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SANTRUMPOS

1 g — Zenes gravitacigs (sunkio ¢gos) dydis. Ji yra visada tokia pati bet
kurioje Zengs pavirSiaus vietoje ir laisvai krentantiemsnkms ties
Zemes pavirdiumi suteikia pagreiy = 9,81 m/é

g — gravitacigs jegos dydzio matavimo vienetas. Obpekeikianti gravitacig
jéga yra proporcinga to objekto masei, taigi galimavgacijos stiprurg
ISmatuoti svorio vienetais vienam ndasvienetui, t. y. N/kg. Taau 1
N/kg = 1 m/s?2, o m/s?2 yra S| pagfie vienetas, to&l dazniausiai
gravitacijos dydis matuojamas pagieivienetais.

ABR — abscizoigstis

ADF — aktirg depolimerizuojantis faktorius

AGML - auksto gradiento magnetinis laukas

Am — amiloplastai

ARG1, RGH - baltymai turintys J domgnhbutini Sakny ir hipokotiliy
gravitropizmo procesui

En — endodermigbteks

ET — endoplazminis tinklas

HK — imituota mikrogravitacija arba horizontalusnkistatas

IAR — indolil-3- acto figstis (auksinas)

INV — inversija

IP; — Inozitol -1,4,5-trifosfatas

KC — kosmir¢ centrifuga

KML - silpnas kombinuotas magnetinis laukas

Lat-B — latrunkulinas B (aktino tinklardantis agentas)

MF — aktino mikrofilamentai (aktino gijos)

MG — mikrogravitacija

MV — mikrovamzdeliai

ZK — Zemes kontrok (1 g)

EGTA - etilenglikol O,0'-bis (2-aminoetil) N,N,N",ketraacto iigstis



KAI KURI U SAVOK U PAAISKINIMAI

Statenchima — Saknies gravisensorinis audinysgigkos formos audinys
Saknies Salmelio centéje dalyje)

Statocitai — Saknies ir stiebo gravisenséesimgsteks, kuriose yra gravitacijai
jautris amiloplastai (statolitai)

Statolitai — sutartinis amiloplagt esadiy gravisensoriése hstekse ir
atliekartiy gravisensor funkcija (gravitropinio dirginimo metu kéia
savo padlj Igstekse) pavadinimas.

Endodermis — stiebo gravisensorinis audinys

Inversija — daigo pavertimas 180° kampu (dirginiinas

Morfologinis statocito dugnas — hipokotilio endoaés lastebs bazalig
(apatire) sienet ir Saknies Salmelio statenchimos audinigstéks
distaliré sienet.

Mikrogravitacija — sutartinis silpn gravitacini jéguy, veikiartiy objektus
kosminiuose aparatuose skrydzigygomis, pavadinimas.yJSaltinis —
kosminio aparato manevrai ekj®, jgulos fizire veikla ir t.t.. Sios§gos
lemia apie 0,00000% dydzio pagreiius, ta&iau trumpalaikiai trikdziai
gali siekti 0,001g.
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TVADAS

Augaly gelzjimas justi gravitacyj bei reaguoti augimo judesiais
tiriamas jau daugiau nei 150 meDaug @mesio mokslininkai skyrisaiskinti
gravitacijos pokyiy jutimo mechanizmams, kurie kol kas dairan visisSkai
iStirti. Daug klausim iSkyla ir analizuojant tolesnius signalo perdavimo
procesus iki atsakomosios reakcijos (diferencijscaaigalo dalj augimas).
Svarbus veiksnys, paskaifaugal reakciy j gravitacijos pokyius tyrimus,
buvo kosminiai skrydziai.yJmetu augalai auga tokiomiglygomis, kuriomis
Zemes gravitacig (sunkio) pga nebeveikia (nesvarumas) arba jos dydis
sumazja iki mikrogravitacijos lygmens. Norgodyta, kad augalai skrydzio
salygomis gali praeiti pilp ontogene&s cikla (Merkys, Laurinawius,
Svegzdien, 1984; Musgrave et al., 2000), bet sutringzasta erdvié
orientacija, kuri yp& svarbi skly dygimo ir daig vystymosi laikotarpiu.
Evoliucijos metu susiformavo séfthga gravitacijos jutimo sistema, kuriai
veikiant augalas orientuoja savo organus gravdaciyektoriaus kryptimi
(Saknis) arba prieSinga jam linkme (antzeimiaugalo dalis). Daugelyje
pakeisto svarumo af/gomis atlikyy bandyny su augalais registruojami
nedideli, bet statistiSkai patikimi morfologijos ibmetabolizmo pakitimai,
liudijantys apie realiai egzistuojéins lgsteks gveikos su gravitacija
mechanizmus (Soga et al., 1999; Hoson et al., 20@&abayashi et al., 2009;
Matia et al., 2010; Manzano et al., 2012). Siuoeksp yp& reikSmingi
specializuoto gravisensorinio audinio formavimosivisos gravisensorés
sistemos funkcionavimo pakitusios gravitacijagygomis tyrimai, nes jie
padeda suprasti, kaip funkcionuoja awgalerdvines orientacijos
mechanizmas ir kokiu twlu Sie procesai integruojagi bendp augalo

augimo ir vystymosi program

Specifire gravisensorinj lastely funkcija augal} Saknyse atlieka
Salmelio centrias dalies — statenchimagsteks, o antzemiée augalo dalyje -

