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ВПЛИВ МОДЕЛЬОВАНОЇ МІКРОГРАВІТАЦІЇ НА ОРГАНІЗАЦІЮ 
ЦИТОСКЕЛЕТА КОРЕНІВ РОСЛИН ARABIDOPSIS THALIANA

Планування пілотованих космічних місій потребує тривалого вирощування різних видів рослин, і це робить необхідним 

виявлення впливу мікрогравітації на клітини коренів, оскільки від стану кореневої системи залежить живлення та орієн-

тація рослини. Аналіз функціонування білків цитоскелета в умовах модельованої мікрогравітації є суттєвим для розуміння 

механізмів швидкої системи реагування клітин на зовнішні стимули, яка притаманна рослинам. Досліджували організацію 

тубулінового компонента цитоскелета та механізми його регуляції асоційованими білками в умовах горизонтального кли-

ностатування, яке змінює полярність клітин, усуває спрямовуючий вплив та мінімізує дію сили тяжіння. Експерименти 

показали, що повільне клиностатування здатне викликати механічний стрес, пов’язаний із значним зменшенням гравіта-

ційного навантаження на бокові клітинні стінки. Це позначається на організації тубулінового цитоскелета — складної 

системи полімерних білків, функціями якої є забезпечення форми клітини, її сигнальних та ростових реакцій. А саме, ви-

явлено часткове відхилення мікротрубочок від поперечної орієнтації у кортикальній площині клітин зони розтягу коре-

нів A.thaliana. Вищевказане може бути результатом зниження експресії гена TUA6, який кодує структурну субодиницю 

полімерів мікротрубочок та гена CLASP, білок якого регулює організацію тубулінової мережі. Зниження експресії генів 

призводить до порушення як полімеризації мікротрубочок, так і їхнього з’єднання із цитоплазматичною мембраною, що 

візуально проявляється у частковій дезорієнтації окремих мікротрубочок в епідермальних клітинах та клітинах кори. Та-

ким чином, зменшення гравітаційного навантаження від клиностатування на клітину усуває потребу у жорсткій мережі 

кортикального цитоскелета, та позначається на його частковій дезорганізації, яка, у свою чергу, призводить до дискоор-

динації росту коренів рослин. Дослідження впливу цитоскелета на ростові особливості рослин в умовах мікрогравітації є 

внеском у розроблення технологій вирощування рослин для довготривалих космічних польотів. 
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ВСТУП

Сприйняття та реакція на зовнішні стимули ви-

магають від рослин швидкої перебудови клітин-

ного метаболізму, спрямованої на підтримання 

росту та життєдіяльності у змінених умовах. До-

слідження сигнальних шляхів та їхньої регуляції 

є вагомим внеском у розуміння механізмів при-

стосування рослинної клітини до варіабельності 

навколишнього середовища. Одним із компо-

нентів клітини, який опосередковує сприйнят-

тя рослинами навколишніх умов, є цитоскелет, 

складовою якого є мікротрубочки (МТ) — внут-

рішньо порожнисті трубки завтовшки 24 нм, 

сформовані полімерами з - та -субодиниць 

тубуліну [4]. Специфічна для рослин надзвичай-

на динамічність цитоскелета визначається як 
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будовою самих МТ, так і активністю численних 

асоційованих білків, які регулюють просторове 

формування мережі цитоскелета, її сполучення 

із цитоплазматичною мембраною (ЦМ) та клі-

тинною стінкою (КС) а також залучення у жит-

тєдіяльність клітини [10, 17], її поділ, ростові 

процеси, підтримання форми та сигнальні ре-

акції від біотичних та абіотичних чинників [13]. 

Незважаючи на поширені дослідження цитоске-

лета рослин, пізнання його організації та регу-

ляції потребує подальшого вивчення, що спону-

кає застосовувати нові методи і розробляти нові 

експериментальні підходи. Оскільки цитоскелет 

еволюційно сформувався у полі постійного гра-

вітаційного впливу (1g) і виступає індикатором 

реакції рослинних клітин на зміну як полярнос-

ті, так і сили тяжіння [1], широко досліджується 

організація та динаміка МТ у полі зміненої сили 

тяжіння — реальної мікрогравітації космічного 

польоту та модельованої в наземних експери-

ментах [9, 18]. Незважаючи на виявлені зміни 

організації цитоскелета та його транскриптому, 

які пов’язують із пристосувальними реакціями 

рослин до мікрогравітації [12], багато питань 

впливу цього стимулу на цитоскелет залишають-

ся дискусійними, наприклад полімеризація мік-

ротрубочок. Відносно мало відомо про профай-

ли генної експресії, пов’язаної із реорганізацією 

цитоскелета при мікрогравітації. Фармацевтич-

ний підхід (використання інгібіторів полімери-

зації складових цитоскелета) дозволяє точніше 

виявити будову МТ а також їхню роль у ростових 

реакціях коренів на стрес. Окрім того, дія інгібі-

торів частково моделює зміну динаміки поліме-

рів цитоскелета (переважання деполімеризації 

над полімеризацією).

