ГЛАВА II
МОРФОЛОГИЯ СОЦВЕТИЯ И ДИНАМИКА ЦВЕТЕНИЯ ПОДСОЛНЕЧНИКА 
Морфология соцветия подсолнечника. Соцветие подсолнечника – корзинка, состоящая из дисковидного цветоложа и цветков. Цветки подсолнечника двух типов: язычковые и трубчатые. Язычковые цветки располагаются по периметру цветоложа, а трубчатые покрывают всю его поверхность. Язычковые цветки беcплодные, состоят из завязи и однолепесткового венчика. Столбик, рыльце и пыльники отсутствуют. Язычковые цветки имеют различные градации окраски. Их окраску принято делить на два типа: антоциановой и неантоциановой природы, контролируемой разными генами [74, 89, 117, 129]. Язычковые цветки также отличаются формой. Первый тип характеризуется нормальным развитием, второй представляет собой сросшуюся трубочку и третий - колокольчикообразные. Разные градации этого признака генетически детерминированы и описаны в работах [31, 192]. Окраска и форма язычковых цветков – это признаки, которые четко проявляются в фенотипе, и их можно использовать в различных селекционно-генетических программах подсолнечника.  

Трубчатые цветки подсолнечника обоеполые. Тычинок пять, пыльники сросшиеся в виде трубки. Пестик состоит из двух плодолистиков, рыльце двулопастное, покрытое ворсинками. Длина столбика составляет 8-12 мм. Фертильная и стерильная корзинки подсолнечника представлены в приложении на рисунке 1.     
Формирование пыльников и пыльцы у фертильного подсолнечника. Используя световую и электронную микроскопии, развитие  пыльников и формирование пыльцы подсолнечника изучали М.Н. Пирев [91], А.Н. Рябота [103, 104], H. Horner [231], В.К. Симоненко и Е.В. Карпович [111] и др. исследователи.

H. Horner [231] в своей работе выделил 11 стадий развития пыльцевых зерен. Согласно его классификации, первая стадия характеризуется формированием спорогенной ткани – вторичного археспория. Стадии 2-5 непосредственно связаны с ходом мейоза, начиная от профазы I и заканчивая формированием тетрад. На стадиях 6-11 происходит формирование пыльцевых зерен подсолнечника.
Развитие микроспорангия у подсолнечника начинается обычным для  покрытосеменных растений путем. Когда диаметр соцветия достигает 1,5-2,0 см, в однородной меристематической ткани тычиночных бугорков происходит формирование четырех обособленных очагов первичных клеток археспория. 

Стенки пыльника возникают после серий делений париетального слоя. Париетальные слои, подстилающие эпидермис, онтогенетически родственны спорогенной ткани. 

Клетки эпидермиса, представляющие собой наружный слой пыльника, делятся только вдоль, удлиняются и имеют плотную оболочку. Непосредственно под эпидермисом, расположен эндотеций. Полного развития он достигает в то время, когда пыльцевые зерна готовы к выходу из пыльника, благодаря наличию фиброзного слоя, подсыхание которого и способствует вскрытию пыльника. Под эндотецием располагается один ряд клеток среднего (или исчезающего) слоя. Характерной особенностью клеток этого слоя является их сплющивание по мере развития тапетума. Затем они полностью исчезают. Внутренний слой пыльника – тапетум. В пыльниках подсолнечника он представлен одним рядом клеток с крупными ядрами. Тапетум или выстилающий слой пыльника формируется к моменту подготовки материнских клеток пыльцы (МКП) к прохождению мейоза.

После образования всех клеток тапетума, их ядра продолжают делиться без цитокинеза, поэтому из одноядерных они становятся двуядерными или имеют одно полиплоидное ядро. Расположен тапетум сначала по периферии пыльцевого гнезда, а затем со стороны связника выделяется слой внутреннего тапетума. Клетки внутреннего тапетума иного происхождения, чем клетки наружного, и в данной фазе развития пыльника морфологически существенно отличаются от последних. Максимального своего развития тапетальный слой достигает ко времени образования тетрад микроспор.

Таким образом, у подсолнечника, как и у других покрытосеменных растений, к моменту подготовки МКП к мейозу стенка пыльника состоит из  эпидермиса, эндотеция, среднего (или промежуточного) слоя и тапетума (приложение рис. 3A). Каждый мейоцит окружается каллозой и становится материнской клеткой пыльцы.

