
ОНТОГЕНЕЗ, 2013, том 44, № 2, с. 91–100

ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

В настоящее время накапливается все больше
данных об участии этилена в регуляции репродук%
тивного процесса растений (Kende, 1993; Woltering
et al., 1995; Liu et al., 1999; Bleecker, Kende, 2000; Al%
exander, Grierson, 2002; Butenko et al., 2006; Trusov,
Botella, 2006; Achard et al., 2007; Xue et al., 2008; Lin
et al., 2009).

Показано, что трансгенные растения петунии
со сниженной экспрессией гена PhEIN2 проявля%
ли низкую чувствительность к этилену при старе%
нии цветков и созревании плодов (Shibuya et al.,
2004), а сверхэкспрессия в трансгенных растениях
табака гена Cm
ETR1/H69A или Cm
ERS1/H70A
индуцировала стерильность пыльцы или снижала
ее фертильность (Ishimaru et al., 2006). 

LM%array (laser microdissection technique) анализ
профиля глобальной экспрессии генов в развива%
ющемся пыльнике риса выявил наличие синтеза и
сигналинга этилена в микроспорах, пыльцевых
зернах и тапетуме, в частности выявил экспрессию
АЦК
синтазы6 (ACS6), АЦК
оксидазы2 (ACO2) и
АЦК
оксидазы3 (ACO3) на последних стадиях раз%
вития пыльцевого зерна, что указывало на то, что
эти стадии характеризуются активным синтезом
этилена (Hirano et al., 2008). 

Опыление у многих растений инициирует кас%
кад событий, включающих в себя образование эти%
лена, способного координировать дальнейшее
развитие цветка (O’Neill et al., 1993). Исследова%
ния, проведенные на орхидее, гвоздике, табаке и
петунии, предполагают, что индуцированное опы%
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мужского гаметофита после совместимого опыления сопровождалось более высоким содержанием
АЦК, но менее интенсивным образованием этилена, чем после несовместимого опыления. Более
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ные показывают, что этилен участвует в регуляции развития, прорастания и роста мужского гамето%
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лением образование и выделение этилена тканями
пестика необходимо для роста пыльцевых трубок и
успешного оплодотворения (Hoekstra, Weges, 1986;
Singh et al., 1992; Nadeau et al., 1993; Tang et al., 1994;
Tang, Woodson, 1996; Bui, O’Neill, 1998; Weterings
et al., 2002; Holden et al., 2003; Kovaleva, Zakharova,
2003). Однако вопрос о физиологической роли
этилена в гаметофитно%спорофитных взаимодей%
ствиях в прогамной фазе оплодотворения как при
нормальном развитии репродуктивного процесса,
так при наличии генетически детерминированных
барьеров самооплодотворения еще далек от своего
решения. 

Цель данной работы составило изучение обра%
зования и действия АЦК и этилена в развиваю%
щихся пыльниках самосовместимого, стерильного
и самонесовместимого клонов петунии, а также в
in vitro прорастающем мужском гаметофите (на
среде культивирования) и in vivo в системе пыль%
ца–пестик. 

Полученные данные показали, что этилен
участвует в регуляции гаметофитно%спорофитных
отношений на всех этапах прогамной фазы опло%
дотворения у петунии. Изменение этой регуляции
на генетическом уровне у стерильного и самоне%
совместимого клонов или экзогенным этиленом и
ингибитором его действия NBD у самосовмести%
мого клона приводили к нарушению гаметофит%
но%спорофитных взаимодействий и в конечном
итоге к блокированию оплодотворения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Растительный материал. Вегетативно размно%
женные растения двух фертильных (самосовме%
стимого и самонесовместимого) и стерильного
клонов петунии (Petunia hybrida L.) выращивали в
почвенной культуре при естественном освещении
в оранжерее. 

Самонесовместимый клон характеризуется
тем, что при самоопылении его пыльца прорастает
на рыльце, но рост пыльцевых трубок останавли%
вается в проводниковых тканях столбика вслед%
ствие гаметофитной самонесовместимости. У сте%
рильного клона микроспорогенез останавливается
на стадии мейоза (Добровольская и др., 2009). 

