РИМЕ ДОКЛАДЫ

УДК 631.21

И.Д. ЛУКЪЯНЧИК, О.И. ДАЦИК
Брест, БрГУ имени А.С. Пушкина

ОЦЕНКА КРИОПРОТЕКТОРНОЙ АКТИВНОСТИ
ЭПИ- И ГОМОБРАССИОНОЛИДОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ
МИКРОГАМЕТОФИТОВ

Актуальность. У большинства растений в жизненном цикле присутствуют 
две фазы развития, последовательно сменяющих друг друга: спорофит и гамето- 
фит. Мужской гаметофит растений развивается из споры и представляет собой 
пыльцу, прорастающую в пыльцевую трубку. В пыльце не только экспрессиру
ется значительная часть структурных генов, свойственных спорофиту, но и объ
единены преимущества микроскопического размера и гаплоидного состояния 
генотипа. Гаплоиды являются более уязвимыми для действия факторов внешней 
среды, что позволяет вести отбор на устойчивость к биотическим и абиотиче
ским стрессам. Немаловажным фактом является и го. что гаплоидный генотип 
гаметофита дает возможность обнаружить редкие рецессивные аллели, выявить 
сбалансированность генома [1:2].

В Брестском государственном университете им. А.С. Пушкина с 2010 г. на 
кафедре зоологии и генетики предпринята попытка'использования пыльцы рас
тений в качестве тест-системы для выявления биологической активности ряда 
новосинтезированных кремнийорганических соединений (работы совместно с 
доктором химических наук Н.П. Ерчаком и кафедрой химии БрГУ 
им. А.С. Пушкина) [3]. Данная тест-система по сравнению с наиболее распро
страненными методиками определения морфофизиологических показателей раз
вития растений оказалась более точной и эффективной. Разработанная микрога- 
метофитная тест-система в 2015 г. была использована для исследования протек
торных свойств в отношении низких температур еще одной группы соединений, 
регулирующих рост и развитие растений брассиностероидов. в частности, эпи- 
кастастерона [4].

Цель работы -  оценка криопротекторной активности эпи- и гомобрассио- 
нолидов по реакции мужского гаметофита на присутствие в питательной среде 
растворов данных соединений.

Методика исследований. Исследования проводились на базе кафедры зоо
логии и генетики БрГУ им. А.С. Пушкина.

Объектами исследования служили брассиностероиды (гомобрассинолид. 
эпибрассинолид) (далее ГБ и ЭБ), любезно предоставленные лабораторией хи
мии стероидов ГНУ «Институт биоорганической химии Национальной академии 
наук Беларуси».
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Тест-объекты исследования -  томат обыкновенный (Solarium lycopersicum), 
представленный сортами Бони-М (раннеспелый), Амулет (среднеспелый), и кар
тофель (Solarium tuberosum) сорта Дельфин.

Материал: пыльца (в количестве 500 штук на препарат). Опыты закладыва
лись в четырехкратной повторности.

Опытные растворы регуляторов роста имели концентрацию 10'6% и гото
вились поэтапно: растворением соединения в спирте до концентрации 10'2%, за
тем разведением дистиллированной водой до концентрации 10 6 % и введением в 
охлажденную питательную среду в концентрации заданной величины (кон
трольный раствор -  дистиллированная вода).

Этапы микрогаметофитного анализа: сбор пыльцы, посев на среду, фиксация 
и окрашивание, анализ под микроскопом. Условия прорастания пыльцы -  
t = +10 + 0,2 °С (хладотермостат). Критерии оценки криопротекторной активно
с т и -  функциональные свойства пыльцы: жизнеспособность и длина пыльцевой 
трубки (в условных единицах -  диаметрах пыльцевого зерна).

Результаты исследований.. Анализ данных, представленных в таблице 1, 
показал следующее. Введение в питательную среду раствора ЭБ достоверно повы
сило жизнеспособность пыльцы как томата, так и картофеля. Наиболее чувстви
тельными оказались микрогаметофиты среднеспелого сорта Амулет (проросших 
зерен оказалось в 6,1 раз больше, чем в контроле). У пыльцы раннеспелого сорта 
Бони-М жизнеспособность пыльцы при введении в среду ЭБ повышалась в 2,3 раза.

