
231MORPHOLOGY AND BIOCHEMISTRY OF PLANTS

Вестник РУДН.   Серия: АГРОНОМИЯ И ЖИВОТНОВОДСТВО
RUDN Journal of Agronomy and Animal Industries 2020; 15 (3):231–241

http://agrojournal.rudn.ru

Морфология и биохимия растений
Morphology and biochemistry of plants

DOI 10.22363/2312-797X-2020-15-3-231-241
УДК 581.522.4:632.122:633.111.1

Научная статья / Research article

Цитокинетический и анатомический анализ клеток  
меристемы Thellungiella botschantzevii  

в условиях высоких концентраций NaCl и Na2SO4

Н.В. Кононенко*, Т.Г. Леонова, И.А. Чабан

Всероссийский НИИ сельскохозяйственной биотехнологии, г. Москва, Российская Федерация
*nilava@mail.ru

Аннотация. Изучение цитокинетических и анатомических свойств растения экстрамофила Thellungiella 
botschantzevii (German) при высоких концентрациях NaCl и Na2SO4 и в их отсутствие (контроль) позволило 
выявить структурно-функциональные преобразования на клеточном уровне и оценить действие засоления. 
Цитофотометрическим методом показано накопление в корневой меристеме клеток в фазе G1 и S, что свиде-
тельствует об адаптации  Thellungiella botschantzevii к высоким концентрациям NaCl и Na2SO4. Высокий 
уровень плоидности (до 16С) и содержание максимального количества полиплоидных клеток на уровне 
4С и 8С придает растению устойчивость. На полутонких и ультратонких срезах получены анатомиче-
ские характеристики тканей корня и листа Thellungiella botschantzevii, определена аккумуляция в клетке 
корня липидных и белковых включений. Вид Thellungiella botschantzevii является уникальной моделью 
для разного рода исследований, в т. ч. генетических, и может использоваться в разработке предложений 
для повышения устойчивости сельскохозяйственных растений.
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Abstract. The study of cytokinetic and anatomical properties of the extramophile plant Thellungiella 
botschantzevii (German) at high concentrations of NaCl and Na2SO4 and without them (control) allowed to identify 
structural and functional transformations at the cellular level and evaluate the effect of salinity. Cytophotometric 
method showed the accumulation of cells in the root meristem in G1 and S stages, which indicated the adaptation 
of Thellungiella botschantzevii to high concentrations of NaCl and Na2SO4. A high level of ploidy (up to 16C) 
and the maximum number of polyploid cells at the level of 4C and 8C gave the plant stability. Anatomical 
characteristics of Thellungiella botschantzevii root and leaf were obtained on semi-thin and ultra-thin sections, 
and accumulation of lipid and protein inclusions in the root cell was determined. The data obtained indicate that 
Thellungiella botschantzevii is a unique model for various kinds of research, including genetic research, and can 
help to develop proposals for increasing resistance in crops.
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Введение
Thellungiella приспособлена к засолению, засухе, низким температурам, токсич-

