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Введение

Актуальность. В настоящее время одной из актуальных проблем биологии и экологии является изучение биоразнообразия. Биоразнообразие – это один из главных факторов, обеспечивающих устойчивость, как отдельных экосистем, так и биосферы в целом. 


Данная работа актуальна, так как  насекомоядные растения до сих пор остаются малоизученными, особенно в области пищеварения. Изучение физиологии пищеварения хищных растений на примере Венериной мухоловки увеличит знания человека в области ботаники и физиологии растений.


Цель работы: изучить физиологию пищеварения насекомоядных растений на примере Венериной мухоловки.

Для достижения поставленной цели были определены задачи: 

1. Изучить анатомию ловчих листьев венериной мухоловки.

2. Изучить факторы, вызывающие интерес насекомых к ловчим листьям.

3. Изучить факторы, вызывающие закрывание ловушки и начало пищеварения.

4. Сравнить скорость переваривания различной белковой пищи.

5. Провести наблюдение за реакцией растения на попадание в ловушку веществ не белкового происхождения. 


Новизна. В литературных источниках нами не было обнаружено информации о факторах, влияющих на работу ловчего аппарата Венериной мухоловки. Нами впервые изучены особенности переваривания различной белковой пищи, а также определена скорость переваривания.

Практическая значимость. Данные наших исследований могут быть использованы для проведения более детального изучения процессов пищеварения не только на примере Венериной мухоловки, но и на примере растений других видов.

Обзор литературы.

1.1 Общее описание Венериной мухоловки

Венерина мухоловка (Dionaea muscipula L.) – насекомоядное растение из порядка гвоздичноцветных,  принадлежащее к семейству росянковых, единственный вид в своём роде. Венерина мухоловка  в естественных условиях распространено в тёплых болотистых регионах на атлантическом побережье Северной Америки. (Фридхельм Бехтхольд, 2000). Так как растение живёт на болотистых почвах, бедных азотом, листья дионеи видоизменились в ловушки, но способность к фотосинтезу не утратили.  


Ловушка состоит из двух половинок, на каждой из которых находятся многочисленные пищеварительные железы и чувствительные волоски. Их количество зависит от величины площади ловушки – чем больше площадь, тем больше чувствительных волосков (3 или 4 на каждой половинке). Чувствительные волоски расположены симметрично относительно друг друга и обозначают вершины геометрических фигур: если их три, то это равнобедренный треугольник, если четыре – равнобедренная трапеция. По краям ловушки в виде ободка расположены железы, выделяющие сладкий нектар, который привлекает насекомых. 


Венерина мухоловка – многолетнее растение. В зимнее время она впадает в период покоя, и все процессы прекращаются. Весной растение вновь оживает, начинает цвести, появляются новые ловчие листья.  Однако, в большинстве случаев, растение умирает после цветения. Также растение может размножаться вегетативно путём образования дочерних розеток.

1.2.  Принцип действия ловушки

Дионея приманивает насекомых выработанным железками по краям её ловушек нектаром. Насекомые, собирая нектар, раздражают чувствительные волоски. При первичном затрагивании волоска ловушка чуть-чуть прикрывается. При вторичном затрагивании (неважно какого волоска: того же ли другого) ловушка быстро закрывается так, что зубчатые отростки, расположенные по краям листа, заходят один за другой, насекомое остаётся в ловушке и продолжает раздражать чувствительные волоски. Испуганное насекомое начинает выделять оборонительные отпугивающие вещества, что служит химическим раздражителем для ловушки. Лист смыкается всё плотнее, и уже через два часа пищеварительные железы начинают вырабатывать пищеварительный сок. После переваривания жертвы ловушка открывается и остаётся не рабочей примерно неделю, чтобы восполнить запасы пищеварительных ферментов (Холодный, 1935).

В среднем, каждая ловушка рассчитана на три переваривания. Но при попадании в ловушку относительно крупных видов насекомых, так как комнатная муха, уже после первого переваривания она становится не способной. 
1.3. Механизм закрывания ловушки. 