Примерно за 16-18 дней до цветения, когда корзинки достигают 2,5-3,0 см в диметре, в МКП начинается процесс мейоза. Изучение мейоза у подсолнечника показало, что в разных гнездах одного пыльника его фазы протекают несинхронно. Даже в пределах одного гнезда синхронность деления выражена нечетко. 

После окончания первого деления мейоза в МКП между двумя дочерними ядрами клеточной перегородки не образуется. После второго деления возникают все четыре клетки одновременно, путем заложения бороздок от периферии к центру и перешнуровывания протопласта материнской клетки на отдельные микроспоры. То есть образование тетрад происходит по симультанному (одновременному) типу с тетраэдрическим расположением микроспор в тетраде (приложение рис. 3H). В этот период двуядерные клетки тапетума расположены по периферии пыльцевого гнезда. Начинается лизис каллозы и формирование оболочек молодых микроспор (каждая микроспора окружена примэкзиной). Тетрады распадаются. Клетки тапетума и их стенки разрыхляются и начинают отделяться от других слоев стенки, но расположен тапетум еще по периферии пыльцевого гнезда. Микроспорогенез в пыльцевых зернах завершается за 2-3 дня до цветения.

С освобождением микроспор из тетрад, оболочки клеток тапетума разрушаются, протопласты выпячиваются и внедряются в полость пыльцевого гнезда, образуя общую массу тапетального периплазмодия. С развитием микроспор периплазмодий интенсивно используется на их питание и к моменту созревания пыльцы полностью исчезает вместе со средним слоем. Поэтому стенки зрелого пыльника подсолнечника представлены двумя хорошо развитыми слоями: эпидермисом и эндотецием (приложение рис.3X).

Одноядерные микроспоры быстро увеличиваются в объеме, интенсивно формируется их оболочка, образуются зачатки шиповидных наростов на экзине. Перед первым дифференциальным митозом первичного ядра появляются сначала мелкие, затем более крупные вакуоли, которые, сливаясь вместе, образуют одну большую. Цитоплазма с ядром, оттесняемые вакуолью к оболочке пыльцевого зерна, формируют пристеночный слой. Ядро, имеющее неопределенную форму, через некоторое время делится, образуя вегетативное и генеративное ядра. В дальнейшем происходит «зарастание» центральной вакуоли, а генеративное ядро перемещается от оболочки к центру пыльцевого зерна. За 2-3 дня до начала цветения в результате деления генеративного ядра образуются два спермия. Зрелое пыльцевое зерно подсолнечника содержит два серповидных спермия и вегетативное ядро с четким крупным ядрышком (приложение рис.3R). 
У микроспор после их освобождения из тетрад (на стадии одноядерных пыльцевых зерен) начинает формироваться экзина, что заметно по появлению зачатков шиповидных наростов на их поверхности. Экзина фертильных пыльцевых зерен подсолнечника относится к сложному типу и состоит из трех слоев: сэкзины, мэкзины и нэкзины [91]. Спородерма пыльцевого зерна на этой стадии полностью сформирована и включает эктэкзину, эндэкзину и интину. Эктэкзина ячеистая, крупные ячейки образуют промежутки между столбиками-бакулями, в ходе созревания пыльцы эти ячейки заполняются веществами, синтезируемыми органеллами и протопластом тапетума, а затем – продуктами его лизиса и окончательного разрушения. Эндэкзина имеет ламелярное строение и состоит из  слоев параллельных поверхности протопласта пыльцевого зерна. Интина закладывается под эндэкзиной, начиная с двуядерной стадии. К моменту заполнения всего пыльцевого зерна цитоплазмой и образования двух спермиев она полностью развита. Интина имеет разную толщину, ее внутренняя поверхность повторяет неровности и выпячивания рельефа протопласта, и варьирует по всей толщине в различных участках пыльцевого зерна. В районе поровых бороздок она резко утолщается, по-видимому, выполняя здесь защитные функции и прикрывая протопласт пыльцевого зерна от внешнего воздействия, т.к. экзина в этом участке отсутствует. У подсолнечника протопласт, покрытый утолщенным слоем интины, в районе бороздки выпячивается, проникая в отверстие поры. Остатки окончательно лизированного тапетального плазмодия проникают внутрь экзины через наружные отверстия, заполняя полости в эктэкзине [109, 209].