ным металлам, дефициту азота, высыханию и наводнениям [1—5]. Многообразие 
стрессовых ответов Thellungiella было показано на реакциях, связанных со стрес-
совыми сигналами, поглощением активных форм кислорода (АФК), защитой 
от ионной токсичности, регуляцией осмотического давления, восстановительными 
процессами [6]. Из видов Thellungiella наиболее изучен T. salsuginea (Pall), его геном 
определен в 2013 г. [7], поэтому T. salsuginea стала востребованной при изучении 
стрессоустойчивости растений и получении трансгенных растений [2, 8—10]. При 
этом конструируются трансгенные растения (например, трансгенный рис с новым 
геном ThPIP1 от Thellungiella halophila) для изучения толерантности к солям путем 
сверхэкспрессии некоторых генов bZIP, чувствительных к стрессу [11—13]. Были 
идентифицированы холодорегулируемые гены как на уровне мРНК, так и на уровне 
белка [14]. Некоторые гены TF также были разработаны для улучшения устойчи-
вости к стрессу у модельных и сельскохозяйственных растений [13].
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Менее исследован вид Thellungiella botschantzevii (German), описанный в 2002 г. 
и пока с неопределенным размером генома. Ранее в наших исследованиях на осно-
вании данных по биомассе и изменению соотношения ионов натрия и калия, а также 
по цитофотометрическому анализу и распределению клеток корневой меристемы 
по фазам клеточного цикла мы выделили солеустойчивые и солечувствительные 
образцы Thellungiella. По нашим данным вид Thellungiella botschantzevii по сравне-
нию с T. salsuginea более солеустойчив, так как при высоких концентрациях солей 
больше клеток накапливалось в периоде G1 интерфазы и снижалось в G2 фазе, 
что свидетельствует о высокой адаптации этих растений к солям [8, 15, 16]. Эти 
результаты подтвердили наши исследования по определению солеустойчивости 
диких видов — эгилопсов [15].

Растение Thellungiella botschantzevii имеет много общих черт с Arabidopsis 
thalianа, включая его внешний вид. Эти небольшие розеточные растения сопо-
ставимы между собой по скорости роста и размерам, а также по фертильности, 
большому количеству семян с неравномерным процессом созревания, легкости 
трансформации [7]. К сожалению, данные о прохождении A. thaliana клеточного 
цикла в литературе не приводятся.

В литературе практически отсутствуют анатомические исследования мери-
стематической зоны корней и листовой пластинки Thellungiella botschantzevii. 
Важность их изучения состоит в том, что изменения, происходящие в этой ткани 
на клеточном уровне, будут влиять на рост и развитие в онтогенезе.

Цель исследования — выявить цитокинетические и анатомические характе-
ристики растения экстрамофила Thellungiella botschantzevii (German) в контроле 
и при высоких концентрациях NaCl и Na2SO4 и сравнить их с A. thaliana.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования использовали растения Thellungiella 

botschantzevii и A. thaliana, семена которых были собраны в естественных местах 
обитания (Саратовская обл.) [16]. Растения выращивали в чашках Петри в термо-
стате при 23 °С в течение 5 суток на воде. Затем проросшие семена переносили 
в растворы 0,5 % NaCl и 1 % Na2SO4 и выдерживали 1 сут. Контролем служили 
проростки, выращенные в воде. Анализ интерфазных ядер в корнях растений про-
водили методом цитофотометрии ДНК на давленных постоянных препаратах, после 
окрашивания их по методу Фельгена, на цитоспектрофотометре SMP-20 (Opton, 
Германия). Для расчета количества ДНК в пг использовали стандарт — данные 
о количестве ДНК в диплоидных ядрах клеток A. thaliana, представленные в базе 
данных Kew Botanical garden (www.kew.org.uk/cvalues) [17, 18]. За 1С принимали 
количество ДНК в не реплицированном гаплоидном наборе хромосом. Было про-
анализировано >300 ядер.

Изучение анатомических характеристик корня проводили на 6 суточных про-
ростках. Для исследования анатомии листовой пластинки растения выращивали 
в почве в течение месяца. Измерение площади ядер проводили с помощью микро-
скопа Olympus BX51 и цифровой камеры Color View II (Германия) в программе 
Soft Imaging System. Поперечные срезы корней и листьев получали с помощью 
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ультрамикротома LKB — III (Швеция), после заливки в смесь смол (эпон, аралдит) 
по стандартной методике [19]. Ультраструктуру исследовали на электронном ми-
кроскопе Хитачи H-300 (Япония). Статистическую обработку данных проводили 
с применением программы Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
Анатомическую структуру корней Thellungiella botschantzevii при разных 

условиях выращивания изучали на поперечных срезах апикальной зоны (рис. 1).