Самоопыление кастрированных и изолирован%
ных накануне раскрытия цветков самосовмести%
мого и самонесовместимого клонов проводили
пыльцой, собранной из раскрытых цветков соот%
ветствующего клона. 

Стадии развития микроспор и пыльцевых зерен в
развивающихся пыльниках определяли в соответ%
ствии с общепринятой классификацией (Koltunow
et al., 1990) по методике Матвеевой и др. (1998).
Пыльники извлекали из бутонов длиной от 2.5 до
50 мм, раздавливали пестиком в фиксирующей
жидкости (ацетон : 96% этанол, 1 : 1). Полученную
взвесь клеток фильтровали через капроновую сет%

ку (поры 40 мкм), центрифугировали 3 мин при
200 g, ресуспендировали в 70% спирте, снова цен%
трифугировали и окрашивали флюоресцентным
красителем Hoechst 33258 (“Serva” Германия) для
идентификации стадий развития микроспор, ос%
нованной на специфичном связывании красителя
с ДНК ядер (Матвеева и др., 1998). Для определе%
ния каждой стадии использовали пыльники из
15 бутонов. Препараты анализировали под микро%
скопом Axio Imedger D1 (Carl Zeiss, Германия). 

Изучение влияния экзогенного этилена и 
ингибитора его действия 2,5
норборнадиена (NBD) 

на развитие мужского гаметофита петунии 
самосовместимого клона

 Обработка побегов с бутонами этиленом. За
0.5 ч до начала эксперимента побеги с бутонами,
находящимися на разных стадиях развития муж%
ского гаметофита, срезали с растений, ставили в
стаканы с 100 мл водопроводной воды и помещали
в герметичные стеклянные камеры объемом 20 л,
снабженные штуцерами для ввода этилена. С по%
мощью шприца вводили этилен, создавая в каме%
рах следующие концентрации: 1, 10 и 100 мкл/л.
Обработку побегов с бутонами этиленом проводи%
ли в течение трех суток, пробы брали каждые 24 ча%
са. После отбора бутонов и проветривания в каме%
рах создавали необходимые концентрации этиле%
на. В качестве контроля использовали пыльники
из бутонов, находившихся в камере без добавления
этилена. 

Обработку побегов с бутонами и прорастающую
на среде культивирования пыльцу NBD проводили в
5%литровых стеклянных камерах при температуре
26°С и 16%часовом фотопериоде с интенсивностью
освещения люминисцентными лампами ЛБ%80%
8000 люкс. Для создания в камерах концентрации
газообразного NBD 500, 2000 и 6000 мкл/л на по%
лоску фильтровальной бумаги, прикрепленной к
крышке сосуда, наносили соответственно 12, 48
или 144 мкл жидкого NBD, после чего сосуд не%
медленно закрывали и герметизировали. Камеры
ежедневно проветривали, после чего восстанавли%
вали концентрацию NBD. 

Ежедневные наблюдения за состоянием гене%
ративных клеток в пыльниках, обработанных эти%
леном и NBD, проводили на Hoechst%окрашенных
срезах с помощью микроскопа Axio Imedger D1.