Метою нашого дослідження було виявити 

зміни організації мікротрубочок кортикального 

шару клітин кореня та їхню регуляцію в умовах 

модельованої мікрогравітації. Для цього в умо-

вах повільного клиностатування досліджували 

ріст коренів проростків Arabidopsis thaliana та 

транскрипцію генів, які кодують один із ізотипів 

глобулярного тубуліну — білок TUA6, а також бі-

лок CLASP, який декорує кінці МТ, сприяє їхній 

організації та регулює просторове розташування 

у кортикальній площині клітини. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

1. Матеріали. Об’єкт — 3-4-добові проростки 

Arabidopsis thaliana (лабораторна модельна рос-

лина) клиностатували (1D-клиностат з періо-

дом 2 об/хв) впродовж двох діб при фотоперіоді 

8/16 год та температурі 25 ˚C.

2. Інгібітор полімеризації цитоскелета. У ролі 

дезорганізатора мережі МТ застосовували ори-

залін (OR) (3,5-динітро-N4,N4-дипропіл-бен-

зен сульфанамід) — динітроаніліновий гербіцид, 

який зв’язується із тубуліном, упереджує поліме-

ризацію МТ і перешкоджає полімеризації нових 

МТ на всіх стадіях мітотичного циклу. Оризалін 

використовували у концентрації 5 мкМ, при 

якій частково руйнувалася мережа МТ і пригні-

чувався ріст проростків Arabidopsis. 

3. Дослідження організації тубулінових мікро-
трубочок. Для уточнення топографії МТ вико-

ристовували трансформовані лінії A. thaliana (L.) 

Heynh екотипу Columbia-GFP-MAP4 (продукт 

злиття гена тубуліну, асоційованого із доменом 

гена тваринного білка MAP4, який зв’язується 

із мікротрубочками і гена зеленого флуорес-

центного білка GFP (Green fluorescent protein). 

Корені 6-7-денних проростків аналізували на 

конфокальному лазерному сканувальному мік-

роскопі LSM5 Pascal (Zeiss, Німеччина) з чис-

ловою апертурою 20, 40 і 60 і лінзами 1.25. 

Барвник FITC збуджували лазером 488 нм, а 

флуоресцентні зображення аналізували у до-

вжинах хвиль 500...600 нм. Фотографували за 

допомогою програми конфокального мікроско-

па та обробляли у програмі Image Browser LSM5 

Pascal. Знімки переводили у формат png, jpg або 

tiff з роздільністю 300 пкл на дюйм. 

4. Експресія генів цитоскелета TUA6 та CLASP. 
Близько близько 100 мкг коренів різних пророс-

тків подрібнювали у рідкому азоті та виділяли 

загальну РНК (~1 мкг), яку транскрибували у 

кодувальну ДНК. Експресію генів аналізували 

за допомогою кількісної полімеразної ланцюго-

вої реакції (ПЛР) у реальному часі (RT-qPRC) з 

використанням термоциклера Biometra (Analytik 

Jena, Йєна, Німеччина) у таких умовах: 15 с при 

95 °C, 35 циклів по 1 хв при 94 °C, 1 хв при 58 °C 

і 1.5 хв при 72 °C, після чого 20 хв — при 72 °C. 

Реакції містили SYBR Green Master Mix (Roche 
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Рис. 2. Відносна зміна експресії генів TUA6 та CLASP у 

не/клиностатованих проростках Arabidopsis thaliana, об-

роблених оризаліном, (* — різниця між контрольними і 

експериментальними вибірками суттєва на рівні значу-

щості р < 0.05)

Diagnostics Corporation). Досліджували та аналі-

зували експресію генів TUA6 (AT4G14960; пря-

мий праймер: GTTCTGGTTCAGCCTGATGG; 

зворотний праймер: CCAGTCCGTACCTCGT-

CAAT) та CLASP (AT2G20190; прямий: CTGTT-

GAAAGGCTGCATCAA; зворотний: CGACAA-

CAGCAGGAACAAGA). Гени SAND (AT2G28390; 

прямий: AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT; 

зворотний: TGATTGCATATCTTTATCGCCATC) 

та S18 (AT2G03810 pre-ribosomal assembly pro-

tein; прямий: ATTCCTGGTCGGCATCGTTTA; 

зворотний: GCGAAAGCATTTGCCAAGG) ви-

користовували як внутрішній стандарт ДНК для 

нормалізації. Експресію для кожної проби роз-

раховували на основі трьох технічних повторень 

через стандартну криву (яка враховує ефектив-

ність праймера). Розрахунок 2 TC
, згідно з 

роботою [11], використовували для визначення 

відносного рівня мРНК.