Рис. 1. Поперечные срезы корня Thellungiella botschantzevii при разных условиях 
проращивания (вода, хлорид натрия, сульфат натрия). Световая микроскопия (верхний ряд): 

а — Н2О; б — NaCl; в — Na2SO4. Ув. × 1000. Электронная микроскопия (нижний ряд): г — Н2О; 
д — NaCl; е — Na2SO4. Ув. × 4000; Обозначения: экз — экзодерма; ппк — паренхимные клетки 

первичной коры; э — эндодерма; цц — центральный цилиндр; кс — клеточная стенка; я — ядро; 
в — вакуоль; л — липидные капли; б, в — белковые включения

Fig. 1. Cross sections of Thellungiella botschantzevii root under different germination conditions 
(water, sodium chloride, sodium sulfate). Light microscopy (top row): a — H2O; б — NaCl;  

в — Na2SO4. Magnification × 1000. Electron microscopy (bottom row): г — H2O; д — NaCl; е — Na2SO4. 
Magnification × 4000; Notations: экз — exoderm; ппк — parenchymal cells of primary cortex;  
э — endoderm; цц — central cylinder; кс — cell wall; я — nucleus; в — vacuole; л — lipid drops; 

 б, в — protein inclusions

На полутонких срезах корней в контроле и при засолении разница не очень 
заметна. Корни содержат экзодерму, двухслойную первичную кору, эндодерму 
и центральный цилиндр (см. рис. 1, а—в).

Для более детальной характеристики и выявления внутриклеточных различий 
между вариантами, было проведено электронно-микроскопическое исследование 
корня, где визуализируются ядра, вакуоли, липидные капли, белковые включения, 
клеточные стенки (см. рис. 1, г—е).
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На ультратонком срезе Thellungiella botschantzevii в контроле (вода) наблюдали 
отслоение протоплазмы от клеточной стенки; большое количество липидных капель 
(18±1,1 шт на клетку) в цитоплазме. Цитоплазма отличалась высокой плотностью 
и насыщена органеллами, ядра крупные, округлые или лопастные по форме.

Вакуоли содержат осмиофильные включения, по-видимому, белковой природы 
(см. рис. 1, г).

Сопоставление поперечных срезов корня показывает, что хлоридное засоление 
приводит к увеличению площади паренхимных клеток по сравнению с контролем 
(см. рис. 1, б). На ультратонком срезе корня при хлоридном засолении обнаружи-
валось незначительное отслоение протоплазмы и четко выраженная извилистость 
клеточной стенки, что может свидетельствовать об увеличении объема клетки. 
Плотная цитоплазма содержит крупные липидные капели (8±0,9 шт на клетку). 
В вакуолях присутствуют крупные белковые включения (см. рис. 1, е).

На поперечных срезах корней Thellungiella botschantzevii, пророщенных в рас-
творе с сульфатом натрия, размер паренхимных клеток первичной коры мельче 
(ксероморфная структура), чем при выращивании в растворе с хлоридом натрия. 
На ультратонком срезе видно меньшее количество липидных капель по сравне-
нию с вариантом без засоления (10±0,8 шт на клетку). В вакуолях, как и в других 
вариантах, присутствуют белковые включения (см. рис. 1, в).

Исходя из этих данных можно предположить, что при проращивании семян 
Thellungiella botschantzevii водная среда индуцирует осмотический стресс. Про-
ращивание в NaCl нормализует структуру клеток, однако, не полностью. Судя 
по состоянию клеточной структуры в тканях корней Thellungiella botschantzevii, 
проращивание в Na2SO4 оптимально для сохранения нормальной морфологии клеток.

Для более полного изучения этого вида растения (Thellungiella botschantzevii) 
было проведено также исследование анатомической структуры листовой пла-
стинки. Для сравнения использовали анатомические характеристики тканей листа 
A. thaliana. Исследование проводили на поперечных срезах листовых пластинок 
контрольных (выращенных на воде) растений (рис. 2).

