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Абиотические и биотические стрессовые факторы вызывают у растений реакцию, 
при которой в клетках увеличивается выработка активных форм кислорода (АФК) и 
запускается серия каскадных реакций для их нейтрализации. Мишенями АФК в клетках 
могут быть различные биохимические и физиологические реакции, а также клеточные 
органеллы, в том числе цитоскелет. Многие абиотические стрессовые факторы, 
вызывая повышение в растительных клетках уровня АФК, индуцируют реорганизацию 
микротрубочек, что приводит к нарушению прохождения митоза. Предполагается, 
что реорганизация системы интерфазных и митотических микротрубочек является 
составной частью ответа клеток на внешние стимулы. С помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии было проанализировано состояние системы микротрубочек 
(тубулинового цитоскелета) в клетках представителей семейства Solanaceae 
(Solanum lycopersicum L., Solanum tuberosum L., Nicotiana tabacum L.) при действии 
таких абиотических стрессовых факторов, как засоление и низкие положительные 
температуры. Показано, что в клетках мезофилла листа картофеля при действии 
низких положительных температур, а также в клетках корней томата и табака 
в условиях засоления NaCl и Na2SO4 выявлены различные трубчатые структуры, 
по строению отличающиеся от микротрубочек: фибриллярно-тубулярные пучки 
с разной плотностью упаковки составляющих их компонентов, макротрубочки, 
упорядоченно упакованные паракристаллические агрегаты и тяжи, которые на 
поперечных срезах имели гексагональную упаковку. Эти элементы цитоскелета по 
структуре не отличаются от индуцированных разными химическими воздействиями 
атипичных тубулиновых полимеров, которые обладают повышенной стабильностью. 
Предполагается, что формирование атипичных тубулиновых структур в клетках 
растений является типичной и неспецифической реакцией на действие стрессовых 
факторов различной природы.
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Одним из актуальных вопросов физиологии растений является эффективная защита 
от повреждающего действия окислительного стресса, обусловленного образованием 
избыточного количества активных форм кислорода (АФК). АФК – неотъемлемые 
составляющие нормального метаболизма клеток, являются важными сигнальными 
молекулами, участвующими в регуляции многих физиологических процессов, 
связанных с ростом и развитием растений. Абиотические и биотические стрессовые 
факторы вызывают у растений реакцию, в ходе которой в клетках увеличивается 
количество АФК и запускается серия каскадных реакций для их нейтрализации [1]. 
Мишенями АФК в клетках могут быть различные биохимические и физиологические 
реакции, а также клеточные органеллы [4], в том числе и микротрубочки [15]. Так, 
например, ряд абиотических стрессовых факторов, вызывая повышение уровня АФК 
в растительных клетках, индуцируют реорганизацию микротрубочек, что оказывает 
влияние на внутриклеточный транспорт, рост и дифференцировку клеток, морфогенез 
тканей [13, 14]. Предполагается, что реорганизация тубулинового цитоскелета 
является составной частью ответа на внешние стимулы и координируется путем 
взаимодействия фосфолипазы D, фосфатидной кислоты, р38 подобной митоген-
активируемой протеинкиназы (р38-like МАРК) и АФК [15]. Экспериментальное 
повышение или понижение в клетках растений уровня АФК с помощью менадиона и 
N-ацетилцистеина, изначально приводило к разборке микротрубочек. Впоследствии в 
клетках с низким уровнем АФК формировались атипичные тубулиновые структуры – 
макротрубочки, тогда как в клетках с высоким уровнем АФК – паракристаллические 
тяжи [14]. На основании проведенных исследований было сделано предположение, 
что при нарушении гомеостаза АФК в клетках, тубулиновый цитоскелет переходит в 
другое структурное состояние путем сборки атипичных тубулиновых агрегатов [15]. 