Для оцінки різниці між кожним набором за-

ходів для кожного гена використовували тест 

непараметричної статистики Wilcoxon rank test 

(статистична програма PSPP (www.gnu.org)). В 

експериментах із обробкою зразків оризаліном 

експресію генів порівнювали з експресією у 

контролі та при клиностатуванні. Відносна екс-

пресія генів вважалася зниженою/підвищеною, 

якщо вона відрізнялася щонайменше удвічі від 

такої у контролі.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

Дослідження експресії TUA6 у клиностатованих 

рослин A.thaliana показали її зниження (рис. 1). 

Слід зазначити, що ген TUA6 кодує alpha-

ізоформу тубуліну (TUBULIN ALPHA-6), яка 

експресується у вегетативних тканинах і підда-

ється змінам у реальній мікрогравітації косміч-

ного польоту [8]. Зниження рівня експресії TUA6 

при клиностатуванні свідчить про зменшення 

кількості білкових складових даного ізотипу ту-

буліну, що може позначатися на полімеризації 

мікротрубочок. Встановлено, що МТ є поляр-

ними структурами, утвореними альфа-субоди-

ницею тубуліну на повільно зростаючому мінус-

кінці та бета-тубуліном на швидко зростаючому 

плюс-кінці полімеру. Мікротрубочки можуть 

самостійно виконувати сенсорну функцію, і їхні 

мономери тубуліну здатні спонтанно полімери-

зуватися in vitro, а подовження або вкорочення 

МТ залежить від реакції на різноманітні внут-

рішньоклітинні та зовнішні стимули [5, 7]. 

Експерименти показали, що експресія гена 

CLASP також знижується (рис. 1). Асоційований з 

Рис. 1. Експресія генів TUA6 та CLASP у клиностатованих 

проростках Arabidopsis thaliana (* — різниця між конт-

рольними і експериментальними вибірками суттєва на 

рівні значущості р < 0.05)
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мікротрубочками білок CLASP (cytoplasmic link-

er associated protein), як відомо, регулює їхню ди-

наміку, стабілізуючи швидкоростучі плюс-кінці, 

що сприяє організації мережі кортикальних МТ 

та підтриманню сталої форми клітини [3]. Не 

виключено, що зниження експресії CLASP є на-

слідком порушення полімеризації МТ, оскільки 

при цьому знижується потреба у функціональній 

взаємодії білка CLASP із мікротрубочками. 

Той факт, що порушення полімеризації МТ 

може впливати як на експресію TUA6, так і 

CLASP, свідчать експерименти із оризаліном 

(OR) (рис. 2). 

При застосуванні цього інгібітора полімериза-

ції у цитоплазмі клітини з’являється певна кіль-

кість вільних глобулярних ізотипів тубуліну. Не 

виключено, що кількість глобулярного тубуліну 

у цитоплазмі може зворотно впливати на екс-

пресію як TUA6, так і CLASP. 

Проте слід відмітити, що при клиностату-

ванні застосування ОR не впливало на експре-

сію TUA6 та CLASP (рис. 2), що вказує на те, що 

взаємозв’язок між станом МТ та експресією 

вказаних генів залежить від зниження гравіта-

ційного навантаження. Точний механізм такої 

взаємодії залишається невідомим, але, вочевидь, 

зв’язок між організацією МТ та експресією TUA6 

та CLASP при клиностатуванні регулюється від-

мінно від стаціонарного контролю. 

Порушення полімеризації МТ при клино ста-

туванні впливає на організацію кортикальної 

мережі МТ, спричиняючи її часткову дезоргані-

зацію. Це доводять візуальні спостереження, які 

виявили дезорієнтацію окремих кМТ, а саме, їхнє 

відхилення від нормальної поперечної організа-

ції на кут, близький до 45°, приблизно у 10 % клі-

тин коренів клиностатованих пророст ків A. thali-

ana [16] на рівні меристеми та зони розтягу коре-

нів (рис. 3). Не виключено, що рандомізація кMT 

внаслідок порушення полімеризації призводить 

до появи окремих вільних МТ і роз’єднання пуч-

ків МТ. Все це розріджує мережу кМТ. 