Рис. 2. Строение листовой пластинки: а — A. thaliana; б — T. botschantzevii; в — количество 
устьиц у A. thaliana (1) и у T. botschantzevii (2). Ув. × 400. Обозначения: у — устьице;  

э — эпидерма; сп — столбчатая паренхима; гп — губчатая паренхима
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Fig. 2. The structure of the leaf blade: a — A. thaliana; б — T. botschantzevii; в — number of stomata 
in A. thaliana (1) and in T. botschantzevii (2). Magnification × 400. Notations: y — stomata;  

э — epidermis; сп — palisade parenchyma; гп — spongy parenchyma

Верхний слой клеток — эпидерма — защищена одним слоем кутикулы. Под 
эпидермой находится столбчатая паренхима, состоящая из удлиненных клеток, 
между которыми находится небольшое межклеточное пространство. Под столбчатой 
паренхимой расположена губчатая паренхима, состоящая из клеток неправильной 
формы, с большими количеством межклетников. Нижняя часть листа покрыта 
нижним эпидермисом. На рис. 2 хорошо видны различия в структуре листа обеих 
растений. В листе Thellungiella botschantzevii — клетки эпидермы заметно крупнее, 
чем клетки паренхимы листа. В листе A. thaliana, наоборот, клетки столбчатой 
паренхимы существенно крупнее, чем клетки эпидермы, и значительно крупнее, 
чем клетки столбчатой паренхимы листа Thellungiella botschantzevii. Клетки листа 
Thellungiella botschantzevii покрыты более толстым слоем кутикулы, чем у A.  thaliana, 
но клетки губчатой паренхимы более мелкие с небольшими межклетниками, тогда 
как у A. thaliana эти клетки гораздо крупнее, с большими воздухоносными полостя-
ми. Таким образом, лист Thellungiella botschantzevii выглядит более защищенным 
от воздействий по сравнению с A. thaliana.

Эпидермис листа содержит устьица, которых обычно значительно больше 
в нижнем эпидермисе. Мы провели подсчет количества устьиц на 1 мм поверх-
ности нижнего эпидермиса у изучаемых растений. Было показано, что плотность 
размещения устьиц в эпидермисе у A. thaliana и Thellungiella botschantzevii заметно 
различается. У Thellungiella botschantzevii устьиц на 1 мм поверхности нижнего 
эпидермиса в среднем в 2,5 раза больше, чем у A. thaliana (см. рис. 2, в).

При сравнении влияния солей на распределение клеток по фазам клеточного 
цикла у A. thaliana и Thellungiella botschantzevii оказалось, что в корневой меристеме 
A. thaliana под действием высоких концентраций солей снижается количество клеток 
в G1 и S фазах по сравнению с контролем, в G2 фазе число клеток увеличивается, 
особенно значительно (в 3 раза) при сульфатном засолении, что свидетельствует 
о чувствительности к солям, так как содержание клеток в G2 фазе является показа-
телем устойчивости [20]. В растениях Thellungiella botschantzevii, выращенных при 
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высоких концентрациях NaCl и Na2SO4, не наблюдали существенных изменений 
в накоплении клеток по фазам клеточного цикла по сравнению с контролем. При 
сравнении с растениями A. thaliana в условиях сульфатного засоления количество 
клеток у Thellungiella botschantzevii в G1 и S фазе возрастает в 2,2 раза, а количество 
клеток в G2-фазе снижается в 2,4 раза (рис. 3). Таким образом, вид Thellungiella 
botschantzevii значительно превосходит A. thaliana по устойчивости к солям.
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Рис. 3. Распределение клеток по фазам клеточного цикла у A. thaliana и Т. botschantzevii:  
1 — контроль; 2 — NaCl; 3 — Na2SO4; левые столбики — A. thaliana; правые — Т. botschantzevii