Однако до настоящего времени нет данных о том, что при абиотических стрессовых 
воздействиях в клетках растений происходит формирование атипичных тубулиновых 
агрегатов, отличающихся по структуре от микротрубочек. В связи с тем, что атипичные 
тубулиновые агрегаты можно выявить только на ультраструктурном уровне, в 
настоящей работе проанализирован цитоскелет с помощью метода трансмиссионной 
электронной микроскопии в клетках представителей семейства Solanaceae (Nicotiana 
tabacum L., Solanum tuberosum L., Solanum lycopersicum L.) при действии абиотических 
стрессовых факторов – засоления (NaCl и Na2SO4) и низких положительных темпера-
тур. 

Материалы и методы

Растительным материалом для исследований служили асептические растения-
регенеранты томата (Solanum lycopersicum L.) сорта Белый налив, картофеля (Solanum 
tuberosum L.) сорта Скороплодный и табака (Nicotiana tabacum L.) сорта Samsun. 
Регенеранты культивировали на питательной среде, содержащей ½ дозы макросолей, 
микросолей и витаминов по прописи Мурасиге-Скуга (MS) [18], с добавлением 2% 
сахарозы и 0,7% агара в контролируемых условиях климакамеры при температуре 
22 ºС, освещенности 5,5 клк и 16/8 ч (день/ночь) фотопериоде. 
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Для имитации холодового стресса регенеранты картофеля выдерживали в течение 
шести суток при температуре +8ºС при тех же условиях освещения.

Для имитации солевого стресса регенеранты томата и табака переносили в пробирки 
с агаризованной питательной средой того же состава с добавлением хлорида или 
сульфата натрия в концентрациях 96,2 мМ и 76,5 мМ соответственно, что приводило к 
увеличению осмотического давления питательной среды на 400 кПа. Культивирование 
осуществляли в течение восьми суток.

Фрагменты кончиков корней томата и табака, а также срединной части листьев 
картофеля фиксировали в 2,5%-ном растворе глутарового альдегида (Merck, Германия) 
на 0,1 М фосфатном буфере Соренсена (рН 7,2) с добавлением 1,5% сахарозы. 
После отмывки от фиксирующей смеси образцы дофиксировали 1%-ным раствором 
четырехокиси осмия (ОsО4) (Sigma, США), обезвоживали в этаноле повышающейся 
концентрации (30, 50, 70, 96 и 100%), окиси пропилена (Fluka, Германия) и заключали 
в смесь эпон-аралдитных эпоксидных смол. Полутонкие и ультратонкие срезы 
изготовляли с помощью ультрамикротома LKB–V (LKB, Швеция). Ультратонкие 
срезы контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца по Рейнольдсу [22] и 
анализировали с использованием трансмиссионного электронного микроскопа ТЕМ 
Н-500 (Hitachi, Япония). Размеры микротрубочек и атипичных тубулиновых структур 
определяли с помощью программного обеспечения Cell-A (Olympus, Япония). 

Результаты исследования

Проанализированы ультраструктура цитоскелета клеток мезофилла листа 
регенерантов картофеля, культивируемых в нормальных условиях и при пониженной 
температуре, а также клетки корней томатов и табака в норме и при действии солей 
(NaCl и Na2SO4). 

Методом трансмиссионной электронной микроскопии было установлено, что в 
нормальных условиях культивирования в интерфазных клетках всех исследованных 
нами растений выявляются многочисленные микротрубочки, которые параллельными 
рядами располагаются вблизи клеточной стенки. Внешний диаметр микротрубочек 
составляет около 20 нм. Так, например, в кортикальном слое цитоплазмы корней томата 
можно отчетливо наблюдать микротрубочки в продольном (рис. 1а, б) и поперечном 
(рис. 1в, г) сечениях. Такие же системы микротрубочек присутствовали в цитоплазме 
контрольных растений картофеля и табака.

При действии абиотических стрессовых факторов в клетках были обнаружены 
атипичные элементы цитоскелета, не выявляемые в нормальных условиях 
культивирования. 