endodermiodsteks. Daugeliotyrimy rezultatai patvirtina krakmolo-statolitin



teorijg (Laurinavtius et al., 2001; Kato et al., 2002; Driss-Ecolalet 2003;
Vitha et al., 2007; Kumar et al., 2008), kuri teigjog fizircje gravitropinio
sudirginimo fagje statolitai, t.y. atitinkam masg turintys strukiriniai
gravisensoriés lagsteks komponentai — amiloplastai, k& pactt] ir tuo metu
potenciré energija virsta kinetine energijagldko sukeliamas biocheminis
signalas, perduodamas kitomgsteks strukiroms. Kaip gravitacijos
indukuotas statolit pactties kitimas paleidzia pirmjrbiochemin signah apie
100 met, buvo nisle. Siuo metu manoma, jog statolitaiveikauja su aktino
mikrofilamentais per mioziir su juo susijusiais baltymais, lokalizuotaig Si
plastidzyy pavirSiuje (Hou et al., 2003). Pagal vyradgjas statolitines
gravipercepcijos (gravitacijos jutimo) hipoteze(¥ér et al., 2001; Hou et al.,
2003; Blancaflor, Masson, 2003; Perbal, 2009; Kuatal., 2008), citoskeleto
aktino-miozino sistema vienokiu ar Kkitokiutdu atsakinga uz Saknies
gravisensorinj lasteliy poliSka strukiirg, aktyviai dalyvauja gravitacinio
signalo prémime ir wlesniuose jo virsmuose.

Saknies gravisensokis sistemos tyrimai gana toli paZzengediau kas
vyksta antzemiés augalo dalies statocituose pifim gravipercepcijos fagi
metu - iki Siol Zinoma mazai. Svarstoma prielaigeedai, kad miata gveika
tarp statoliy ir gravisensoriés lagsteks aktino-miozino sistemos galitt
universaliu gravitacijos jutimo mechanizmu tiek Sgle, tiek antzemigje
augalo dalyje. Pastaraisiais metais Si prielaidansyviai nagrigjama taikant
jvairius metodus, tokius kaip statagititoskeleto strukiros ir kontakd su
statolitais vizualizacija (Driss-Ecole et al., 200folkmann, Baluska 2000;
Collings et al., 2001; Blancaflor, 2002; Driss-E&0R003; Palmieri et al.,
2007; Perbal, 2009; Zhang et al., 2011), aktinorafilament; funkcijy analiz
farmakologiniais (Yamamoto, Kiss, 2002; Hou et @003; Palmieri, Kiss,
2005) ir molekulires genetikos metodais (Vitha et al., 2007; Kumamlet
2008; Nakamura et al., 2011) ir t.t.¢lau eksperimentiniai duomenys apiejrys
tarp amiloplasj-statolity judéjimo ir citoskeleto strukiriniy elemeng
gravitacinio signalo percepcijos procesuoseanvienareikSmiai. Be miéty

metod; galimi ir kiti gravisensorinio aparato funkcionewo tyrimo metodai,



pvz., statolig kinetikos pakitusio svarumalygomis teorinis modeliavimas.
Tatiau Sio metodo taikym labai apsunkina sétinga strukiiriniy ir
mechaniny citoplazmos bei aktino tinklo savypiprigimtis (Perbal et al.,
2004) bei ziny apie jj mechanines savybes stoka (Todd, 1994; Driss-Eatole
al., 2008).

Vienas IS netiesiogigi metod; eksperimentiSkajvertinti citoskeleto ir
amiloplast; 3veika yra rysSio tarp gravitac#és jegos ir statolig judesi analiz
keiciant vektorinius ¢gos parametrus — diit/ar veikimo krypi. Zinoma, jog
statolito padtj vertikaliai Zentje augasiios $aknies statocite apsprendziakeli
jégy balansas. Tai ¢ gravitacire jéga ir prieSingos krypties vidagteliniy jégy
(pladrumo (Archimedo), trinties, citoskeleto generuapsnelastias jegos ir
t.t.) visuma (Bjorkman 1988; Todd, 1994; Yoder bt 2001). Nustatyta, kad
sumazinus gravitacés jegos dyd nuo 1 g iki realios mikrogravitacijos
kosmose ar imituojant jZeneje vidulastelires jegos traukia amiloplastus link
Sakny gravisensorinj Igsteliy centro (Volkmann et al., 1991; Laurinawus et
al., 2001; Yoder et al., 2001; Driss-Ecole et 2008). T&iau mazai Zzinoma,
kur ir kaip Sios ¢gos gveikauja ir reguliuoja statoljtvidulastelire lokalizacig
jprastoje gravitaciije aplinkoje ir pakitus gravitacks jgos parametrams —
dydziui ir veikimo krygiai. Todl duomenys apie statalitjudesi; statikg ir
kinetika tiksliai dozuojant gravitacinius stimulus gali sikti informacijos kaip
apie reologines [@#s citoplazmos savybes atskirose statocito sritiae ir
apie vidugsteliniy jégy amplitucd bei veikimo krypi Taikant $ metod
parodytos kai kurios e¢bio, <jamosios pipiras, kukufizo Sakm
gravisensorinj lasteliy citoskeleto mechané#s savyls, jo reikSm lasteliy
struktirinei poliarizacijai ir funkcionavimui tiek kosmioi skrydzio, tiek ir
Zemes silygomis (Volkmann et al., 1991; Lauringits et al., 2001; Yoder et
al., 2001; Driss-Ecole et al., 2008). Dirginantgies gravitacineépa isilgine
bei skersine kryptimis ar mazinant jos gyki nesvarumo galima tikis, kad
paaisks vidubsteliniy jégy kryptis ir poveikis atsakog@m statolity judéjimui

atskirose Saknies ir antzerdgnaugalo dalies gravisensorjnigsteliy srityse.
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Manome, kad tai suteiks galimyhSsiaisSkinti to paties augalo asjnorgan

gravitacijos jutimo panasumus ir skirtumus.

