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Вивчення ролі NO та актинових філаментів у відповіді рослин на дію холоду
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На сьогоднішній день велика увага приділя-
ється вивченню впливу різних стресових факто-
рів, серед яких холод, на цитоскелет рослиної 
клітини. Мікротрубочки та актинові філаменти – 
основні складові цитоскелету – відіграють клю-
чову роль у процесах росту і морфогенезу клі-
тин, тканин і органів рослин, визначають субклі-
тинну організацію, розподіл, полярність, дифе-
ренціацію клітин, впливають на рух органел, 
внутрішньо- та міжклітиний транспорт речовин, 
процеси ендо- та екзоцитозу [1]. Як і інші стреси 
спека та холод є одним з основних обмежень, що 
впливають на врожайність сільськогосподар-
ських культур. Висока температура викликає 
окислювальний стрес, перекисне окислення ліпі-
дів, пошкоджує мембрани, викликає деградацію 
білків, інактивацію ферментів і порушення ДНК 
в рослинах [2]. Низькі температури також викли-
кають багато змін в біохімічних і фізіологічних 
процесах у рослин. Холод є важливим абіотич-
ним фактором, який впливає на ріст та розвиток 
рослин, а також на полімерний склад компонен-
тів цитоскелету, їх орієнтацію, організацію і вза-
ємодію з різними внутрішньоклітинними струк-
турами [3]. Так, наприклад, встановлено, що 
низька температура призводить до змін в органі-
зації мікротрубочок, викликаючи їх повну депо-
лімерізацію [4]. На коренях кукурудзи було про-
демонстровано, що найбільш чутливими до низь-
кої температури є кортикальні мікротрубочки в 
перехідній зоні та зоні розтягу кореня, тоді як мі-
кротрубочки в клітинах зони меристеми кореня 
мають велику стійкість до холоду [5]. Так, вста-
новлено, що інгібітори протеїнкіназ підвищують 
стабільність мікротрубочок до холоду в суспен-
зійних клітинах Nicotiana tabacum L. [6]. Нещо-
давно також було виявлено, що обробка пророст-
ків Arabidopsis thaliana інгібітором нерецептор-
них тирозинкіназ значно збільшує чутливість 
кортикальних мікротрубочок до дії холоду. На 
противагу цьому після обробки коренів інгібіто-
ром тирозинфосфатаз кортикальні мікротрубоч-
ки в різних типах клітин кореня ставали більш 
стійкими до дії низької температури [7]. значно 
менше робіт присвячено дослідженню впливу 
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холоду на актинові філаменти. Раніше було пока-
зано, що мікрофіламенти клітин луски цибулі ви-
тримували холодовий стрес, викликаний дією 
температури від 0 до +4 °С протягом години без 
зміни своєї структури, а мікротрубочки при цьо-
му майже повністю деполімерізувались [8]. У 
той час, як обробка суспензійних клітин BY-2 
(Nicotiana tabacum L.) 0 °С протягом 5 хв призво-
дить до зникнення радіальних ниток мікрофіла-
ментів, через 20 хв спостерігається формування 
невпорядкованої мережі товстих і розгалужених 
мікрофіламентів, а при подальшій дії холоду 
вони виглядають як окремі короткі точково по-
фарбовані структури або стержні [9].

В останнє десятиліття велику увагу приді-
ляють дослідженню оксид азоту (NO) – універ-
сального вторинного посередника в клітинах еу-
каріотичних організмів [10]. NO – газоподібна, 
нейтральна двоатомна молекула (вільний ради-
кал), легко проникає через мембрани клітин ор-
ганізмів з періодом напіврозпаду в біологічних 
середовищах близько 6 сек [11]. У багатьох до-
слідженнях, вчені намагалися з’ясувати роль NO 
у боротьбі з темпетатурним стресом. Було, на-
приклад, встановлено, що дія високої темпера-
тури на клітини люцерни призводить до підви-
щення синтезу NO [12]. Zhao із співавт. [13] по-
відомляють, що холодова акліматизація виклика-
на підвищенням синтезу ендогенного NO у дико-
го типу Arabidopsis thaliana і в листках мутанта 
Atnoa1/rif1, в той час як рівень ендогенного NO 
nia1nia2 (Nr-дефектний подвійний мутант) був 
нижчим, ніж у дикого типу. Холодова аклімати-
зація стимулює діяльність Nr і індукує регуля-
цію генів NIA1. Фармакологічні дослідження з 
використанням Nr інгібітора NO поглинача і NO 
донорів показало, що рівень NO позитивно ко-
релює із заморожуванням холодом. Тому, метою 
даної роботи було вивчення ролі NO та актино-
вих філаментів у відповідь рослин на дію холоду.