Механизм закрывания ловушки до сих пор не изучен до конца. Но есть предположение, что это происходит из-за быстрого изменения проницаемости протоплазмы и резкого падения давления тургора клеток на верхней стороне листа, по бокам главной жилки. 


Чувствительный волосок многоклеточный, представляет собой капсулу, наполненную пурпурной жидкостью (Чарльз Дарвин, 1875). При его затрагивании, вероятно, пурпурная жидкость взбалтывается и образуется бурный H+ K+ Cl- обмен в клетках, образующих этот волосок. Так рождается потенциал действия. Он распространяется по листу с очень высокой скоростью. В самом листе есть специальные моторные клетки. Они делятся на два типа: экстензорные клетки и флексорные клетки. Слои этих клеток лежат друг под другом в паренхиме ловушки так, что экстензорные клетки находятся на внутренней стороне, а флексорные – на внешней. При подходе первичного потенциала действия к слоям этих клеток он индуцирует потенциал действия другого типа. Из экстензорных клеток резко выходят ионы K+ и Cl- и заходят ионы H+, что вызывает выход воды из вакуолей этих клеток в межклетник и потери ими давления тургора. Ионный состав межклетника меняется: ионов H+ недостаток, ионов K+  и Cl- - избыток. Это вызывает резкий выход ионов H+ из вакуолей флексорных клеток в межклетники, и вход ионов K+  и Cl-  вместе с водой в эти клети. (Полевой, 1989г.).   


И так, одновременное понижение давления  тургора экстензорных клеток и повышение давления тургора флексорных клеток вызывает закрывание ловушки. Также весьма вероятно, что движение половинок ловушки совершается, как у Drosera, под влиянием каких-то веществ, распространяющихся из железок по тканям листа  к месту, где происходит двигательная реакция, то есть к главной жилке. Однако это предположение совершенно не применимо в «передаче возбуждения», вызванного прикосновением к чувствительным волоскам, ввиду значительной скорости разыгрывающихся при этом процессов. По всей вероятности, в  последнем случае распространение двигательного стимула связано с передачей электрической энергии. 
Исследования Бердон-Сандерсона, Мунка и др. действительно показали, что в листе венериной мухоловки при раздражении происходят электрофизиологические явления, чрезвычайно напоминающие те, которые наблюдаются при передаче возбуждения в нервно-мышечном аппарате животных. (Холодный, 1935).  
1. Основная часть. 

1.1. Методы и этапы проведения исследования 

У растения Dionaea muscipula нами изучалось анатомическое строение видоизмененного и обычного листа, строение желёз и их месторасположение, дифференцировка желёз, механизмы работы ловушек, факторы, вызывающие выделение пищеварительного сока и закрывание листа. 
2.1.1. Исследование анатомического строения листа, строения желёз и их месторасположения на всём листе, дифференцировка желёз.


Для проведения данного исследования нами были приготовлены гистологические срезы эпидермиса  внутренней стороны ловушки в области пищеварения и в области выделения нектара.
При изучении срезов эпидермиса были выявлены три вида желёз,  подсчитан их количественный состав на 1мм² в разных частях всего листа и проведён сравнительный анализ. Также был подсчитан количественный состав устьиц на 1мм², и проведён сравнительный анализ эпидермиса внешней и внутренней стороны ловушки.

Для измерения количественного состава желёз на 1 квадратный миллиметр делалось несколько срезов. Затем считали количество желёз под световым школьным микроскопом по всей площади среза при увеличении в 100 раз. 