Darbo tikslas — nustatyti amiloplast (statolity) vidulastelinio iSsiédstymo
ir judéjimo séjamosios pipiras daigo asSinj orgam gravisensoriése hstekse
(statocituose) priklausomygmuo gravitacias jggos pokyiy, jvertinti to paties
daigo teigiamai ir neigiamai gravitropigkorgan vidulgsteliniy gravitacijos
jutimo mechanizm savitumus.

Darbo uzdaviniai:

* Nustatyti daig Sakmn ir hipokotiliy gravisensorinj lasteliy formavimosi
ypatumus ir palyginti juos esant realios ir imito®tmikrogravitacijos
saglygoms.

* Nustatyti amiloplast vidulastelinio iSsidstymo Sakn ir hipokotiliy
statocituose priklausomybnuo daigus nuolat veikidos gravitacigs
jégos dydzio.

» |Stirti amiloplast judéjimo Sakny ir hipokotiliy statocituose priklausomyb
nuo iSilgine kryptimi daigus veikiaios gravitacigs j¢gos pokyiy.

* Nustatyti amiloplasf sedimentacijos savitumus Saknr hipokotiliy

statocituose veikiant daigus skersine kryptingidravitacine ¢ga.

Darbo mokslinis naujumas ir reikSme

Pirma karty augaly gravitacijos jutimo procestyrimui Zemngje pritaikyta
amiloplast; judéjimo indukcija skirtingo dydzio gravitaciniais siglais,
modeliuojamais unikaliu prietaisu — centrifuga-kistatu ,Neris-7* su
specialia jranga daig auginimui ir cheminei fiksacijai toje pmje

gravitacirgje aplinkoje.

Pirmg karty palygintas nuolatini ir trumpalaiky gravitacirés jggos dydzio
ir krypties pokgiy poveikis amiloplasi vidulasteliniam iSsidstymui ir

judéjimui to paties daigo Saknies ir hipokotilio stataose.
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Originalus gravitaciés jegos signaj formavimo metodas (k&ant jos dydl
ir veikimo krypt) amiloplasiy judesiams iSprovokuoti leidgvertinti kity
vidulasteliniy struk@iry reikSne Siy plastidzy iSsidestymui ir mobilumui
prieSingos krypties gravitropizmu pasiZy®iip organy gravisensoriése

lastekse.

Pirmg kartg analizuojant daigus, iSaugusius unikaliame apajiseis-5*
nepilotuojamo biopalydovo ,Bion-10“ skrydzZio metiyertinta gravitacijos
reikSme gravisensorinio audinio formavimuisi ir strakai to paties daigo
asiniuose organuose realios mikrogravitacigggomis.

Pirmg karg nustatyta amiloplast (statolify) iSsidestymo priklausomy®
nuo gravitacias jggos dydzio teigiamo gravitropiSkumo organ hipokotiliy
endodermiodstekse.

Gauta nauja informacija apie skirtingo gravitropiSsio augalo aSini
organ gravitacijos jutimo mechanizmus.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

» Mikrogravitacija (reali ir imituota) Sakn ir hipokotiliy gravisensorinj
lasteliy augimy ir jy strukiirg veikia skirtingai.

o Statoliy iSsidkstymas Sakip ir hipokotiliy statocituose nuolatinio
gravitropinio dirginimo metu éra atsitiktinis ir priklauso nuo gravitacis
jégos, veikiadios daigus Saknies virgés kryptimi, dydzio.

* Vienkrypts gravitacigs jegos eliminavimas (klinostatuojant), jos veikimo
krypties pakeitimas (inversija) iSprovokuoja papastatoliyy judéjima
ISilgai 1 g daigy aSiniy orgam gravisensorinj lasteliy. Statoliyy judéjimas
IS gravisensorinj lgsteliy centro, priklauso nuo veikidios gravitacigs
jégos krypties, o jugimo intensyvumas Saknir hipokotiliy statocituose
skiriasi.

» Gravitacinis dirginimas skersine augalo a&giptimi sukelia amiloplast
sedimentacy ir aktyw jy slinkimg gravisensoriés lasteks centro link.
Amiloplasty judéjimo intensyvumas ir trajektorija Salnir hipokotiliy

gravisensoriése hstekse skiriasi.
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Disertacinio darbo aprobavimas ir publikacijos
Tyrimy rezultatai paskelbti 9 moksliniuose straipsniuaSeuriy 3 1SI

WOS duomen bazs leidiniuose, trys — leidiniuog&rauktuosg ISI duomen
baz ir 8 tezse bei spausdintuose mokslitionferencij praneSimuose.