Зрелое пыльцевое зерно подсолнечника сферическое, покрытое шипами. Окраска пыльцы подсолнечника чаще всего желто-оранжевая, а также встречаются бело-кремовая и белая. Этот признак контролируется одним или двумя генами в зависимости от генотипов, вовлекаемых в скрещивание [39, 193]. Диаметр зрелого пыльцевого зерна зависит от генотипа и варьирует от 33 до 39 мкм [209]. У большинства пыльцевых зерен подсолнечника обнаруживаются три, реже четыре поры (приложение рис.3S).

Следует отметить, что зрелое пыльцевое зерно является удобным объектом для отбора устойчивых к абиотическим факторам среды генотипов подсолнечника с последующим вовлечением их в селекционный процесс. Показано, что у подсолнечника весьма эффективным является отбор растений на холодоустойчивость после воздействия на пыльцу положительной низкой температурой (7-100С). Также выявлено, что прогревание гетерогенной пыльцы может вызывать изменения в популяционной структуре растений подсолнечника по многим количественным признакам [79].   
В ходе развития и прорастания пыльцы у растений проявляется большое число генов, из которых одна часть экспрессируется на ранних этапах созревания микроспоры, а другая – после митоза в микроспорах. По оценкам исследователей зрелые пыльцевые зерна растений содержат мРНК, продуцируемые приблизительно 20 тыс. различных генов, из которых свыше 4 тыс., вероятно, являются специфичными для пыльцы [277]. 

К настоящему времени у подсолнечника установлено несколько специфичных генов пыльцы – SF3 [151], SF16 [188], SF21 [252], также выявлена новая изоформа α-тубулина [191]. Гены SF3 и SF16 экспрессируются на поздних стадиях развития пыльцы подсолнечника, в то время как транскрипты гена SF21 появляются в рыльце и проводящих тканях пестика, т.е. на ранних стадиях. По-видимому, все эти гены принимают участие в процессах созревания, прорастания и роста пыльцевых трубок.  
Морфологические особенности мужской стерильности у подсолнечника. У подсолнечника выделяют три типа стерильных цветков, которые легко идентифицировать визуально по характерным морфологическим признакам пыльника и можно определить тип мужской стерильности [37, 91, 104].

Тип первый характеризуется обычным развитием пыльника, но резко отличается серой окраской от фертильного пыльника. В пыльцевых мешках содержится небольшое количество пыльцы, преимущественно абортивной. Пыльники выступают из венчика на половину своей длины. 

Стерильные цветки второго типа имеют пыльники нитевидной формы, которые не срастаются в трубочку. Пыльцевые мешки пустые или иногда содержат небольшое количество полностью стерильной пыльцы. Из-за отсутствия роста тычиночных нитей пыльники не выступают из венчика трубчатых цветков.    

М.Н. Пиревым [91] и А.Н. Ряботой [104] был описан третий тип стерильности, который по морфологическому строению пыльников ничем не отличается от первого типа стерильности, но при цитологическом анализе стерильные пыльцевые зерна лишены шипов.  

 Цветение фертильных форм подсолнечника. Подсолнечник типичное энтомофильное растение, опыляемое различными видами насекомых. Раскрытие трубчатых цветков подсолнечника и продуцирование пыльцы в пределах соцветия происходит от периферии корзинки к ее центру.   