Питательная среда для культивирования пыльцы
включала 0.4 М сахарозу и 1.6 мМ борную кислоту.
О степени прорастания судили по количеству про%
росших пыльцевых зерен, произвольно отобран%
ных и наблюдаемых в четырех полях микроскопа
(n = 200). Длину пыльцевых трубок определяли с
помощью микроскопа Axio Imedger D1 с камерой
Axio Cam MRc. Измерения выполняли в програм%
ме Axio Vizion 4.5 (Carl Zeiss, Германия). 
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Выделение этилена определяли газохроматогра%
фическим методом (Ракитин В., Ракитин Л., 1986).
По 30 пыльников из бутонов одного размера, 20 мг
пыльцы + 2 мл питательной среды, 5–7 неопылен%
ных или опыленных пестиков или их частей (ры%
лец, столбиков, завязей) помещали в отдельные
флаконы объемом 15 мл и герметично закрывали
резиновыми пробками (Septa, Red Rubber, O.D.
13 мм, Aldrich, США). Одновременно для контро%
ля исходного уровня этилена в воздухе закрывали
пустой флакон. Образцы инкубировали в темноте
при 26°С в термостате ТСН 100 (Laboratorni Pris%
tole, Прага) не более 30 мин до начала анализа.
Весь воздух из флакона использовали для опреде%
ления содержания этилена на газовом хроматогра%
фе Цвет 106 (Россия) с пламенно ионизационным
детектором и концентрирующей системой для уг%
леводородов, позволяющей в десятки раз повы%
шать чувствительность прибора, которая необхо%
дима для максимального сокращения времени ин%
кубации и проведения анализа до начала выде%
ления “раневого” этилена. 

Определение содержания АЦК проводили по ме%
тоду Лизада и Янга (Lizada, Yang, 1979) с модифи%
кациями. Свежесобранный материал (пыльники,
неопыленные и опыленные пестики) заморажива%
ли в жидком азоте и хранили при –70°С. Навески
образцов (50 мг) гомогенизировали в 1.2 мл 0.2 М
ТХУ. АЦК экстрагировали в течение 2 ч. Гомогенат
центрифугировали 5 мин при 2300 g. Затем во фла%
кон объемом 15 мл добавляли 1 мл экстракта АЦК
и 0.2 мл 0.01 М HgCl2. Флакон герметично закры%

вали резиновой пробкой, через которую шприцем
вводили 0.2 мл охлажденной смеси 5.25% гипохло%
рита натрия и насыщенного раствора NaOH (в со%
отношении 2 : 1). Все операции проводили при
4°С. Образующийся из АЦК этилен определяли на
газовом хроматографе (Ракитин В., Ракитин Л.,
1986). 

Статистическая обработка данных. Опыты
проводили в трех–пяти биологических повторно%
стях. Достоверность различий оценивали по t%кри%
терию Стьюдента при степени свободы 0.05. На
рисунках приведены средние значения и стандарт%
ные ошибки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Динамика содержания АЦК и образования этилена 
в развивающихся пыльниках 

Содержание АЦК и образование этилена ис%
следовали на девяти стадиях развития пыльника:
стадия материнских клеток пыльцы, археспорий
(Аp), мейоз (Ме), тетрады (Т), ранние микроспоры
(РМ), поздние микроспоры (ПМ), митоз (Ми),
ранние пыльцевые зерна (РПЗ), средние пыльце%
вые зерна (СПЗ), поздние пыльцевые зерна (ППЗ)
(рис. 1). Стадии определяли по экспериментально
выявленной корреляции между длиной бутона и
стадией развития мужского гаметофита (Добро%
вольская и др., 2009). 
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Рис. 1. Корреляция между длиной бутона и стадиями развития пыльника и мужского гаметофита петунии фертильного
клона. Ар – археспорий, Ме – мейоз, Т – тетрады, РМ – ранние микроспоры, ПМ – поздние микроспоры, Ми – митоз,
РПЗ – ранние пыльцевые зерна, СПЗ – средние пыльцевые зерна, ППЗ – поздние пыльцевые зерна. 
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Пыльники фертильного клона 

Развитие мужского гаметофита у обоих фер%
тильных клонов (самосовместимого и самонесов%
местимого) сопровождалось двумя периодами по%
вышения содержания АЦК и образования этилена
в тканях пыльника: первый происходил во время
развития микроспор, второй – при созревании
пыльцевых зерен (рис. 2). Поскольку динамика
выделения этилена у обоих клонов была идентич%
на, мы приводим данные только по самосовмести%
мому клону. 