Матеріали і методи
Експерименти проводили на чотирьохден-

них проростках лінії Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh., що експресує химерний ген 35::GFP-
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тинових філаментів на основі серії оптичних зрі-
зів (Z–стеків) з інтервалом 0,2–0,7 мкм.

Результати та обговорення
У роботі досліджували організації актино-

вих філаментів in vivo в різних типах клітин го-
ловних коренів A. thaliana (GFP-aBD2-GFP) піс-
ля обробки низькою температурою (+4 °С) та 
після комбінованого впливу холоду і екзогеного 
донора NO (нітропрусиду натрію). У результаті 
проведених експериментів спостерігаються змі-
ни нативної організації актинових філаментів в 
різних зонах головних коренів A. thaliana (GFP-
aBD2-GFP). У необроблених проростків в епі-
дермальних клітинах мікрофіламенти являють 
собою тонку і високодинамічну сітчасту структу-
ру (рис. 1 І (А)). Вже після 1 год обробки холодом 
актинові філаменти частково деполімеризуються 
(рис. 1 І (В)), а після 2 год обробки неупорядкова-
на сітка мікрофіламентів розріджується і спосте-
рігаються короткі нитки актину (рис. 1, І (Д). Піс-
ля комбінованого впливу холоду та екзогенного 
донора NO (SNP 100 мкM) відбувається часткове 
відновлення сітки мікрофіламентів (рис. 1 І (Г)), 
утворюються тонкі закручені тяжі, що рівномір-
но заповнюють весь об’єм клітини (рис.1 І (Е)). 
В клітинах меристеми актинові філаменти пред-
ставляють собою потовщені пучки, розташовані 
навколо ядра у вигляді сітчастої структури (рис. 1 
ІІ (А)). Після впливу холоду відбувається частко-
ва (рис. 1 ІІ (В)) або повна деполімеризація ниток 
актину (рис. 1 ІІ (Д)). Комбінований вплив низь-
кої температури і донора також призводив до від-
новлення сітки мікрофіламентів. Спостерігалося 
зменшення клітин із частковою і повною деполі-
меризацією (рис. 1 ІІ (Г)), мікрофіламенти зно-
ву починали закручуватись і скупчуватись, утво-
рюючи сітку навколо ядра клітини (рис. 1 ІІ (Е)). 

Як і в епідермальних клітинах кореневого 
апекса, так і в епідермальних клітинах зони розтя-
гу головних коренів A. thaliana (GFP-aBD2-GFP) 
актинові нитки являють собою систему довгих 
пучків мікрофіламентних структур, рівномір-
но розташованих всередині клітини (рис. 2 А). 
У більшості клітин зони розтягу після 1 год об-
робки температурою +4 °С мікрофіламенти дезо-
рієнтуються (рис. 2 Б), а в окремих клітках піс-
ля 2 год обробки залишається рідка сітка довгих 
і товстих тяжів (рис. 2 ІІ В). Після комбінованого 
впливу донора і низької температури, скупчення 
ниток в товсті пучки не спостерігається, а відбу-
вається їх дезорієнтація і реорієнтація (рис. 2 Д, 
В) у порівняні з контрольними зразками.