Pagrindiniai Sio darbo rezultatai buvo pristatyéi tarptautigse
konferencijose organizuojamose COSPAR/Kosmoso TiyKmmiteto (2004);
ESA/Europos Kosmoso Agambs ir ELGRA/Europos Hipogravitacijos
Tyrimy Asociacijos (2005, 2008, 2010, 2011) ir 2 konfergse Lietuvoje.

Darbo apimtis ir strukt ara

Disertacip sudaro:lvadas, Literatriné tyrimy apzvalga,Tyrimy objektas,
medziagos ir metodai, Tyriprezultatai, Apibendrinimas, ISvados, Liténats
sgrasas (262 SaltiniaiMoksliniy publikaciy sgrasas. Darbe yra 7 lengs| 51
paveikslas. Darbo apimtis 147 puslapiai. Diseréapg@rasyta lietuyi kalba,

santrauka — anglkalba.
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1. LITERAT URINE TYRIM U APZVALGA

1.1.Gravitacijos poveikio augalams atzvilgiai

Augalai nuolat veikiami juos supé&os aplinkos veiksnji. Gravitacija
yra vienas iS pastoviausiaplinkos veiksnj, jtakojartiy augal; augimy ir
vystymgsi. ki Siol réra vienareikSris nuomors &l gravitacijos ir augalo
morfogeneting sisteny integracijos dsninguny. Eksperimentais, atliktais
mikrogravitacijos glygomis ar imituojant pakeigt svarum (centrifuga-
klinostatu), jrodyta, kad @l gravitacijos parameir pokyiy, kekiasi orgam
diferenciacija &klos dygimo ar embriogenéz metu, bei skatinama arba
slopinama antzemés augalo dalies organogesefGray, Edwards, 1968;
Conger et al., 1998; Lauringuis et al., 2001). Nustatyta, kad Siuolaikini
augal} ontogene&s procesai gali vykti be gravitacijos, t.y. mikragitacijos
salygomis, kita vertus pakjs svarumas modifikuoja augalo funkcijas ir
morfogenez (Merkys, Laurinawius, 1991; Laurinavius, Svegzdie# 2000;
Link et al., 2001; Stanko¥ 2001). Augalo gravimorfogenetinireakciy
pavyzdziu gali bti agurky (Cucumis sativumL.) formuojamy ataug,
vadinamyjy penting (iSaug tarp Saknies ir hipokotilio) genezJrodyta, kad
pakeisto svarumo ab/gomis jvyksta rysSkis agurky pentinp morfologiniai
pokyiai. Nustatyta, kad vienkryptis lateralinis graeifas poveikis slopina
vieno pentino genez Tiriant somatini embriony vystymgsi imituoto
nesvarumo gygomis, nustatytas mazesnig asimetriSkumas ir intensyvesn
lasteliy vakuolizacija (Rakleviiene, SvegZzdies, 2004).

Geriausias gravitacijos poveikio augalystymuisi jrodymas yra
gravitropinis linkimas (gravitropizmas). Augalo $&k auga gravitacijos
vektoriaus kryptimi (teigiamas gravitropizmas), dielsas — prieSinga
gravitacijos vektoriaus kryptimi (neigiamas graefiizmas). Pakitus
gravitacijos parametrams (dydziui, keyai), atitinkamai kinta ir augalo asini
orgamn orientacija. Mikrogravitacijosaygomisjprastire Saknies ir antzemés

augalo dalies orientacija sutrinka.

14



Gravitacires jegos ir augalids lastebs gveikos galiny pasekmi
vertinimui pasitelkiami teoriniai metodai (Audus96R; Bjérkman, 1988;
Yoder et al., 2001). Pirmoji grépgravitacijos efekf siejama su jos poveikiu
lastelei kaip fiziniam &nui, ty. kaip visumai (Laurinavius, 1991).
Gravitacija, kaip iScentrinjéga, yra kiekvien mass dale¢ veikianti gga ir
formuojanti svarkj masgs savyl - sunk. Kitaip tariant, kiekvienas fizinis
kiinas yra traukiamas Zes centro kryptimi. Bl to kietoje sferoje atsiranda
tarpmolekuling rySiy mechaninigtempimas, o skystyje atsiranda hidrostatinis
spaudimas. Abiem atvejaigstek, kaip visuma ar atskiros jos dalys, patiria
mechanifp ar hidrostatip spauding. Laisvojo  kritimo  glygomis
(mikrogravitacija) migti procesai nevyksta. Kokie biologiniai procesgtéks
lygyje gali kuti salygoti gravitacijos ir kokie strukiriniai ir funkciniai
pasikeitimai galimi mikrogravitacijosa/gomis diskutuojama iki Siol.

Manoma, kad gravitaciniame lauke homeostailaikymui hsteks,
prarasdamos energjj formuoja stabilurp palaikagias strukiras. Augaj
lasteks formuoja kief siene¢, kas sumazina gravitacijos sukehechanip
tempimy ir hidrostatin spauding. Mikrogravitacijos sglygomis, kuomet
gravitacire jéga nebeveikia, stabifi lagsteks strukiiry formavimasis gali
keistis. Zinoma apie S$iomisalggomis susidaratus hsteks siensds ir
citoskeleto morfologijos pakitimus (BaluSka, Hadeims 1997). DI
homeostags pokyiy mikrogravitacijos slygomis gali kisti ir hsteks
medziag apykaitos procesas.

