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філаментів in vivo в клітинах кореня Arabidopsis 
thaliana (GFP-ABD2-GFP) після впливу холодо-
вого фактора за допомогою програмного забезпе-
чення MFA.

Матеріали і методи
експерименти проводили на 4-денних про-

ростках лінії Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., 
що експресує химерний ген 35::GFP-ABD2-GFP 
(F-актин зв’язуючий домен (ABD) гена фібри-
ну (AtFIM1) із A. thaliana, злитий з геном gfp як 
з С-, так і з N-кінців ABD2), що дозволяє здійс-
нювати візуалізацію актинових філаментів у жи-
вих клітинах цієї лінії [17]. Вирощування насін-
ня, дослідження впливу низьких температур на 
ріст, морфологію коренів, статистична оброб-
ка даних відбувалися за описаними нами раніше 
методиками [18]. Організацію актинових філа-
ментів після впливу +4оC та +0,5оС досліджували 
in vivo за допомогою лазерного скануючого кон-
фокального мікроскопа LSM 5 PASCAL (“Carl 
Zeiss”, Німеччина). Для отримання тривимірного 
зображення використовували аргоновий лазер із 
довжиною хвилі 488 нм, роздільний фільтр HFT 
405/488, емісійний фільтр ВР 505–530, об’єкти-
ви Plan Apochromat 40x/1.4 DIC і 60x/1.4 Oil DIC. 
Тривимірне зображення організації актинових 
філаментів отримували на основі серії оптичних 
зрізів (Z–стеків) з інтервалом 0,2–0,7 мкм за до-
помогою програмного забезпечення версії 4SP2 
LSM 510 METА (“Carl Zeiss”, Німеччина).

Для аналізу орієнтації мікрофіламентів піс-
ля впливу досліджуваних температур  використо-
вували програмне забезпечення Microfilament 
Analyzer (MFA), що було розроблене співробіт-
никами Університету Анверпена (Бельгія, м. Ан-
верпен) [2] і знаходиться у вільному доступі на 
сайті http://www.ua.ac.be/bimef/MFA. Ця програ-
ма здійснює аналіз зображень мікрофіламен-
тів клітин різних зон кореня A. thaliana, що були 
отримані за допомогою конфокальної мікроско-

Візуалізація цитоскелетних структур, таких 
як мікротрубочки та актинові філаменти, здійс-
нюється головним чином за допомогою аналізу 
мікроскопічних зображень, отриманих за допо-
могою конфокального скануючого лазерного мі-
кроскопа. На сьогоднішній день великий інтерес 
становить комп’ютерне моделювання просто-
рового зображення цитоскелету за використан-
ня механічної моделі [1], що допомагає здійсни-
ти більш точний і достовірний аналіз організації 
цитоскелетних структур. Нещодавно було роз-
роблено програмне забезпечення MicroFilament 
Analyzer (MFA), що з високою точністю дозволяє 
аналізувати і визначати орієнтацію фібрилярних 
структур на цифрових знімках у більш стандар-
тизований, об’єктивний і повторювальний спо-
сіб [2]. 