aBD2-GFP (F-актин зв’язуючий домен (aBD) 
гена фімбрину (AtFIM1) із A. thaliana, злитий з 
геном gfp як до С- так і до N-кінця aBD2), що 
дозволяє візуалізувати актинові філаменти в жи-
вих клітинах цієї лінії (Wang et al., 2005). Як мо-
дулятор вмісту NO використовували донор екзо-
генного NO, нітропрусид натрію (натрій нітрозо-
феріціанід дегідрат), який розчиняли у дистильо-
ваній воді безпосередньо перед початком експе-
рименту в концентрації 100 мкМ. Для поверхне-
вої стерилізації насіння A. thaliana (GFP-aBD2-
GFP) витримували в 6 %-ому розчині гіпохло-
риду натрію протягом 6–10 хв з подальшим п’я-
тикратним відмиванням стерильною дистильо-
ваною водою. Для пророщування в асептичних 
умовах насіння переносили на тверде живиль-
не середовище Мурасіге-Скуга (Murashige and 
Skoog salts, Duchefa, Нідерланди), що містить 
2,2 г/л набору макро- и мікросолей середовища 
MS, збагачене тіаміном та міоінозитолом, а та-
кож 10 г/л сахарози та 4 г/л джелрайту, рН 5,7. 
Надалі висаджене насіння стратифікували за 
температури +4 °С протягом 24 год, а потім за-
лишали для проростання на 4 доби за постійної 
температури +22 °С і 16/8-годинному фотоперіо-
ді. Чотиридені проростки A. thaliana витримува-
ли у пластикових чашках Петрі об’ємом 5 мл у 
водному розчині нітропрусиду натрію (100 мкM) 
протягом 1 год. Обробку холодом (+4 °С) прово-
дили відразу перед зйомкою, поміщаючи чашки 
Петрі з проростками в холодильник на 1–2 год. 

зміни морфології головних коренів проро-
стків A. thaliana (GFP-aBD2-GFP) в умовах хо-
лодового стресу вивчали за допомогою світло-
вого мікроскопа axioskop 40 (Carl Zeiss, Німеч-
чина), об’єктиви Plan-Neofluar 10x/0.30, 20x/0.5 
і 40x/1.30 Oil DIC. Організацію актинових філа-
ментів після обробки холодом та модуляторами 
вмісту NO через 1 і 2 год вивчали in vivo за до-
помогою лазерного скануючого конфокального 
мікроскопу LSM 5 PaSCaL (Carl Zeiss, Німеч-
чина). Для отримання тривимірного зображен-
ня використовували агарозний гель з довжиною 
хвилі 488 нм, роздільний фільтр HFT 405/488, 
емісійний фільтр ВР 505–530, об’єктиви Plan 
apochromat 40x/1.4 DIC і 60x/1.4 Oil DIC. Інди-
відуальну конфігурацію визначали для кожного 
об’єктива шляхом зміни параметрів швидкості 
сканування, точкової діафрагми і детектора лазе-
ра. за допомогою програмного забезпечення вер-
сії 4SP2 LSM 510 METА (Carl Zeiss, Німеччина) 
отримували тривимірні структури організації ак-
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Встановлено, що особливу чутливість до 
дії холоду мають актинові філаменти в диферен-
ційованих клітинах, у тому числі в клітинах ко-
реневих волосків. Після обробки коренів холо-
дом спостерігається розрідження актинової сіт-
ки, візуалізуються лише яскраво забарвлені точ-
кові структури або короткі мікрофіламенти. (рис. 
3 Б, В). Комбінована дія холоду та нітропруси-
ду натрію в концентрації 100 мкM показує дещо 
іншу картину. Мікрофіламенти візуалізуються у 
вигляді густої розгалуженої сітки (рис. 3 Д, Е). 