Подсолнечник имеет протерандрический дихогамный тип цветения, который характеризуется опережающим созреванием тычинок по сравнению с пестиком, и это является одним из механизмов, способствующих перекрестному опылению и препятствующих самоопылению. У подсолнечника выделяют две стадии цветения трубчатых цветков – тычиночная и пестичная, различия между которыми связаны с продолжительностью и протерандрией. Цветение соцветия начинается с появления поздним вечером или раним утром язычковых цветков, и между 4.00 и 5.30 утра раскрывается венчик трубчатых цветков с последующим появлением сросшихся тычинок. Рост пестика характеризуется определенной динамикой развития. На первом этапе еще сомкнутое рыльце подвигает пыльцу кнаружи (при этом рост пестика временно прекращается). Пыльца сразу же разносится насекомыми и практически не попадает на собственное рыльце. Рост последнего возобновляется к 15.00-17.00 часам и впоследствии рыльце выходит из тычиночной нити и лопасти раскрываются, при этом тычинки увядают. Опыление рылец происходит на следующий день и через определенный промежуток времени (приблизительно через 24 часа) они втягиваются в венчик трубчатых цветков. Таким образом, развитие трубчатых цветков у фертильных растений продолжается в течение 2 суток. Фертильные растения цветут зонально, т.е. каждая зона включает 2-3 ряда трубчатых цветков с одновременным их развитием. Цветение подсолнечника, как и у большинства сельскохозяйственных культур, зависит от географического места выращивания изучаемого растительного материала, а также температурного режима, который замедляет или ускоряет ход цветения. Так, многолетними исследованиями А.К. Фурсовой [122] показаны существенные различия в динамике цветения подсолнечника в зависимости от условий года. Снижение температуры от +180С до +90С в момент цветения приводило к существенным сдвигам начала фаз развития трубчатых цветков. Разница во времени появления пыльцы составляла до 2 часов.    
Цветение стерильных форм подсолнечника. Цветение стерильных форм подсолнечника имеет такие же стадии роста тычинок и пестика, как и фертильных, но со значительным ускорением прохождения некоторых из них. Анализируя данные, полученные А.Н. Ряботой [104]  при  изучении особенностей цветения стерильных форм подсолнечника по сравнению с фертильными, можно выделить ряд характерных особенностей, которые заключаются в следующем: 

- однодневный тип цветения, т.е. время между выходом тычинок (первый тип стерильности) и выходом рыльца значительно уменьшается, и опыление проходит в этот же день. Вероятно, сокращение времени цветения связано с морфологическими особенностями строения трубчатых цветков. Если у растений первого типа стерильности тычиночная стадия прекращается сразу же после раскрытия венчика, то у растений второго типа стерильности тычиночная стадия вообще отсутствует. Таким образом, можно предположить, что в связи с неполным развитием тычиночной стадии или ее отсутствием и происходит однодневный цикл развития;     

- нарушение зональности цветения (цветение трубчатых цветков, расположенных ближе к центру, начинается раньше по сравнению с цветками, которые находятся на периферии корзинки подсолнечника). 

Особенности гибридизации подсолнечника. Существуют несколько способов скрещивания исходных родительских форм подсолнечника: 1) использование ручной кастрации; 2) скрещивание на стерильной основе.

Ручная кастрация основывается на знаниях об особенностях цветения трубчатых цветков, т.е. удаление тычинок проводят сразу же после их появления в утренние часы с 6.00 до 8.00. Перед началом кастрации индивидуальные корзинки подсолнечника изолируют, помещая их под пергаментные изоляторы. Как только зацветает первый ярус трубчатых цветков, тычинки удаляют при помощи пинцета. Эту процедуру повторяют 2-3 раза. Для сокращения затрат труда, следующие яруса трубчатых цветков вырезают скальпелем, после чего проводят опыление пыльцой отцовской формы, предварительно собрав ее в бюксы. Эту процедуру повторяют 3-4 раза. При этом, материнский и отцовский растительный материал для скрещивания высевают рядом отдельными рядками по схеме: ♀:♂:♀. Это позволяет проводить опыление двух разных материнских генотипов одной отцовской формой подсолнечника. Совпадение сроков цветения у расположенных рядом индивидуальных растений позволяет использовать изоляторы типа «рукав», размер которых составляет 100 × 50 см. Изолятор склеивают по длинной стороне, а короткие стороны остаются несклеенными. Использование такого типа изоляторов в трудоемком селекционном процессе позволяет увеличить число гибридных комбинаций в несколько раз. 

Одну корзинку можно использовать и для опыления 3-4 генотипами, предварительно разделив ее на части, что позволяет контролировать чистоту эксперимента и изучать влияние материнского генотипа на биологические и хозяйственно-ценные признаки гибрида, полученного в скрещиваниях с разными отцовскими формами. Такой подход был предложен А.Н. Ряботой [104]. Общий вид соцветия подсолнечника до и после  изоляции представлен в приложении на рисунке 2. 