Jei hsteks citoplazm vertintume kaip supaprastinthidrodinamir
sistem, tada iSrySkty kitas gravitacijos poveikis$telei, kuris yra susig su
erdvine vidujsteliny strukitiry lokalizacija ir iSsidstymu. Lasteks dalets gali
bati stabilioje isenoje net ir veikiant gravitacijai. Siuo atvejuisias,
struktiriSkai nesuriStosgbteks dalets, kury tankis yra didesnis uz aplinkos
tanlj, citoplazmoje juda visiSkai netvarkingai (pasik@SBrauno judjimas),
Ju lokalizacija ir juajimo trajektorija priklauso nuo daks krivio bei aktyvaus
citoplazmos sruvenimo, tédjos pasiskirsto homogenisSkai visamgsteks

taryje. Kitu atveju dalelds juckjima skystyje glygoja gravitacigs jegos, @l to
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kaip tik ir vyksta sedimentacija, t.y. dalelpasiskirstoiiryje heterogeniskai.
Pollard (1965) atkreipdémesg j tai, kad kai dsteks daletms yra priskiriamas
gravisensoriaus vaidmuo, minimali kri¢indalebs mag ir minimalis

hidrodinamirés sistemos matmenys, kurioje gravisensoriai funkoiga, yra
svarbiausi faktoriai.

Gravitacires jegos parameir (dydzio ir veikimo krypties) kitimo
poveikis gravisensorigi lasteliy  struk@irai  tiiamas  kosminiuose
eksperimentuose realios mikrogravitacijoglygomis ar centrifuguojant
atitinkamu graliu  kosmoso centrifugoje. Zem® slygomis vienkryptis
gravitacijos poveikis eliminuojamas klinosjapagalba, o reikiamoségos
dydis iSgaunamas centrifuguojant.ySiyrimy metu nustatyta, kadprasta
poliariSka  Saknies  gravisensarn lgsteks  strukiira  (branduolys
proksimalirgje, t.y. morfologiSkai apatipe srityje, o endoplazminis tinklas ir
amiloplastai — distaligje, t.y. morfologiSkai virgninéje srityje) suardoma, kai
Saknys 20 min. dirginamos S akropetaliai, t.y. virgnés kryptimi (Sievers,
Heyder-Caspers, 1983).

Augalams augant hipogravitacijogy (< 1) slygomis, strukirinis
statocit; poliSkumas iSlieka, iSskyrus amilopladbkalizacip. Kai skirtingy
augaly daigai auga realios mikrogravitacijoalygomis, ar horizontaliame
klinostate dauguma amiloplaspersigrupuoja; proksimalirg statocity dal,
branduolys paslenka linkgdteks centro (Merkys et al., 1981; 1983; Perbal et
al., 1987; 1989; 1994; Volkmann et al., 1986; 198trenzi et al., 1990;
Svegzdien, 1991; Laurinavius et al., 1996; 2001; Driss-Ecole et al., 2000;
Laurinavitius, Svegzdiedy 2000; Svegzdien et al., 2001). Kosminiuose
eksperimentuose, panaudojus borto centgifugnustatyta netiesin
priklausomylé tarp dirbtires gravitacigs (iScentrigs) jegos dydzio ir statolif
lokalizacijos gjamosios pipiras Sakm gravisensoriuose (Merkys et al., 1981;
Laurinavtius et al., 2001).

Kokiu buadu augalas sugeba justi gravitacijos pokg? Evoliucijos
eigoje, @l nuolatinio Zengés gravitacinio lauko poveikio, augaluose

susiformavo mechanizmas, sugebantis priimti tanosilkkrypties iSoriés j¢gos
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stimul, ji transformuotij fiziologinj signaf bei adekvaai reaguoti augimo
judesiais. Sis sutingas mechanizmas yra vadinamas gravitropine ij@akc
Gravitropire reakcija yra ,slenkstinis“ reiskinys, t.y. grawapinis linkimas
vyksta tik dirgikliui pasiekus tam tigr minimalia slenkstig verk, savih
kiekvienam organuiYopunr, ®ununc, 1984). Jei augalas dirginamas didesniu
uz slenkstin stimulu, gravitropinis atsakas pirmiausia indulamgs
gravisensoriés lasteks, o \éliau aSinio organo lygmenyje. Augalo organ
jautrumas gravitacijai charakterizuojamas Siais apatrais: gravitacinio
signalo percepcijos laikas ir prezentacijos laik&sentinis gravitropias
reakcijos laikas, minimalus gravitaémijégos dydis g-slenkstis) ir slenkstin
stimulo doz.