У свою чергу, спотворення мережі кМТ при 

клиностатуванні призводить до зниження рос-

тових параметрів коренів A. thaliana, які дорів-

нювали 75.4 ± 17.4 % [14, 15]. Це узгоджується із 

нашими спостереженням зміни темпів росту та 

наявності рандомізованих кMT у клітинах зони 

розтягу Beta vulgaris (червоний буряк) [2] та Zea 

mays (кукурудза).

Слід зазначити, що при застосованому типі 

горизонтального клиностатування (1D) відбу-

вається як переорієнтація самих рослин і клітин 

коренів, так і зняття спрямованого впливу гра-

вітації. В результаті тиск протопласта (тургор) 

на цитоплазматичну мембрану і клітинну стінку 

мінімізується і гомогенізується (рис. 4). 

Логічно припустити, що даний тип механіч-

ного стресу, який виникає від зменшеного на-

вантаження на кортикальну область клітини [6], 

відчувається на рівні експресії генів — регуля-

торів організації кортикальної мережі МТ, яка 

Рис. 4. Схематичне зображення зменшеного наванта-

ження на кортикальну область клітини і цитоскелет при 

клиностатуванні (а — контроль, б — клиностатування)

Рис. 3. Відхилення мікротрубочок від поперечної орга-

нізації у клітинах кори пізньої меристеми коренів про-

ростків Arabidopsis thaliana - GFP-MAP4 при клиноста-

туванні (а —  контроль, б —  клиностатування). Масштаб 

10 мкм 
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протидіє навантаженню. Зниження експресії 

генів структурних і асоційованих білків МТ, та-

ких як TUA6 та CLASP, зменшує кількість відпо-

відних білків, а отже, призводить до порушення 

полімеризації окремих мікротрубочок. Часткова 

дезорганізація мережі МТ, яка відбувається при 

цьому, пов’язана із зниженням потреби у жор-

сткому каркасі клітини. Оскільки одна із осно-

вних функцій цитоскелета — це забезпечення 

ростових процесів, такі його перебудови призво-

дять до зміни темпів росту кореня у цілому. 

Аналіз реакції елементів цитоскелета на моде-

льовану мікрогравітацію надає можливості визна-

чити стресові умови росту для рослин і розробити 

заходи їхнього поліпшення, що є актуальним для 

створення біорегенеративних систем життєзабез-

печення космонавтів у довгострокових космічних 

місіях та колонізації інших планет.
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MODELED MICROGRAVITY IMPACT ON THE CYTOSKELETON 

ORGANIZATION IN ARABIDOPSIS THALIANA ROOT CELLS

Planning manned space missions requires long-term cultivation of various types of plants, and this necessitates the detection 

of microgravity’s impact on root cells since the nutrition and orientation of plants depend upon the state of the root system. 

Analysis of how cytoskeleton proteins function in simulated microgravity is essential for understanding the mechanisms of rapid 

cell response to external stimuli, which is inherent in plants. The organization of the tubulin component of the cytoskeleton and 

the mechanisms of its regulation by associated proteins were studied under the conditions of horizontal clinorotation, which 

changes cell polarity, eliminates directional influence, and minimizes the gravity effect. Experiments have shown that slow 

clinorotation causes mechanical stress associated with a significant decrease in the gravitational load on the side cell walls. This 

affects the organization of the tubulin cytoskeleton — a complex system of polymeric proteins whose functions are to ensure the 

shape of the cell, cell signaling and growth. Namely, a partial deviation of cortical microtubules from the transverse orientation 

in the cell of the A.thaliana root elongation zone was revealed. The above may be the result of a decrease in the expression of 

the TUA6 gene, which encodes the structural subunit of microtubule polymers, and the CLASP gene, whose protein regulates 

the organization of the microtubule network. A decrease in gene expression leads to the alteration of both the polymerization of 

microtubules and their connection with the cytoplasmic membrane, which is visually manifested in partial disorientation of in-

dividual microtubules in epidermal and cortical cells. Thus, the reduction of the gravitational load from clinorotation on the cell 

eliminates the need for a rigid network of the cortical cytoskeleton and affects its partial disorganization, which, in turn, leads 

to the discoordination of plant root growth. Investigation of the cytoskeleton influence on the growth characteristics of plants in 

microgravity essentially contributes to the development of plant growth technologies for long-term space flights.

Keywords: modeled microgravity, cytoskeleton, mechanical stress, cortical microtubules, Arabidopsis.