Таблица 1 -  Жизнеспособность in vitro микрогаметофитов некоторых сортов 
томата и картофеля при введении в питательную среду 
эпи- и гомобрассиностероидов (10‘6 %) при t = +10 °С

Культура
Жизнеспособность пыльцы х + т ,  %

Контроль, диет, 
вода

Эпибрассинолид,
10'6%

Г омобрассинолид, 
10“*%

Томат Бони-М 
(раннеспелый) 11,16 + 0,22 26,09** + 0,44 16,36

Томат Амулет 
(среднеспелый) 8,82 + 2,09 53,85*+ 2,35 39,34

Картофель
Дельфин 13,73 + 0,41 55,00*+ 1,16 24,00

Примечание -  * -  достоверно при уровне значимости р < 0,01; ** -  достоверно 
при уровне значимости р < 0,05.

ЭБ также обладал криопротекторными свойствами в отношении микрога
метофитов картофеля Дельфин, увеличивая жизнеспособность пыльцы в 4 раза.

Воздействие раствора ГБ было менее эффективно, чем ЭБ, однако отличия 
от контроля были также достоверны. Наибольшую чувствительность проявили 
микрогаметофиты сорта Амулет (жизнеспособность была выше в 4,5 раз).

Как видно из таблицы 2, введение в питательную среду раствора ЭБ также 
достоверно увеличивало следующий показатель -  длину пыльцевых трубок -  
у микрогаметофитов как томата, так и картофеля. Вновь наибольшую чувстви
тельность проявила пыльца сорта Амулет (пыльцевые трубки имели длину
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м s ,6 pin больше контроля). Несколько ниже, но в пределах достоверных разли- 
•п1 И, оказался эффект прорастания на фоне ЭБ у томата сорта Бонни-М и карто
феля Дельфин (в 4,1 раза и в 2,3 раза соответственно). Раствор ГБ по криопро- 
юкторной эффективности приравнивался к ЭБ по отношению к сортам томата 
(и 4,3 раза увеличивал длину трубок у сорта Амулет и в 4,8 раза -  у сорта Бони-М). 
( )днако у микрогаметофитов картофеля сорта Дельфин в присутствии ГБ наблю
далось недостоверное угнетение длины пыльцевых трубок.

Таблица 2 -  Длина пыльцевых трубок in vitro микрогаметофитов некоторых 
сортов томата и картофеля на присутствие в питательной среде 
щ и- и гомобрассиностероидов (10'6 %) при t = +10 °С

Культура
Длина пыльцевой трубки х ± т ,  усл.ед.

Контроль Эпибрассинолид,
106%

Г омобрассинолид, 
10'6%

1'омат Бони-М (ранне
спелый) 1,30 ±0,01 5,40** ±0,12 6,3

Томат Амулет 
(среднесплый) 2,60 ±0,73 14,6* ±0,10 11,1

Картофель
Дельфин 5,41 ±0,31 12,5 ±0,11 4,5

Примечание -  * -  достоверно при уровне значимости р < 0,01; ** -  достоверно 
при уровне значимости р < 0,05

Выводы. Анализ результатов исследования in vitro реакции микрогамето
фитов различных по срокам созревания сортов томата и картофеля на введение в 
питательную среду потенциальных регуляторов роста эпибрассиностероида (ЭБ) 
и гомобрассиностероида (ГБ) в концентрации 10'6 % показал следующее.

1. ЭБ и ГБ обладают криопротекторными свойствами в отношении 
микрогаметофитов томата, увеличивая жизнеспособность пыльцы и длину 
пыльцевых трубок. При этом эффективность ЭБ была значительно выше. 
Наибольшую чувствительность к воздействию растворов проявлял 
среднеспелый сорт Амулет.

2. ЭБ также обладает криопротекторными свойствами в отношении 
микрогаметофитов картофеля Дельфин, увеличивая жизнеспособность пыльцы 
(в 4 раза) и длину пыльцевых трубок (в 2,3 раза).

3. ГБ обладает менее широким спектром криопротекторных свойств в 
отношении микрогаметофитов картофеля, улучшая лишь жизнеспособность 
пыльцы в 1,8 раз.
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