Minimali dirginimo interval; trukmé kintartio dirginimo metu, btina
gravitropinio atsako indukcijai, vadinama percepgijlaiku. Pirmg karg
percepcijos laik nustag Fitting (1905), kuris pritai& specialy klinostatavimo
techniky prieSingos krypties augalo organkintartiam gravitropiniam
dirginimui. Sy tyrimy metu nustatyta, kad hipokotiliai ir epikotiliai
gravitropisSkai linko net tada, kai klinostato apsisny skatius buvo vienas
kartas per 1 s. Atsizvelgiamttai padaryta iSvada, kad percepcijos laikas turi
bati trumpesnis nei 0,25 s. Panapercepcijos laik nusta¢ Pickard (1973)
antZzeminei augalo daliax(0,5 s) ir Hejnowicz et al. (1998) — pozeminei (0,5
s). Pastajjy tyrimy metu paais§o, jog dirginimo interval metu statolij
poslinkis yra labai mazas, t.y. maziau neiéjsdiametro. Todl nuspesta,
kad pirminis gravitacijos jutimo procesasyksta netoli pradiés statolity
pactties. Manoma, kad realiausiaiokj maz statolify poslink gali sureaguoti
ir dalyvauti tolimesniame gravitacijos jutimo preee- citoskeletas.
Gravitropinio atsako dydis pagal Volkman, Sievel®79) priklauso nuo
stimulo dozs d, kuri yra gravitaciis j¢gos dydzio, iSreikSt@ vienetais, ir
dirginimo trukmés t sandaugad = g x t x sin a, kur a — kampas tarp
gravitacirés j¢gos krypties ir dirginamo organo isilgs aSies (jeor = 90°,d =
g x t). Maziausia dog, kurig virSijus jvyksta atsakomoji gravitropénreakcija,

vadinama slenkstine. Literabs duomenimis tokia stimulo dogra 0,67g x s
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(Driss-Ecole et al., 2008). 4y laboratorijos mokslinink duomenimis nuo 14
g x s iki 22g x s (Laurinavius et al., 1998).

Laikas, lmtinas gravitropinio atsako indukcijai vadinamaszergacijos
laiku. Zinomas $aknprezentacijos laikas yra nuo 10 s (Hejnowicz et1£198;
Laurinavtius et al., 2001) iki 30 s (Larsen, 1962; Casparkd?d 1989; Kiss
et al.,, 1989; Perbal, Driss-Ecole 1994), o antzémiraugalo dalies
prezentacijos laikas yra kiek ilgesnis — nud® s (Pickard, 1973; Hejnowicz
et al., 1998) iki 4060 s (Sack et al., 1984; Audus, 1975).

Jeigu prezentacijos laikas atitinka gravitraginreakcijos indukcis
fazés trukne (signalas pajuntamas ir transformuojamas), tankatis laikas
apjungia ir Sio signalo realizacijos laikotarg(iSlinkima). Literafiros
duomenimis, teigiamai gravitropigkaugalo orgaup latentinis reakcijos laikas
varijuoja nuo 6,39,8 min. (Larsen, 1957; Lauring&uwis et al., 2001) iki 20
min. (Volkmann, Sievers, 1979; Perbal et al., 1991M)o tarpu neigiamai
gravitropiSk; augalo orgam (koleoptiliy) zinomas latentinis reakcijos laikas
yra trumpesnis nei pozends augalo dalies, t.y. ;8 min. (Bandurski et al.,
1984), ar 510 min. (Pickard, 1985; Hild, Hertel, 1972).

Minimalus gravitacigs jégos dydis ¢-slenkstis) pozeminei ir
antzeminei augalo dalims taip pat skiriasi. Nuggstyminimalus gravitacis
jegos dydis jvairiy augaly Saknims yra nuo 1,4 x P@y (Driss-Ecole et al.,
2008), 1,4 x 10 g (Merkys et al., 1986) iki 2,6 x 1y (Laurinavisius et al.,
1998; Svegzdien 2000), o hipokotiliams 2,9 x T@, 3,1 x 10°g (Mepxuc A,

u 1p., 1985; Merkys, Laurinavius, 1990; SvegZzdien2000).

Augaly aSinyy orgam gravitropinis jautrumas priklauso ne tik nuo
augalo tSies, bet ir nuo gravitagis aplinkos. Nustatyta, jog horizontaliu
klinostatu (HK) imituotos mikrogravitacijos alygomis ar realios
mikrogravitacijos glygomis augadiy augal) Saknys jautresis uzjprastireje
gravitacirgje aplinkoje iSaugusias auga$aknis (Volkmann, Tewinkel 1996;
Svegzdien et al., 2001; Perbal et al., 2004; Driss-Ecolal 22008).
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1.2. Augalp gravisensorinio aparato organizacijos anatominiai ir
funkciniai ypatumai daigo aSiniuose organuose

Saknis yra pozeminis, asinis augalo organas, kuriuo j§ivirtina
Zzentje, kad galty iSlaikyti nuolatire stiebo paétj erdwje, siurbti iS zeras
vandefi su jame iStirpusiomis mitybémis medZiagomis. Saknimsidinga
radialire simetrija. Jos auga savo galiukirsinélémis, kuriose yra Saknies
augimo kigelio meristema. Si meristema gamina dyigpy lasteles, kurios
dalijasi ir auga dviem kryptimisj virSy nuo augimo ¥kgelio, IS kuriy
formuojasi Saknies , iknas“,j apa&ia nuo augimo kgelio, i$ kuriy formuojasi
Saknies augimo idgelio meristemos apsauginis audinys - Saknies $ialme
(33ay, 1980; Dagys, 1969).

Hipokotilis yra antzemia augalo daigo dalis nuo Saknies kaklelio iki
skilcialapiy. Augalui augant hipokotilis tampa stiebo dalimi, isukaip ir
Saknis yra asSinis augalo organd3dviskil¢iy augal; stiebai augaj ilgj ir
radialiai. § virsinéje yra pumpuras sudarytas iS augimgddio ir gaubiatiy
lapy pradmen. Ziediniy augaly augimo kgelis yra skirstomas$ dvi dalis:
tunikg ir korpus. Tunika duoda pradzi epidermiui, o korpusas kitiems
audiniams: endodermiui ir likusiai Ziev daliai, bei centriniam velenui (Dagys,
1969;93ay, 1980).