Fig. 3. Distribution of cells by phases of the cell cycle in A. thaliana and T. botschantzevii: 1 — control; 
2 — NaCl; 3 — Na2SO4; left columns — A. thaliana; right columns — T. botschantzevii

Мы попытались косвенно оценить еще не определенный размер генома 
Thellungiella botschantzevii и сравнить его с известным размером генома A. thaliana. 
С этой целью мы провели количественную оценку содержания ДНК ядер клеток 
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растений цитофотометрическим методом, а также определили их площадь (табл.). 
При определении количества ДНК и площади хромоцентрических ядер клеток 
Thellungiella botschantzevii оказалось, что их значения примерно вдвое превыша-
ют аналогичные показатели A. thaliana, что указывает на удвоение хромосомного 
материала в ядрах Thellungiella botschantzevii. Таким образом, размер генома 
у Thellungiella botschantzevii оказался вдвое больше по сравнению с A. thaliana. 
Увеличение размера генома можно рассматривать как расширение адаптивных 
возможностей вида.

Содержание ДНК, площадь ядер и размер генома у A. thaliana  
и Thellungiella botschantzevii

Вид Геном, 1С, пг Сод. ДНК, 2С, пг PL Площадь ядер, мкм2

Arabidopsis thaliana 0,16 ± 0,01 0,32±0,02 2 3,32±0,07

Thellungiella 
botschantzevii 0,35 ± 0,02 0,70± 0,05 2 7,47 ±0,15

DNA content, nuclei area, and genome size in A. thaliana and Thellungiella botschantzevii
Species Genome, 1С, пг DNA content, 2С, пг PL Nuclei area, μm2

Arabidopsis thaliana 0.16 ± 0.01 0.32±0.02 2 3.32±0.07

Thellungiella 
botschantzevii 0.35 ± 0.02 0.70± 0.05 2 7.47 ±0.15

У исследуемых видов обнаружено увеличение уровня плоидности от 2С 
до 16С, но разное количество полиплоидных клеток (рис. 4). Так, у Thellungiella 
botschantzevii по сравнению с A. thaliana их больше на уровне 4С и 8С, что, по-ви-
димому, придает растению устойчивость к стрессовым условиям. Это может 
свидетельствовать также о том, что такие растения характеризуются повышенной 
адаптацией к среде обитания и определяют параметр устойчивости. Известно, 
что естественная полиплоидность в природе распространена достаточно широко, 
особенно в районах с экстремальными условиями обитания.

Рис. 4. Уровень плоидности и количество полиплоидных клеток у A. thaliana  
и T. botschantzevii: 1 — 2С; 2 — 4С; 3 — 8С; 4 — 16С
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Fig. 4. Ploidy value and number of polyploid cells in A. thaliana and T. botschantzevii:  
1 — 2C; 2 — 4C; 3 — 8C; 4 — 16C

Выводы
Таким образом, в результате анатомических исследований корней и листьев 

Thellungiella botschantzevii определена аккумуляция в клетках корня липидных 
и белковых включений; в эпидермальных клетках листьев — более плотное рас-
положение устьиц. Изучение цитокинетических свойств растения экстрамофила 
Thellungiella botschantzevii при высоких концентрациях NaCl и Na2SO4 позволи-
ло выявить структурно-функциональные преобразования на клеточном уровне 
и оценить действие засоления. Накопление клеток в фазе G1 и S свидетельствуют 
о большой адаптации Thellungiella botschantzevii к высоким концентрациям NaCl 
и Na2SO4 по сравнению с A. thaliana. Высокий уровень плоидности (до 16С) и содер-
жание максимального количества полиплоидных клеток на уровне 4С и 8С придает 
растению устойчивость к стрессам. Определенный нами размер генома указывает 
на расширение адаптивных возможностей вида. Вид Thellungiella botschantzevii 
является уникальной моделью для разного рода исследований, в т. ч. генетических 
и может помочь в разработке предложений для повышения устойчивости сельско-
хозяйственных растений.
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