Раніше нами було продемонстровано вира-
жений вплив низької температури (+4 °С) на при-
життєву організацію і орієнтацію актинових фі-
ламентів, що є однією з причин змін морфоло-
гії і росту головних коренів A. thaliana. Найбільш 
чутливими до дії холоду виявились кореневі во-
лоски, меристематичні клітини, а також епідер-
мальні клітини всіх досліджуваних зон кореня 
[14]. Красиленко із співав. [15] вперше показали, 
що NO опосередковує реорганізацію мікротру-
бочок як основних компонентів цитоскелету, що 
є рушійною силою морфогенезу. Було виявлено 

Рис. 1. Организація актинових філаментів в клітинах кореня A thaliana (GFP-aBD2-GFP) після обробки тем-
пературою +4 °С та екзогенним донором NO: І – епідермальні клітини, ІІ – зона меристеми: А – контроль, Б – 
контроль + 100 мкM SNP; В – вплив холоду, 1 год; Г – вплив холоду + 100 мкM SNP, 1 год; Д – вплив холо-

ду, 2 год; Е – вплив холоду + 100 мкM SNP, 2 год. Масштаб: 20 мкм

Рис. 2. Організація актинових філаментів в епідер-
мальних клітинах зони розтягу кореня A. thaliana 
(GFP-aBD2-GFP) після обробки температурою 
+4 °С та екзогенним донором NO: А – контроль; Б – 
вплив холоду, 1 год; В – вплив холоду, 2 год; Г – 
контроль + 100 мкM SNP; Д – вплив холоду + 100 
мкM SNP, 1 год; Е – вплив холоду + 100 мкM SNP, 

2 год. Масштаб: 20 мкм
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новлено, що порушення орієнтації мікрофіла-
ментів відновлюється за допомогою екзогенного 
донора NO, що позитивно корелює відносно до 
охолодження. Найбільш чутливими до дії холо-
ду виявилися кореневі волоски, меристематичні 
клітини і клітини зони розтягу, а також епідер-
мальні клітини всіх досліджуваних зон кореня 
A. thaliana. з’ясування впливу низьких темпера-
тур на цитоскелет клітини має важливе значен-
ня для розуміння механізмів їх дії на рослинний 
організм в цілому, і тому може служити основою 
для пошуку шляхів зменшення їх негативного 
 впливу.

стимулюючий вплив донора NO (10–500 мкМ) на 
ріст коренів, що узгоджується зі зміною орієнта-
ції та організації мікротрубочок у клітинах пев-
них ростових зон коренів A. thaliana. 

Висновки
Отримані нами дані вперше демонструють 

негативний вплив низької температури (+4 °С), 
а також комбінований вплив холоду і екзоген-
ного донора нітропрусиду натрію також на при-
життєву організацію та орієнтацію актинових 
філаментів в різних типах клітин головних ко-
ренів A. thaliana (GFP-aBD2-GFP). Нами вста-

Рис. 3. Організація актинових філаментів в зоні диференціації в клітинах кореня A. thaliana (GFP-aBD2-GFP) 
після обробки температурою +4°С та комбінованого впливу холоду та екзогенного донора NO: А – контроль; 
Б – вплив холоду, 1 год; В – вплив холоду, 2 год; Г – контроль + 100 мкM SNP; Д – вплив холоду + 100 мкM 

SNP, 1 год; Е – вплив холоду + 100 мкM SNP, 2 год. Масштаб: 20 мкм
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STUDY THE ROLE OF NO AND ACTIN FILAMENTS IN ANSWER OF PLANTS ON COLD 
ACTION
Aims. It has been shown in a number of studies that low temperature leads to significant changes in the organization 
of cytoskeleton structures. recent studies have shed light on the importance of NO, a ubiquitous signaling molecule 
in eukaryotes, for plant tolerance to freezing. Methods. In this work we studied the effect of cold and SNP (NO donor) 
on organization of actin filaments in the cells of the root seedlings A. thaliana (GFP-aBD2-GFP) using confocal laser 
scanning microscope. Results. Observed disorientation and partially depolymerization of actin filaments in the most cells 
of the transition zone and individual cells were found. Effect of SNP stimulates restoration of actin filaments; there were 
found an extensive network of renewal filaments structures after SNP treatment. Conclusions. Our data have shown for 
the first time a negative effect of low temperature on organization and orientation of the actin filaments in various cell 
types of the main roots of A. thaliana. We have found that disorientation microfilaments reversed by exogenous donor of 
NO, which correlates positively with respect to cold.
Keywords: cytoskeleton, actin filanents, sodium nitroprusside (SNP), green fluorescent protein (GFP), actin binding 
domen 2 (aBD2).