Aiskinantis gravitacijos jutimo vigtskirtingo gravitropiSkumo augalo
asSiniuose organuose nustatyta, kad dekapitavuseSakalmegl prarandamas
Saknies gravitropiSkumas, bet normalus Sakniesvaagislieka (Juniper et al.,
1966). Augalai, stiebe neturintys endodermio, destrowja pakitus stiebo
gravitropiSkum (Tasaka et al., 1999; Morita et al., 2007; Kitaaaet al.,
2008). Taijrodo, kadstatenchimosakteks (Saknies gravisensoém lasteks),
formuojartios kiigiSkos formos audjnSaknies Salmelio centdje dalyje ir
stiebo endodermiog$teks yra augalo gravisensoriniai audiniai (1 pav.).
Keletos autorj nuomone, Saknyje gali egzistuoti ir kita gravigasijutimo
vieta, t.y. Saknieggimo zonoje (Wolverton et al., 2002a, b; LaMottekBrd,
2004).
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1 pav. Arabidopsis thaliana Saknies ir Ziedstiebio gravitropizmo
reguliacijos modelis. Ziedstiebyje gravitacija jama endodermia$tekse
ir gravitacinis signalas (pilka rodyRl perduodamas iSorinius audinius,
Saknyse gravitacija juntama Salmelio statenchimsigltse, o gravitacinis
signalas (pilka rodyk) perduodamas iS statenchimastéliy j Saknies
tisimo zon (pagal Tasaka et al., 1999)

Tyrimy su Arabidopsisthaliana mutantais, pasizymémis pakitusiu

gravisensorinis mechanizmas yra genetisSkai

2001;Yamamoto, Kiss, 2002). Ir taiéna netikéta, nes Sie organai auga
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gravitropizmu Saknyje (kai tuo tarpu antzegsirdalies gravitropizmas islieka
normalus, arba atvirk&i) rezultatai, leidzia manyti, jog Saknies ire&to
skmgngTasaka et al.,

skiriasi yj gravisensorinio audinio strukiné

organizacija. Saknies gravisenseésnlstebs (gravitacijos jutimo zona) yra



fiziSkai atskirtos (iSilgai apikalis-bazaligs Saknies asSies) nuo gravitacijos
signalo realizacijos vietos — Sakni¢sirno zonos. Tuo tarpu stiebe gravitacijos
jutimo ir realizacijos zonos fiziSkaiém atskirtos ir gravitacinis signalas
keliauja statmenai apikalinei-bazalinei stiebo iagia pav.). (Tasaka et al.,

1999; Masson et al., 2002).

Saknies gravisensorimi lgsteliy strukt@ra. Saknies statocitams
budingos krakmolo pilnos, fizije gravitropinio sudirginimo fage gebagios
keisti padt;j ir tokiu bidu perduoti priimg signah kitoms hsteks struktiroms,
plasticks - amiloplastai (statolitai) (1 pav.) (Boonsirichat al., 2002;
Blancaflor, Masson, 2003; Perbal et al., 2004)s $isteks nuolat atsinaujina,
pereidamos visagdteks vystymosi fazes: dalijasi, diferencijuojasi imiaa
funkcionaliais statocitais, éliau transformuojasi sekrecinesabkteles, kurios
apmirsta ir nusilupa nuo Salmelio.

ISbrinkus gemaliés Saknies Salmelio gdtekms pirmuose iisimy
statocity sluoksniuose branduoliai uzima cengrigsteks daj, kitos organeis
iSsickstiusios aplink. Sioje vystymosi stadijoje, plagtd krakmolo neina.
Vykstat statocij diferenciacijai endoplazminis tinklas (ET) migragjistalires
lasteks sieneads link, o branduolys prieSinga kryptimi ir galiaaisiatsiduria
proksimaliame gravisenso#is lasteks poliuje. Taip Saknies gravisenserin
lastek jgauna polisk strukiirg (2 pav.).

Saknies gravisensorineisteleijgaunant polidk strukiira, tuo pat metu
proplastigése sintetinamas krakmolas, ir formuojami daugiatuahai
krakmolo dariniai. Jprastoje gravitacije aplinkoje @l skirtingy tankiy
(amiloplast; tankis 1,44 g/m®, citoplazmos tankis 1,03 gh’) vyksta
amiloplast; (statoliy}) sedimentacija. Toks gravisensouingsteliy struktirinio
poliSkumo vystymasis vyksta nepriklausomai nuo gaayjos ir yra genetiskai
determinuotas (Merkys et al.,, 1981; Sievers, 20088kyrus amiloplast
lokalizacig.
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Statolity judéjimas gravisensorine

proximal end

lastekje néra atsitiktinis, bet priklauso
nuo gravitacijos vektoriaus krypties
(Volkmann, Baluska, 2000). Kita
vertus gravitacija ¢ra vienintelis
veiksnys, apsprendziantis amiloplast
vidulastelire lokalizacig. Tam turi
jtakos ir citoplazmos reologis

savyles bei kitos dsteks strukfirinés

dalys.