Далее проводилось сравнение срезов с геометрическими фигурами, и находилась их примерная площадь по определённым математическим формулам. Стороны получившихся срезов измеряли миллиметровой линейкой. После находили среднее арифметическое площадей срезов и количества желёз, или устьиц, составляли отношение [image: image2.png]n Henes (yeremm)



,   а затем составляли пропорцию, чтобы найти примерное количество желёз, или устьиц, на 1 мм²:   
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2.1.2. Исследование механизма работы ловушек и факторов, вызывающих выделение пищеварительного сока

Чарльзом Дарвином было выявлено, что ловушки Dionaea muscipula закрываются не только из-за механического раздражения волосков, но и из-за химического раздражения белковыми веществами. Нами были повторены опыты Ч. Дарвина: на край ловушки помещали мазок белкового вещества (мазок внутренностей личинки мухи). Через 12 часов ловушка «обхватила», как росянка, мазок внутренностей, при этом она вся не закрывалась. Через некоторое время было заметно выделение пищеварительного сока. Пищеварение происходило, как обычно. Когда белковое вещество полностью переварилось растением, половины створок ловушки раскрылись (приложение 1, рис.1).

Также на ловушки помещались капельки сырого куриного белка. Результат был тот же самый. Все полученные нами результаты совпадали с результатами, получаемыми Ч. Дарвином. 


Удивительно то, что если даже ловушка не закрывается из-за сильного и частого раздражения чувствительных волосков, она всё равно закрывается из-за химического раздражения белковым веществом, переваривая его как обычно. Если ловушка не может выполнять пищеварительную функцию, она очень сильно выгибается во внешнюю сторону так, что градус между двумя створками ловушек равен 160 -180. Но она остаётся зелёной и способна к фотосинтезу.  

После этих опытов мы поместили на несколько ловушек по 1 мл 14% раствора глицина.  Через несколько часов вода испарилась, а на ловушках остался белый осадок. Вещество не поглотилось ловушками и не вызвало их закрывания. Благодаря этому опыту мы выяснили, что мономеры белковых соединений не являются химическими раздражителями.


Далее мы поместили на четыре ловушки по 1 мл куриного белка и три из них посыпали  порциями глицина массой 0.25 грамма. Затем каждую закрыли путём раздражения чувствительных волосков.  Через два дня после закрывания  ловушек, края ловушек с глицином начали  подсыхать. Спустя ещё четыре дня ловушка с чистым белком начала открываться, а остальные высохли. Сначала высыхает центральная жилка листа, то есть перекрываются главные проводящие пучки, а затем ловушка умирает, не закончив переваривание до конца – в отмершей ловушке остаётся смесь ферментов и белков (приложение 1, рис.2, рис.3, рис.4.) 

Такое же явление наблюдалось, когда растение переваривало личинку мухи, богатую белками. Этот опыт был проведён ещё раз, только вместо глицина использовали сахарозу. Соотношение объёма белка и сахарозы оставили тем же. Но результат оказался другим. Ловушки переварили белок полностью, и продукты гидролиза впитались вместе с сахарозой, не вызвав гибели видоизменённого листа. 


Чтобы проверить, впитывается или нет сахароза ловушкой, мы приготовили 14% раствор сахарозы и поместили 1мл этого раствора на несколько ловушек. Вода испарилась, но на листьях остались кристаллы сахарозы. При этом ловчие листья не потеряли способность закрываться при раздражении чувствительных волосков.  

Также нами был приготовлен  0,9% раствор хлорида натрия. Затем мы поместили раствор в объёме 1 мл на разные места ловушек: на край листа, в середину, в область чувствительного волоска. Вода испарилась, а на листьях остались кристаллы соли. Но после данного опыта лист плохо закрывался, или не закрывался вовсе в тех местах, где были помещены капли раствора. А чувствительный волосок потерял свою «чувствительность».     

Исходя из того, что венерина мухоловка, подобно росянке, способна реагировать на химическое раздражение, Чарльз Дарвин сделал вывод, что для начала пищеварения необходим химический раздражитель, который выделяет насекомое, попав в ловушку, от испуга или, обороняясь. Мы решили это проверить. 