Микроспоры являются первыми клетками га%
метофитной генерации, образующимися в микро%
спорангии в результате мейотического деления
материнских клеток микроспор. Развитие микро%
споры – наиболее длительный этап формирования
пыльцевого зерна, в ходе которого микроспоры и
стенка пыльника подвергаются структурным и
функциональным изменениям. 

Тапетум, внутренний слой стенки пыльника,
непосредственно прилегает к спорогенной ткани.
Запасные вещества тапетума гидролизуются и сек%
ретируются в гнездо пыльника, обеспечивая про%

хождение мейоза, развитие микроспор и созрева%
ние пыльцевых зерен (Резникова, 1984; Goldberg
et al., 1993). 

У петунии разрушение тапетума происходило
по мере созревания микроспор и завершалось к
моменту образования двуядерной пыльцы (Добро%
вольская, 2009). Так, средние слои стенки пыльни%
ка уже на стадии Т были в значительной степени
разрушены. На стадии РМ наблюдали полное раз%
рушение двух средних слоев стенки и дезорганиза%
цию тапетума. Полное разрушение тапетума про%
исходило перед стадией РПЗ. Трехкратное повы%
шение выделения этилена пыльниками, сопро%
вождавшее развитие микроспор на стадии Т
(рис. 2), по%видимому, и было причиной разруше%
ния тапетума и средних слоев стенки пыльника. 

Для подтверждения этого предположения ис%
следовали влияние различных концентраций
ингибитора действия этилена NBD (500, 2000,
6000 мкл/л) на состояние пыльников в бутонах
самосовместимого клона. Обработка NBD (во
всех концентрациях) бутонов длиной до 5 мм
уже на 2%й день приводила к полной остановке
развития пыльника и мужского гаметофита. 

Зрелые микроспоры вступают в дифференци%
рующий Ми, в результате которого образуются две
клетки мужского гаметофита: вегетативная и гене%
ративная. Период развития пыльцевых зерен на
стадиях РПЗ и СПЗ характеризовался низким
уровнем выделения этилена (рис. 2). 

Финальным этапом созревания пыльцы, без
которого она практически утрачивала способность
к прорастанию, являлась дегидратация пыльцы,
которая начиналась после разрушения тапетума, и
к моменту растрескивания пыльника пыльцевые
зерна были частично дегидратированы. Созрева%
ние и дегидратация пыльцевых зерен (стадия
ППЗ) сопровождались значительным повышени%
ем содержания АЦК и выделения этилена пыльни%
ками (рис. 2). Повышение содержания АЦК в
пыльниках на последней стадии созревания со%
пряжено с ее накоплением в созревающих пыльце%
вых зернах. Следует отметить, что выделение эти%
лена пыльниками на стадии позднего двуядерного
пыльцевого зерна возрастало приблизительно в
10 раз, а содержание АЦК в 100 раз. Содержание
АЦК в зрелой пыльце составляло 300 нмоль/г сы%
рого веса. Накопление АЦК при созревании пыль%
цы также было обнаружено у гвоздики (Whitehead
et al., 1983). 

Значительное увеличение образования и, сле%
довательно, содержания этилена запускает в стен%
ке пыльника механизмы программируемой кле%
точной смерти (ПКС), которая является частью
нормального развития флоральных органов,
включая завершающие стадии развития пыльника,
приводящие к его растрескиванию и высвобожде%
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мосовместимого клона.
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нию пыльцы (Rogers, 2006; Goldberg et al., 1993).
Так растрескивание пыльников у табака задержи%
валось при обработке цветков ингибитором дей%
ствия этилена 1%метилциклопропеном (1%MCP) и
ускорялось при обработке этиленом (Rieu et al.,
2003). В наших опытах семидневная обработка бу%
тонов (длина 10–15 мм) петунии самосовместимо%
го клона ингибитором действия этилена NBD в
концентрации 6000 мкл/л предотвращала растрес%
кивание пыльников и прорастание полученной из
них пыльцы. Эффект от воздействия NBD в кон%
центрациях 2000 и 500 мкл/л был менее значите%
лен, и хотя бутоны продолжали свое развитие,
процент прорастания пыльцы из них составлял
50% от контроля (пыльца из бутонов, развивав%
шихся в сосудах без NBD), что указывало на уча%
стие этилена в развитии мужского гаметофита так%
же и на поздних стадиях развития. 