Актин – один із ключових компонентів ци-
тоскелету, що відіграє вирішальну роль в розвит-
ку рослини, регулюючи низку таких фундамен-
тальних клітинних процесів, як диференціація 
та ріст клітини, міжклітинні взаємодії, клітинна 
моторика, зокрема рухливість органел та тран-
спорт везикул, відповідь на дію стресу та ін. [3–
5]. Одним з актуальних наукових напрямів є до-
слідження ролі актинового цитоскелету у відпо-
віді клітини на дію різних абіотичних факторів, 
наприклад, гравітації, механічного стресу, висо-
ких і низьких температур, засолення тощо [6–
10]. Температура є одним із ключових факторів, 
що регулює функціонування рослин протягом 
усього онтогенезу [11]. Встановлено, що низька 
температура призводить до суттєвих змін органі-
зації мікротрубочок, зокрема, до їх деполімери-
зації [12, 13]. Показано також, що на ранніх ета-
пах відповіді клітини на дію холоду відбувається 
порушення організації актинових філаментів, що 
в подальшому призводить до зміни їх нативної 
орієнтації [14–16]. Однак відомостей щодо впли-
ву низьких температур на організацію актиново-
го цитоскелету у рослин недостатньо. Тому ме-
тою цієї роботи був аналіз організації актинових 
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ції(й) в середині клітини. Перша категорія – це 
клітини, у яких мікрофіламенти розміщуються 
на віртуальній сітці в діапазоні 80–100о і їй при-
своюється поперечна орієнтація щодо повздовж-
ньої осі клітини. Наступна категорія володіє по-
перечною орієнтацією, в якій діапазон розміщен-
ня мікрофіламентів сягає 170–10о. Двом іншим 
категоріям відповідають проміжні значення в ді-
апазоні між 10–80◦ і 100–170◦, і їм присвоюєть-
ся навскісна орієнтація актинових філаментів в 
середині клітини. За наявності двох чи більше 
присутніх орієнтацій остання називається випад-
ковою орієнтацією. Після того, як число мікро-
філаментів і їх орієнтація в кожній клітині були 
виявлені, отримані дані можуть бути відображені 
у вигляді графічного зображення (рис. 1 в). Візу-
альне представлення виявлених актинових філа-
ментів у зображенні Z-стека зберігається, і чис-
лові дані експортуються в автоматично створену 
таблицю (*.xls), що містить в собі виявлені па-
раметри клітини, число актинових філаментів на 
кут в клітині, а також його домінуючий напрям. 
Отримані результати підтверджуються даними, 
що спостерігали раніше [2] в клітинах кореня 
A. thaliana (GFP-MAP4) для визначення основної 

пії. Отримані дані представлено у вигляді та-
блиць та графіків в Microsoft Office Excel 2007.

Результати та обговорення
Схема опрацювання цифрових зображень. 

Для аналізу конфокального зображення необ-
хідно мати два файли: зріз зображення (на яко-
му добре видно контури клітини) і зображен-
ня Z-стека, що накладаються один на одного 
(рис. 1 а). Далі потрібно визначити контур кліти-
ни, що можна здійснити автоматично в програмі 
або вручну для виявлення фібрил в середині ок-
ремої клітини. На наступному етапі відбувається 
детекція (виявлення) актинових філаментів окре-
мо в кожній вибраній клітині (рис. 1 б). Отримані 
результати інтерпретуються у вигляді віртуаль-
ної сітки в градусах. лінії віртуальної сітки зна-
ходяться в горизонтальному положенні в почат-
ковому зображенні, і лінії, що лежать поверх, бу-
дуть мати таку ж орієнтацію, як лінії визначення. 
Користувач програми аналізує і визначає кут (на-
пряму) розташування мікрофіламентів, що коли-
вається в межах від 0◦ до 360◦ на кожному кроці. 

Для зручності віртуальну сітку поділяють на 
чотири категорії для виявлення основної орієнта-

Рис. 1. Орієнтація ак-
тинових філаментів в 
різних типах клітин ко-
реня A. thaliana (GFP-
ABD2-GFP). Масштаб: 

20 мкм
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сітка з пучків F-актину, що заповнює весь кор-
текс клітини. На більш пізньому етапі розвитку 
кореневого волоска пучки F-актину розтягуються 
в напрямку його росту і на самому апексі форму-
ють дуже тонку і динамічну сітку мікрофіламен-
тів [19]. Однак через одну годину після холодо-
вої обробки (+4◦С) в клітинах волосків спосте-
рігається розрідження актинової сітки і часткова 
деполімеризація мікрофіламентів [18]. Після об-
робки температурою +0,5◦С можна було спосте-
рігати лише яскраво забарвлені точкові структу-
ри або актинові нитки, а після двох годин оброб-
ки відбувалася деполімеризація цих структур. 

Раніше було показано використання програ-
ми MFA для аналізу організації актинового цито-
скелету в епідермальних клітинах A. thaliana на 
різних стадіях розвитку [20]. Було встановлено, 
що на ранніх стадіях розвитку F-актин організо-
вується в основному випадковим чином. У міру 
зростання клітини мікрофіламенти в першу чер-
гу приймають поздовжню орієнтацію, яка також 
зберігається в найбільших клітинах. У процесі 
еволюції від молодих до старих клітин спосте-
рігається приблизно рівномірний розподіл попе-
речних, косих або комбінованих орієнтацій, крім 
перехідних фаз, де в основному спостерігається 
випадкова і повздовжня орієнтація актинових фі-
ламентів. 