Для проведения данного эксперимента нам понадобилась тоненькая щепочка. Ей производилось постоянное механическое раздражение чувствительных волосков ловушки, вследствие чего она плотно закрылась. Однако пищеварительный сок не пошёл через два часа после полного закрытия ловушки, как это происходило ранее. Раздражение проводилось дальше, и спустя ещё два часа, пошёл сок (наличие сока проверялось путём приоткрывания створок ловушки).  В результате данного опыта выявилось, что наличие химического раздражителя в ловушке не обязательно, но оно ускоряет процесс выделения пищеварительных ферментов.
 
После того, как начал выделяться пищеварительный сок, мы перестали раздражать волоски, при этом ферменты продолжали синтезироваться на протяжении недели (с каждым днём ловушка всё больше наполнялась ими). На вторую  неделю ловчий лист начал открываться, в дальнейшем больше не функционируя. Оказалось, что он пуст.  Это говорит о том, что даже ферменты самой венериной мухоловки, являясь белковыми полимерами, раздражают хеморецепторы, что способствует ещё большему соковыделению. Но так как нет субстрата, ферменты со временем самогидролизируются до аминокислот, которые перестают оказывать раздражение, всасываются, и ловушка открывается.
1.2. Результаты исследования и их обсуждение

В результате изучения гистологических срезов эпидермиса листа в разных его частях нами были выявлены три типа желёз: пищеварительные, нектарные и, предположительно, ароматические. Так как клетки последних желёз имеют другую форму и размеры, а так же определённое местоположение (встречаются только на оборотной стороне листа), мы предположили, что данные железы выделяют ароматические вещества. Также стоит заметить, что Чарльз Дарвин упоминает только нектарные и пищеварительные железы. После их изучения был проведён сравнительный анализ (приложение 2). 


Так же нами было подсчитано примерное количество устьиц на 1 квадратный миллиметр.  Оно составило 1/[image: image5.png]


.

Результаты исследования физиологии пищеварения у венериной мухоловки показали, что все простые низкомолекулярные вещества (углеводы, аминокислоты, макроэлементы) поглощаются растением только в процессе пищеварения, притом их избыток может вызвать гибель ловушки. Несмотря на то, что эпидермис ловушки тонкий, такие низкомолекулярные вещества, как ионы, не впитываются в неё, но вытягивают воду из клеток ловушки, вследствие чего ловушка теряет способность очень быстро закрываться. Однако в процессе пищеварения все вещества впитываются. Это указывает на то, что продукты гидролиза поглощаются растением не через эпидермис, а через специальные отверстия, которые открываются и в этот момент активно всасывают продукты пищеварения. Скорее всего, роль всасывания питательных веществ выполняют пищеварительные железы. Также на это указывает тот факт, что пищеварительные железы расположены на ножках, и к каждой из них подходит проводящий пучок.

Эта гипотеза объясняется тем, что флоэма состоит из ситовидных трубок, по которым могут идти только относительно низкомолекулярные вещества. Когда пищеварительные железы активируются, открывается проток. Ферменты – высокомолекулярные вещества, поэтому они не засасываются флоэмой, а выходят в полость. Как только полимеры расщепляются до мономеров, они сразу же всасываются флоэмой.  
3. Заключение и выводы. 