Пыльники стерильного клона 

У стерильного клона, разрушение тканей тапе%
тума наблюдали очень рано, уже в профазе Ме, од%
новременно с нарушениями в развитии спороген%
ной ткани (Добровольская и др., 2009). Гибель
микроспороцитов сопровождалась плазмолизом
тапетальных клеток. Однако, не смотря на гибель
микроспороцитов и разрушение тапетума, стенка
пыльника продолжала расти. Растрескивание
пыльников у стерильного и фертильных клонов
происходило в одно и то же время. 

Гибель микроспороцитов и дегенерация клеток
тапетума у стерильного клона сопровождались ак%
кумуляцией АЦК и высоким уровнем выделения
этилена на стадии материнских клеток пыльцы
(рис. 3). Следует отметить, что образование этиле%
на пыльниками стерильного клона, сопровождаю%
щее плазмолиз тапетума и гибель микроспороци%
тов было в 10 раз выше, чем у фертильного во вре%
мя разрушения тапетума и средних слоев стенки
пыльника (рис. 2). 

Влияние экзогенного этилена на развитие 
мужского гаметофита

Результат воздействия экзогенного этилена на
развивающийся мужской гаметофит петунии са%
мосовместимого клона зависел от концентрации
гормона и стадии развития генеративных клеток
(табл. 1). 

Наиболее чувствительными к действию этиле%
на оказались генеративные клетки на стадии Ме,
которые погибали через сутки воздействия этиле%
на в концентрациях 10 и 100 мкл/л и через двое су%
ток воздействия этилена в концентрации 1 мкл/л. 

Генеративные клетки на стадии Т погибали че%
рез 3 суток воздействия этилена в концентрациях
10 и 100 мкл/л, в то время как клетки на стадии РМ

только повреждались после 3%х суток воздействия
этилена в концентрации 10 мкл/л или после
2%х суток в концентрации 100 мкл/л. 

Каких%либо признаков деградации после воз%
действия экзогенного этилена на генеративные
клетки на стадиях ПМ и Ми, а также на последую%
щих стадиях созревания пыльцевых зерен не на%
блюдали. 

Таким образом, высокие концентрации этилена
(1–100 мкл/л) вызывали деградацию и гибель муж%
ских генеративных клеток, находящихся в момент
обработки на ранних стадиях развития, от начала
Ме до выхода микроспор из тетрад, так же, как это
происходило при высоком уровне выделения и,
следовательно, содержания эндогенного этилена у
стерильного клона. 

Образование и действие этилена в прорастающем 
in vitro мужском гаметофите 

Прорастающая in vitro пыльца практически сра%
зу же после начала культивирования интенсивно
выделяла этилен (рис. 4), возможно, за счет акку%
мулированной в пыльцевых зернах АЦК (рис. 2а). 
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Экзогенный этилен в концентрации 0.1 мкл/л
на 20% стимулировал, а в концентрациях 1 и
10 мкл/л на 20% ингибировал прорастание пыль%
цы петунии (рис. 5a). 

NBD в концентрациях 500 и 2000 мкл/л подав%
лял прорастание пыльцы на 30–40% и на 95% ин%
гибировал этот процесс в концентрации
6000 мкл/л (рис. 5б). 

Образование и действие этилена в системе 
мужской гаметофит–пестик самосовместимого

и самонесовместимого клонов

Ранее было показано, что опыление вызывает
усиление выделения этилена тканями пестика
(Sign et al., 1992; O’Neill et al., 1993; Kovaleva, Za%
kharova, 2003; Tang et al., 1994). В данной работе мы
исследовали динамику содержания предше%
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Стадии 
развития мужского 

гаметофита

Концентрация этилена

0 (Контроль) 1 мкл/л 10 мкл/л 100 мкл/л

1%е 
сутки

2%е
сутки

 3%и* 
сутки

1%е 
сутки

2%е
сутки

 3%и* 
сутки

1%е 
сутки

2%е
сутки

 3%и* 
сутки

1%е 
сутки

2%е
сутки

 3%и* 
сутки

Мейоз

Тетрады

Ранние микроспоры

Поздние микроспоры

Митоз

Пыльцевые зерна

* Длительность обработок.