Анализ клеток мезофилла листа регенерантов картофеля показал, что в условиях 
холодового воздействия микротрубочки не выявлялись, что согласуется с данными 
литературы [2]. Однако в цитоплазме были обнаружены структуры, состоящие из 
скоплений тубулярно-фибриллярных компонентов. На рис. 2а показан поперечный срез 
неоднородного по плотности тубулярно-фибриллярного агрегата, в центральной части 
которого фибриллы располагаются более рыхло, чем по периферии. На продольных 
срезах атипичные элементы цитоскелета представлены агрегатами, состоящими из 
рыхло уложенных тубулярных компонентов с упорядоченной упаковкой (рис. 2б), 
вытянутых фибриллярных тяжей (рис. 2в), тубулярных структур с упорядоченной 
упаковкой, но неоднородной электронной плотностью (рис. 2г). 



20

Рис. 1. Микротрубочки в клетках корня томата 
в нормальных условиях культивирования.

Продольные (а-б) и поперечные (в-г) срезы микротрубочек (указаны стрелками), 
расположенные около клеточной стенки.

Обозначения: мт – микротрубочки; кс – клеточная стенка, п – пластида; 
м – митохондрия. Масштабная линейка – 0,25 мкм

В клетках корней регенерантов томата в присутствии NaCl и Na2SO4 были 
обнаружены как атипичные элементы цитоскелета (рис. 3а-г), так и канонические 
микротрубочки (рис. 3б). На рис. 3в атипичные элементы цитоскелета представлены 
в одной клетке в продольном и поперечном сечениях. На продольном срезе пучка, 
расположенном справа, отчетливо видно, что он состоит из скопления упорядоченно 
упакованных трубчатых структур. В отличие от микротрубочек эти трубчатые 
структуры или вовсе не имеют центрального люмена, или же его диаметр значительно 
меньшего размера. На поперечных срезах трубчатые структуры в составе пучка имеют 
упорядоченную ячеистую упаковку, характерную для паракристаллов тубулина [3, 8, 
10, 26]. На рис. 3а, г представлены продольные пучки различной толщины и с разной 
плотностью упаковки составляющих их структур. В присутствии Na2SO4, кроме 
типичных микротрубочек были выявлены и трубчатые структуры большего диаметра 
(примерно 55 нм), которые, возможно, представляют собой макротрубочки – еще один 
вид атипичных структур, формирующихся из тубулина (рис. 3б). Внешний диаметр 
макротрубочек совпадает с тем, который был описан ранее для макротрубочек, 
сформированных в присутствии колхицина [12]. 
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В условиях засоления в цитоплазме клеток корня табака были обнаружены различные 
по плотности тяжи или пучки, состоящие из трубчатых структур, представленных как 
в продольном (рис. 4а, б, г), так и в поперечном (рис. 4в) сечениях. В присутствии 
NaCl были выявлены длинные тяжи, сформированные из волнистых трубчатых 
элементов, благодаря которым они имеют слоистую структуру (рис. 4а). На рис. 4б, 
г соответственно продемонстрирован тяж с плотной упаковкой прямых трубчатых 
элементов и короткий пучок с рыхло упакованными трубчатыми элементами. На 
поперечном срезе отчетливо видно, что трубчатые структуры в составе тяжей имеют 
гексагональную упаковку, характерную для паракристаллов тубулина, описанных 
ранее [3, 5, 8, 10, 17, 23, 26].

Рис. 2. Атипичный цитоскелет в клетках мезофилла листа регенерантов картофеля 
(Solanum tuberosum L.) после шести суток культивирования в условиях низкой 

положительной температуры.
Поперечный (а) и продольные (б-г) срезы тяжей, сформированных 

из фибриллярно-тубулярных структур. 
Обозначения: бв – белковые включения; в – вакуоль; кс – клеточная стенка; 

п – пероксисома; хл – хлоропласт; ц – атипичные структуры цитоскелета. Масштабная 
линейка – 0,25 мкм
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Рис. 3. Атипичный цитоскелет в клетках корня томата (Solanum lycopersicum L.) в 
условиях 96,2 мМ NaCl (а) и 76,5 мМ Na2SO4 (б-г).