В процессе изучения венериной мухоловки нами было выдвинуто несколько гипотез, которые невозможно проверить в условиях школьной лаборатории. Тем не менее, мы попытались дать им объяснение.
«Обнаруженные на оборотной стороне листа и внешней стороне ловушки железы, скорее всего, являются ароматическими». – Так как  железы с клетками такой формы расположены на оборотной стороне листа, то они не могут быть нектарными – насекомое не сможет подобраться к ним. Значит, они могут выделять аромат, который привлекает насекомых к листу, где они находят на внешней стороне листа нектарные капельки и поднимаются вверх к ловушке.
«У растения есть защитная реакция, которая предохраняет организм от избытка тех или иных веществ. Она выражается в сбрасывании ловушки с недопереваренной пищей». – В процессе исследования было замечено, что при попадании пищи с огромным содержанием белка сначала чернеют и высыхают края листьев, затем средняя жилка и конец шейки между ловушки и не видоизменённой частью листка. Далее ловушка полностью высыхает и полностью отпадает. Это можно объяснить тем, что при всасывании продуктов гидролиза из-за высокой концентрации определённых веществ происходит плазмолиз клеток флоэмы и их гибель, вследствие чего перекрывается ток органических веществ в корневище. Так как ловушка больше не нужна растению, ксилема в области перехода ловушки в нормальный лист перекрывается, и ловушка погибает от обезвоживания.
«Механизм закрывания ловушки под действием химических раздражителей и сохранения её закрытой на протяжении всего пищеварения, механизм открытия ловушки после пищеварения и отсутствия действия какого-либо раздражителя, механизм активации пищеварительных желёз под действием механического и химического раздражителя».  -  Механизм быстрого движения растений основан на быстром изменении давления тургора в флексорных и экстензорных клетках:  из клеток-экстензоров выходят ионы калия и хлора и вода, а ионы водорода заходят. Из клеток-флексоров выходят ионы водорода, а ионы кали и хлора и вода заходят. Таким образом, клетки-экстензоры тургор теряют, а клетки-флексоры повышают. Лист закрывается.


При постоянном раздражении чувствительных волосков растения ловушка плотно смыкается, а через следующие два часа начинает выделяться пищеварительный сок. Так как пищеварительный сок начинает вырабатываться только при полном смыкании створок ловушки, а сок имеет кислую реакцию среды, то есть содержит ионы водорода, то можно предположить, что к моменту полного закрытия ловушки мякоть видоизменённого листа содержит много протонов водорода, которые поступают в пищеварительные железы для синтеза муравьиной кислоты. Так как протоны водорода и формиат  ионы имеют маленькие размеры, они всасываются в процессе пищеварения флоэмой. Но, благодаря своим маленьким размерам, они проходят сквозь стенки ситовидных трубок в мякоть листа, откуда снова поступают в пищеварительные железы. 


Если раздражение чувствительного волоска было единичным, и лист закрылся не полностью, то в мякоти листа не накапливается нужного количества протонов водорода для активации желёз. В этом случае, так как ионы могут свободно проходить через клеточные мембраны, прежний ионный состав клеток восстанавливается, и ловушка открывается. 


В химическом раздражении участвуют белковые полимеры. Они раздражают хеморецепторы. В этот момент пищеварительным железам для их активации нужны протоны водорода,  которых в излишестве нет. Поэтому происходит не распространяющийся, а только местный (то есть только в том месте, где расположен химический раздражитель) выход ионов водорода из клеток-флексоров, часть из которых идёт к пищеварительным железам.  Так как из флексоров вышли протоны водорода, то в них теперь заходят ионы калия и хлора, которые вытягивают воду из экстензоров вместе с ионами  калия и хлора. Протоны водорода, которые не пошли на синтез муравьиной кислоты, входят в клетки-экстензоры на место ионов калия и хлора. Так как данный процесс вызван не под действием электрического потенциала, произошедшим от раздражения чувствительного волоска, а под действием возбуждения хеморецепторов, этот процесс происходит очень медленно: от 12 до 24 часов. 

Во время пищеварения лист не открывается. Это происходит, потому что белковые полимеры постоянно раздражают хеморецепторы. Благодаря им протоны водорода постоянно поступают в пищеварительные железы, а не в клетки-флексоры. Как только в образованном «желудке» остаются одни мономеры, раздражение прекращается. Всасываемые ионы водорода возвращаются обратно в мякоть ловушки и остаются там. Постепенно ионный состав клеток-экстензоров и клеток-флексоров возвращается к первоначальному, и ловушка открывается. 


Следует заметить, что если пищеварительные железы мертвы, то химическое раздражение не вызовет закрывания ловушки и выделения пищеварительного сока. Из этого следует то, что пищеварительные железы и есть хеморецепторы.   
В ходе проведения исследований нами были сделаны следующие выводы:

1. Растворы солей, сахарозы, глицина не вызывают закрывания ловушек, тогда как вещества белкового происхождения вызывают.  