            – контрольные и неповрежденные клетки,             – поврежденные клетки,             – гибель клеток.  

25

0
4.03.53.02.52.01.51.00.5

0.25

20

15

10

5

С
2Н

4,
 н

л/
г 

ч

Продолжительность культивирования, ч

Рис. 4. Выделение этилена in vitro прорастающим мужским гаметофитом петунии самосовместимого клона.



ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

РОЛЬ ЭТИЛЕНА В РЕГУЛЯЦИИ ГАМЕТОФИТНО%СПОРОФИТНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ 97

ственника этилена – АЦК и образования этиле%
на в тканях пестика при прорастании и во время
роста пыльцевых трубок после самоопыления
самосовместимого и самонесовместимого кло%
нов петунии. 

Опыление очень быстро запускало синтез АЦК
в системе пыльца–рыльце (рис. 6). Содержание
АЦК в тканях рыльца достигало максимума через
1.5–2 часа после опыления. После совместимого
опыления ее содержание в рыльцах было в 2.5 раза
больше, чем после несовместимого. Концентра%
ция АЦК в столбиках и завязях в течение 7 часов
после опыления менялась незначительно и была в
100 раз ниже, чем в рыльцах. 

Рыльце являлось основным местом синтеза
этилена после обоих типов опыления. Прораста%
ние пыльцы и рост пыльцевых трубок после несов%
местимого опыления сопровождались в 3 раза
большим образованием этилена в системе муж%
ской гаметофит–пестик, чем при совместимом
опылении (рис. 7). Полагаем, что повышенный
уровень этилена связан с функционированием ме%
ханизма самонесовместимости (de Nettancourt,
2001; Hua et al., 2008), вследствие которого рост
пыльцевых трубок останавливается в проводнико%
вых тканях столбика. В пользу такого предположе%
ния могут служить наши данные о том, этилен в
высокой концентрации (10 мкл/л) на 45% замед%
лял скорость роста пыльцевых трубок петунии на
среде культивирования (данные не представлены).
Как полагают, одной из причин ингибирования
роста пыльцевых трубок после самонесовместимо%
го опыления может быть ПКС (Wang et al., 2009;
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Serrano et al., 2010), индуцируемая этиленом (Wol%
tering et al., 1999; Rogers, 2006).

Таким образом, полученные результаты дают
основание заключить, что этилен участвует в регу%
ляции развития, прорастания и роста мужского га%
метофита в прогамной фазе оплодотворения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Развитие мужской гаметофитной генерации –
пыльцы полностью зависит от спорофитных тка%
ней стенки пыльника, в котором осуществляется
микроспорогенез, образуются и созревают пыль%
цевые зерна. Результаты настоящей работы пока%
зали, что этилен необходим для ранних стадий
микроспорогенеза. Структурные изменения в
стенке развивающегося пыльника у фертильных
клонов (разрушение тапетума и средних слоев
стенки пыльника) сопровождаются повышением
выделения этилена на стадиях формирования
микроспор и созревания пыльцевых зерен. Обра%
ботка бутонов петунии фертильного клона инги%
битором синтеза этилена NBD на ранней стадии
развития (до инициации Ме) приводила к полной
остановке развития пыльника и мужского гамето%
фита. Гибель мужского гаметофита у стерильного
клона происходила в профазе мейоза вследствие
преждевременного разрушения тапетума и сопро%
вождалась всплеском образования этилена. Высо%
кие концентрации экзогенного этилена приводи%
ли к деградации и смерти мужских генеративных
клеток фертильного клона на ранних стадиях раз%
вития (от мейоза до выхода микроспор из тетрад).