Продольные (а, в) и поперечный (г) срезы фибриллярно-тубулярных тяжей; б – микро- 
и макротрубочки; расположенные в соседних клетках (указаны стрелками). 

Обозначения: кс – клеточная стенка; м – митохондрия; мт – микротрубочки; ц – 
атипичные структуры цитоскелета. Масштабная линейка – 0,25 мкм

Рис. 4. Атипичный цитоскелет в клетках корней табака (Nicotiana tabacum L.) в 
условиях 96,2 мМ NaCl (а) и 76,5 мМ Na2SO4(б-г)

а, б, г – продольные срезы тяжей с разной плотностью упаковки тубулярных 
компонентов; в – поперечный срез тяжа с характерной кристаллоидной упаковкой 

формирующих его компонентов. 
Обозначения: в – вакуоль; кс – клеточная стенка; м – митохондрия; ц – атипичные 

структуры цитоскелета. Масштабная линейка – 0,25 мкм
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Обсуждение

Проведенные исследования показали, что в клетках изученных растений 
абиотические стрессовые факторы, такие как пониженная температура и засоление, 
вызывают появление атипичных элементов цитоскелета. Ультраструктурная 
организация выявленных элементов цитоскелета указывает на их сходство с 
тубулиновыми тяжами и паракристаллами, которые формируются в клетках растений 
при нарушениях гомеостаза АФК [13-15]. 

Гомеостаз АФК играет важную роль в регуляции физиологических процессов у 
растений. Дисбаланс АФК, возникающий при неблагоприятных условиях окружающей 
среды, приводит к запуску серии каскадных реакций, которые могут приводить 
как к нейтрализации АФК, так и вызывать необратимые повреждения и клеточную 
гибель. Высказано предположение, что при реакции растений на стрессовое 
воздействие, сопровождающееся нарушением гомеостаза АФК, важную роль играет 
процесс ремоделирования тубулинового цитоскелета. Данный процесс включает 
в себя рекрутирование митоген-активируемой протеинкиназы с помощью МАРК 
сигнального каскада и регуляторных механизмов, действующих на транскрипционном 
и посттранскрипционном уровнях [1, 4]. 

Образование атипичных тубулиновых структур (макротрубочек и паракри-
сталлических тубулиновых тяжей) наблюдали ранее в клетках корня пшеницы и 
арабидопсиса при дисбалансе АФК, индуцированном менадионом и N-ацетилцистеином 
[14]. Наблюдаемые в клетках представителей семейства Solanaceae атипичные 
структуры цитоскелета, возникающие в условиях стресса, также представляют собой 
тубулиновые паракристаллы.

Формирование атипичных тубулиновых полимеров в растительных клетках также 
происходит при действии колхицина. Так, обработка колхицином в течение короткого 
времени вызывает разборку кортикальных и митотических микротрубочек, тогда 
как длительная экспозиция ведет к образованию тубулиновых структур, имеющих 
гетерогенную ультраструктурную организацию [6, 7]. Эти структуры в своем составе 
содержат тубулин, но они не организованы как микротрубочки [3, 8, 10, 26]. Некоторые 
тубулиновые структуры, индуцированные в растениях колхицином [3, 6], идентичны 
тубулиновым паракристаллам, которые образуются в клетках животных после 
инкубации с алкалоидами растений рода Vinca – винбластином и винкристином [5, 16, 
17, 19, 23-25]. Обработка колхицином корней Allium cepa L. приводила к формированию 
длинных тубулиновых тяжей в кортикальном слое цитоплазмы только К-митотических 
клеток [26]. Однако в меристеме корня Vigna sinensis L. такие же структуры были 
выявлены только в интерфазных клетках [3]. 