Аналіз конфокальних зображень клітин із 
різних зон кореня A. thaliana (GFPABD2-GFP) за 
допомогою MFA уточнює та суттєво доповнює 
інформацію щодо впливу зазначених темпера-
тур на організацію та орієнтацію актинових фі-
ламентів у клітинах (рис. 2). За допомогою про-
грами MFA нами було встановлено, що під дією 
холоду в клітинах епідерми орієнтація мікрофі-
ламентів із часом поступово змінювалася із ран-
домної на повздовжню, а потім навскісну, а в клі-
тинах меристеми та перехідної зони – з рандо-
мної на переважно поперечну. В клітинах зони 
розтягу після впливу понижених температур на-
прямок орієнтації мікрофіламентів змінювався 
від хаотичного на переважно повздовжній; у клі-
тинах зони диференціації в основному зберіга-
лася повздовжня та коса орієнтація щодо осі ко-
реня. Отже, за допомогою програмного забезпе-
чення MFA нами вперше було встановлено, що 
під впливом холоду відбуваються не тільки роз-
рідження динамічної актинової сітки та зміни ха-
рактеру полімеризації/деполімеризації актину в 
клітинах різних зон кореневого апексу, але й ди-
ференційно змінюється орієнтація мікрофіла-
ментів відносно основної осі кореня. 

орієнтації мікротрубочок у середині клітини піс-
ля гравістимулювання. 

Аналіз організації мікрофіламентів після дії 
низьких температур. Відомо, що функції акти-
нового цитоскелету нерозривно пов’язані з його 
динамічними властивостями. Для вивчення цих 
властивостей та їх ролі в життєдіяльності кліти-
ни нами було використано лінію A. thaliana (GFP-
ABD2-GFP), що дозволяє здійснювати візуаліза-
цію актинових філаментів за допомогою конфо-
кальної мікроскопії в живих клітинах. Зокрема, 
нами було вивчено дію температури +4◦С на ор-
ганiзацiю актинових фiламентiв клiтин рiзних 
зон кореневого апексу та виявлено взаємозв’язок 
між порушеннями в організації актинового ске-
лету і змiнами у морфологiї та ростовій актив-
ності коренів [18]. Зі зниженням температури та 
збільшенням часу холодової обробки ступінь де-
полімеризації актину загалом зростав. Так, після 
1 год обробки температурою +4◦С в клітинах епі-
дерми сітка мікрофіламентів ставала більш рід-
кою порівняно з контролем, а після обробки тем-
пературою +0,5◦С пучки мікрофіламентів мали 
невпорядковану орієнтацію та частково деполі-
меризувалися.  

У контрольних зразках у клітинах меристе-
ми актинові філаменти були представлені у ви-
гляді тонкої високодинамічної сітчастої структу-
ри та розміщувалися по всій цитоплазмі клітини 
[19]. Після дії холоду (+4◦С) через 1 год в цих клі-
тинах відбувалося порушення організації мікро-
філаментів та їх часткова деполімеризація [18]. 
Після обробки температурою +0,5◦С протягом 
2 год в окремих клітинах спостерігалася повна 
деполімеризація мікрофіламентів. 

У перехідній зоні кореня в контролі акти-
новий цитоскелет мав вигляд пучків Fактину, 
що розміщувалися навколо ядра і приєднували-
ся поперечними тяжами до клітинної стінки. В 
зоні розтягу пучки F-актину також розміщуються 
навколо ядра, а біля поверхні клітини спостеріга-
ються більш товсті і помітні нитки актину [19]. 
Нами було встановлено, що після впливу тем-
ператури +4оС актинові філаменти в цих зонах 
росту кореня реорієнтуються, F-актин стає більш 
тонким і коротким [18]. Зі зниженням температу-
ри до +0,5◦С кількість клітин із частковою і на-
віть повною деполімеризацією актинових філа-
ментів збільшується.