Полагаем, что этилен включается в координацию
последовательных событий в пыльнике, необходи%
мых для развития мужского гаметофита, участвуя в
инициации ПКС, прежде всего в клетках тапетума. 

Согласно полученным в работе данным, in vitro
прорастание мужского гаметофита петунии сопро%
вождается выделением этилена, образующимся из
АЦК, накопленной на завершающих стадиях со%
зревания пыльцевого зерна. Ингибитор синтеза
этилена NBD ингибирует прорастание пыльцы. 

После опыления пыльцевые зерна прорастают
на воспринимающей поверхности рыльца, пыль%
цевые трубки растут в межклеточном пространстве
проводниковой ткани столбика, входят в завязь,
доставляя спермии к семяпочке. Компоненты
межклеточного матрикса проводниковой ткани
пестика чрезвычайно важны для успешного поло%
вого воспроизведения. Синтез этилена сопровож%
дает прорастание и рост пыльцевых трубок в тка%
нях пестика. Полагаем, что этилен контролирует
рост пыльцевых трубок. Кроме этого, наши дан%
ные свидетельствуют о возможном участии этиле%
на в механизме гаметофитной самонесовместимо%
сти, одного из основных барьеров самооплодотво%
рения. 

Суммируя полученные данные, полагаем, что
этилен является регулятором гаметофитно%споро%
фитных взаимодействий в прогамной фазе опло%
дотворения. 

Работа выполнялась при поддержке Россий%
ского Фонда Фундаментальных Исследований
(гранты № 06%04%48870 и № 10%04%00356).
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Role of Ethylene in the Control of Gametophyte�Sporophyte Interactions
in the Course of the Progamic Phase of Fertilization

   L. V. Kovaleva, G. V. Timofeeva, G. B. Rodionova, E. V. Zakharova, and V. Yu. Rakitin
Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, ul. Botanicheskaya 35, Moscow, 127276 Russia 

e
mail: kovaleva_l@mail.ru

Abstract—We investigated dynamics of the content of 1%aminocyclopropane%1%carboxylic acid (ACC) and
ethylene production in male gametophyte development and germination in fertile (self%compatible and self%
incompatible) and sterile clones of petunia. Fertile male gametophyte development was accompanied by two
peaks of ethylene production by anther tissues. The first peak occurred during the microspore development
simultaneously with the degeneration of both the tapetal tissues and the middle layers of the anther wall. The
second peak coincided with dehydration and maturation of pollen grains. In the anther tissues of the sterile
line of petunia, tenfold higher ethylene production was observed at the meiosis stage compared with that in
fertile male gametophytes. This fact correlated with the degeneration of both microsporocytes and tapetal tis%
sues. Exogenously applied ethylene (1–100 ppm) induced a degradation of the gametophytic generation at
the meiosis stage. According to the obtained data, ethylene synthesis in germinating male gametophyte is
provided by a 100%fold ACC accumulation in mature pollen grains. The male gametophyte germination, both
in vitro, on the culture medium, and in vivo, on the stigma surface, was accompanied by an increase in eth%
ylene production. Depending on the type of pollination, germination of pollen on the stigma surface and the
pollen tube growth in the tissues of style were accompanied by various levels of ACC and ethylene release. The
male gametophyte germination after self%compatible pollination was accompanied by higher content of ACC
as compared with the self%incompatible clone, whereas, after the self%incompatible pollination, we observed
a higher level of ethylene production compared with compatible pollination. For both types of pollination,
ACC and ethylene were predominantly produced in the stigma tissues. Inhibitor of ethylene action, 2,5%nor%
bornadiene (NBN), blocked both the development and germination of the male gametophyte. These results
suggest that ethylene is an important factor in male gametophyte development, germination, and growth at
the progamic phase of fertilization.

Keywords: ethylene, male gametophyte, differentiation, germination, growth, sterility, self%incompatibility,
petunia. 
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