2. Все вещества, в том числе и соли, состоящие из двух элементов, поглощаются растением только во время переваривания пищи. 

3. Многие вещества, в том числе и аминокислоты, в большом избытке вызывают защитную реакцию растения – сбрасывание ловчего листа, не завершив переваривание до конца.

4. Переваривание куриного белка идёт легче и быстрее, чем переваривание белка, содержащегося в насекомых. Переваривание надрезанной личинки мухи идёт гораздо легче и быстрее, чем переваривание не надрезанной личинки. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1
Листья венериной мухоловки (Dionaea muscipula L.) в открытом и закрытом состоянии
[image: image6.jpg]


    [image: image7.jpg]


        
                                                   Рис. 1                                          Рис.2                            
[image: image8.jpg]


     [image: image9.jpg]



                                                       Рис.3                                    Рис.4

ПРИЛОЖЕНИЕ 2

Таблица 1 – сравнительная характеристика разных типов желез ловчих листьев 

венериной мухоловки (Dionaea muscipula L.)
	Наименование критерия.
	Характеристика пищеварительных желёз.
	Характеристика нектарных желёз.
	Характеристика ароматических желёз.

	Количество клеток в составе железы
	От 27 до 30.
	От 17 до 20.
	От 8 до 10.

	Расположение клеток в железе
	Клетки расположены по кругу в три ряда. Первый ряд состоит из четырёх клеток. Второй ряд состоит из трёх клеток. Третий может быть по количеству клеток в полтора, или в два раза больше второго.


	Клетки расположены по кругу в два ряда. Первый ряд состоит из четырёх клеток. Второй может иметь в своём составе от  13 до 16 клеток.
	Клетки расположены по кругу в два ряд, образуя «цветок». Первый круг состоит из 2-4 клеток. Второй круг состоит из 6-8 клеток.

	Характеристика клеток желёз
	Клетки крупные, полупрозрачные, наполнены пищеварительным соком. Ядра видны плохо. Центральные клетки темнее остальных, имеют коричневатый оттенок и образуют главный выводной проток.
	Клетки мельче клеток пищеварительных желёз. В их цитоплазме встречаются хлоропласты, но не в таком большом количестве, как в фотосинтезирующих клетках. Также имеется ядро. Центральные клетки гораздо темнее остальных, имеют тёмно-коричневый цвет и образуют главный выводной проток. 
	Клетки, образующие проток, маленькие, темноватые. Клетки второго ряда крупные, вытянутые, овальной формы. Имеют тёмно-жёлтоватую окраску, Видно ядро и пластиды. 

	Предположительный тип секреции желёз
	Голокриновый.
	Мерокриновый.
	Мерокриновый.

	Месторасположение желёз в ловушке 
	Отсутствуют только по краям обеих половинок ловушки, а так же на обратной стороне ловушки и на не видоизменённой части листа.
	С краёв обеих половинок ловушки в виде ободка. Также расположены на лицевой сторонене видоизменённой части листа.
	На внешней и оборотной стороне ловушки и   не видоизменённой части листа.

	Концентрация желёз на внутренней стороне ловушки
	≈ 24/[image: image11.png]wn’




	≈ 3/[image: image13.png]wn’
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	Концентрация желёз на внешней стороне ловушки
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	Концентрация желёз на лицевой поверхности не видоизменённого листа
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	Концентрация желёз на оборотной стороне не видоизменённого листа 
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	Значение желёз для растения
	Вырабатывают пищеварительный сок, в составе которого содержатся пищеварительные ферменты и муравьиная кислота, которая поддерживает кислую реакцию среды. После переваривания пищи они же всасывают питательные вещества.
	Вырабатывают сладкий нектар, который приманивает насекомых прямо в ловушку
	Выделяют ароматные вещества, приманивающие насекомых, проходящих мимо растения, в ловушку.
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