Колхицин, как и многие другие антимикротрубочковые агенты, вызывает 
конформационные изменения димеров тубулина и препятствует их сборке в 
микротрубочки [9], но у растений он также индуцирует сборку атипичных полимеров, 
которые состоят из такого измененного тубулина [6-10]. Роль индуцированных 
колхицином атипичных тубулиновых структур в клетках растений не ясна. 
Предполагается, что когда клетки восстанавливаются после действия колхицина, 
они используют депонированные в виде паракристаллов запасы тубулина для 
сборки нормальных микротрубочек [10]. Поскольку тубулиновые паракристаллы и 
макротрубочки в клетках пшеницы были выявлены при гиперосмотическом стрессе, 
авторами высказано предположение, что сборка атипичных тубулиновых структур 
может являться неспецифической реакцией и/или базовым ответом на различные 
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повреждающие факторы [11]. Однако механизмы формирования атипичных 
тубулиновых структур при действии стрессовых факторов неизвестны. 

Заключение

Ранее было показано, что в условиях засоления у Arabidopsis thaliana L. в 
интерфазных клетках происходит деполимеризация кортикальных микротрубочек, 
за которой следует сборка новых микротрубочек и их организация в стабильные 
системы, что, способствует повышению солеустойчивости растений [27, 28]. 
Однако представленные данные, полученные с помощью иммуноцитохимического 
окрашивания клеток на тубулин, не дают ответа на вопрос, какие именно структуры 
формируются после деполимеризации микротрубочек. Тубулиновые паракристаллы, 
которые не являются микротрубочками, выявляются не только с помощью антител 
к тубулину, но и к белку МАР65 [21] и гамма-тубулину [20]. После индуцированной 
засолением и пониженными положительными температурами деполимеризации 
микротрубочек (полной или частичной) формируются не новые микротрубочки, а 
атипичные тубулиновые полимеры. Значение этих структур в реакции растительных 
клеток на стрессовые воздействия требуют дальнейшего детального изучения. 
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FORMATION OF ATYPICAL TUBULIN STRUCTURES IN CELLS 
OF PLANTS FROM SOLANA-CEAE FAMILY IN RESPONSE 

TO ABIOTIC STRESS CONDITIONS

E.N. BARANOVA1, I.A. CHABAN1, L.R. BOGOUTDINOVA1,2, L.V. KURENINA1, 
N.V. KO-NONENKO1, M.R. KHALILUEV1,2, E.A. SMIRNOVA1,3

(1All-Russian Research Institute of Agricultural Biotechnology;
 2Timiryazev Russian State Agrarian Univer-sity;

3Lomonosov Moscow State University)

Exposure of plants to abiotic and biotic stress conditions increases reactive oxygen species 
(ROS) production, triggering cellular responses and reactions directed for ROS neutralization. 
ROS fl uctuations affect different biochemical and physiological processes, as well as cellular 
organelles, including cytoskele-ton. Many abiotic stress factors facilitating elevation of ROS 
production in plant cells promote reorganiza-tion of microtubules, followed by mitotic disorder. 
It has been suggested that reorganization of interphase and mitotic microtubules is a part of 
cellular response to various environmental stimuli. Using transmission electron microscopy, we 
analyzed the ultrastructure of tubulin cytoskeleton in cells of plants from Solana-ceae family 
(Solanum lycopersicum L., Solanum tuberosum L., Nicotiana tabacum L.) affected by two abiotic 
stress conditions – exposure to low temperature and salinity. We showed that atypical tubular 
structures dis-similar from microtubules were present in potato mesophyll cells affected by low 
temperature and in tomato and tobacco root cells affected by NaCl and Na2SO4 treatment. These 
structures were classifi ed as bundles of non-uniform density and containing fi ber- and tubular-
like components, macrotubules, paracrystalline aggregates and strands with regular hexagonal 
packing of elements on cross sections. These cytoskeletal structures are identical as highly stable 
atypical tubulin polymers formed in various experimental condi-tions. It seems that assembly of 
atypical tubulin structures in plant cells may be a standard and non-specifi c reaction to different 
stress conditions. 

Key words: Solanum lycopersicum L., Solanum tuberosum L., Nicotiana tabacum L., tubulin, 
cy-toskeleton, microtubules, stress conditions, ultrastructure.
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