Підвищена чутливість до дії холоду була 
відмічена нами також і для актинових філаментів 
у клітинах кореневих волосків. На ранніх стадіях 
розвитку кореневого волоска формується густа 
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Са2+ і активацією К+-каналів [21]. У клітинах су-
спензійної культури ріпаку під впливом холоду 
сітка мікрофіламентів розріджувалася, змінюва-
ла свою організацію та деполімеризувалася [22]. 
Показано, що навіть короткочасна експозиція 
культури клітин Nicotiana tabacum L. BY-2 холо-
дом (0◦С, 5 хв) призводила до зникнення радіаль-
них мікрофіламентів, а більш тривала (20 хв) – до 
формування невпорядкованої розрідженої сітки 

Отримані дані узгоджуються з іншими до-
слідженнями, в яких спостерігали деполімери-
зацію цитоскелетних структур через короткі ін-
тервали часу після обробки рослини холодом, 
наприклад, у клітинах ріпаку (Brassica napus) та 
люцерни (Alfalfa) [14–15]. Зміни організації ак-
тинового цитоскелету під впливом холоду також 
спостерігали в пилку груші (Pyrus pyrifolia), що 
супроводжувалися вивільненням цитозольного 

Рис. 2. Орієнтація актинових філаментів (за результатами програми MFA) в різних типах клітин кореня 
A. thaliana після впливу понижених температур +4◦С та +0,5◦С через 1 та 2 год обробки
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ця програма є зручним інструментом, який стан-
дартизує обробку складних зображень і допов-
нює наші дані щодо змін організації мікрофіла-
ментів під час впливу низьких температур (+4оС; 
+0,5оС) у живих клітинах.

Висновки
Отримані результати та їх аналіз показали, 

що холодовий стрес і час його обробки є значу-
щими факторами, які впливають на організацію 
актинових філаментів клітин різних зон корене-
вого апексу A. thaliana. Використання програм-
ного забезпечення MFA для з’ясування впливу 
низьких температур на орієнтацію актинового 
цитоскелету має важливе значення для точного і 
детального розуміння реакції клітини на дію абі-
отичного стресу у більш швидкий і стандартизо-
ваний спосіб.

мікрофіламентів. Через більш тривалий промі-
жок часу (12 год) спостерігалися лише яскра-
ві короткі пучки або окремі скупчення F-актину 
навколо ядра і в периферії клітини [16]. 

Отже, програмне забезпечення MіcroFila-
ment Аnalyzers дозволяє фіксувати зміни у ди-
намічній організації цитоскелету за умов впли-
ву різних факторів та порівнювати ефекти дії між 
собою. Так, за допомогою MFA було проведено 
аналіз організації мікротрубочок у клітинах епі-
дермісу коренів A. thaliana під час гравістимуля-
ції. Аналіз показав чіткий ефект дії гравістимулу 
на організацію мікротрубочок, зокрема, їх різни-
цю в клітинах, розміщених по різні боки згину 
кореня. [2]. Нами вперше було використано про-
грамне забезпечення MFA для дослідження орі-
єнтації актинових філаментів у середині клітини 
після впливу холодового фактора і виявлено, що 
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STUDY OF SPATIAL ORGANIzATION OF PLANT ACTIN FILAMENTS ON COLD ACTION 
BY MICROFILAMENT ANALYzER PROGRAM
aim. The paper demonstrated the use of MicroFilament analyzer (MFA) program to study the organization of actin 
filaments in different cells of Arabidopsis roots under cold action. Methods. For visualization of actin filaments in 
different types of root cells of A. thaliana (GFP-ABD2-GFP) seedlings the confocal laser scanning microscope LSM 
510 META was used. To analyze the microfilaments’ orientation after exposure to temperatures +4о and +0.5оC MFA 
software has been applied. results. It has been found that low temperatures effect the organization and the orientation of 
native microfilaments in different cell types of the main Arabidopsis roots. The analysis by MFA showed that cold stress 
and exposure time are important factors affecting the orientation of actin filaments. Conclusions. Using MFA software to 
determine the effects of low temperatures on microfilaments is essential for a more accurate and detailed understanding of 
cold effect on the behavior of these filamentous structures in Arabidopsis in a quickly and standardized manner.
Keywords: actin filanents, root apex, low temperature, MicroFilament analyzers (MFA), A. thaliana лінії GFP-ABD2-
GFP.