Nemazai autog pabézia ET ir

o _ ~judriy amiloplast; saveikos svarb
2 pav. Schematinis ¢Bio Saknies

statocito strukiros vaizdas (Perbal etS@Knies — gravipercepcijos  procese

al., 2004). N — branduolys, a —(Hensel, Sievers, 1981; Perbal et al.,
amiloplastai, mT — mikrovamzdeliali,

mF — mikrofilamentai (aktino gijos), 1997; Leitz et al., 2009). Manoma,
ER — endoplazminis tinklas kad ET yra vidustelinio C&" ir

protony Saltinis, kury plipsnis gravitacinio dirginimo metu glygoja
vidulastelinio pH pasikeitimm (Masson et al., 2002; Kuya et al., 2006). Be
jprastinio, Salia distalis lasteks sienels esatio ET, tabako Saknies Salmelio
lastekse aptiktas tam tikros formos ,nodalinis ET, esatisteks periferirtje
dalyje. Manoma, kad Sios formos ET gali atpalaidyotus, reaguojani
amiloplast; sntigius ar aktino indukugt tamprumo ¢gy poveil§ (Zheng,
Staehelin, 2001). Taip pat teigiama, jog Sis tieklga Saliaplazmires
membranos stiy, kuriose iSsidst tempimui jautiis receptoriai (Yoder et al.,
2001). Tokia specializuota ET formaidinga tik Saknies gravisensorinei
lastelei, o stiebuose ji nebuvo pasteb Kita vertus, kif augal; pvz.
Arabidopsis thaliana Saknies gravisensofise hstekse, tokio tinklo #ra
aptikta ir dar diskutuojamas jo dalyvavimas grapizmo procese (Leitz et al.,
2009). Kitas viduisteliniy protony Saltinis yra vakuals. Uzslopinus tonoplasto
H*-ATPazes bafilomicinu A1, padigh Sakm gravitropinis linkimas, kagodo

vakuoks vaidmem Siame procese (Scott, Allen, 1999).
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Saknies gravisensokije lastekje citoskeletas yra dliniy baltymy
tinklas, susietas su plazmine membrana ir/ar ETlsudaro mikrovamzdeliai
(MV, tubulino polimerai), aktino mikrofilamentai (M aktino polimerai) ir
juos jungiantys baltymai (Ingber, 2003 a,b). Viéngeriausiai charakterizupt
baltymy yra aktino monomerus jungiantis baltymas profginaaktiry
depolimerizuojantis faktorius (ADF) — kofilinas, ibmiozino grugs baltymai
(Volkmann, Baluska 2000; Gibbon 2001; Blancaflop02; Allwood et al.,
2002; Feng et al.,, 2006). Mikrovamzdeliai, esantygiau plazmirs
membranos, juosia \4slastek statmenai iSilginei statocito aSiaiy Jtaka
gravitacijos jutimo procesui éna gerai zinoma (Baluska et al.,, 1997;
Blancaflor, 2002). Pirngy tyrimy metu, aiSkinantis aktino filamentinklo
struktirg ir jo iSsickstymo specifiSkumg statenchimosaktekse gerai matomo
tankaus aktino tinklo gi, kokios buvo matomos kitose augalgstekse,
nepastetta (Baluska et al., 1997). Didelis zingsnis aydasteliy citoskeleto
strukiiros tyrimuose buvo padarytas panaudojus zaliarésmuojantbaltymg
(GFP), kurio pagalba vizualizuoti aktino oligomer@{ost et al., 1998).
Vélesny tyrimy metu nustatyta, kad tinklas sudarytas iS trurgpy, kurios
néra padrikai iSsibarsusios, o orientuotogzambiai, mazdaug 45° kampu,
plazmirts membranos atzvilgiu. Tinklo tankumas visajstékje vienodas, tik
Siek tiek tankesnis branduolio srityje (Driss-Eceteal. 2000b; 2003; Perbal et
al.,, 2004; Shevchenko, Kordyum, 2005). Yoder et, gR001) su
bendraautoriais pateiktame gravipercepcijos mode&gkinama, kad aktino
filamenty tinklas hsteks centre yra daug tankesnis nei periferijoje, kiutaso
savotisSkus kanalus, kuriais jgahmi amiloplastai suardo citoskelet
aktyvuodami plazmigle membranoje esdius receptorius. PrieStaringi
rezultatai gauti konfokalis mikroskopijos pagalba. Wiyrimy metu Saknies
statenchimosabtekse buvo aptiktas tankus, gerai matoaktino giy tiklas
(Collings et al., 2001; Blancaflor, 2002). Tai gdliti susig su tuo, kad
dinamiski aktino mikrofilamentai sunkiai matomi k&uotose, negyvose
lastekse. Atlikus citoskeleto vizualizacijos tyrimus najght antikinus

nustatyta, jog Saknies Salmelio statocitai, lygtnpros su kitomis Saknies
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lastebmis, pasizymi ypatinga aktino tinklo i jungiartiy baltymy miozino ir
profilino ekspresija (Volkmann, Baluska, 2000). p&sment; metu,
naudojant aktino polimerizagij veikiartius agentus— citochalazinus bei
latrunkuling, iSsiaiSkinta, kad amiloplastai vienokiu ar kitokiidu sujungtij
bendy tinklg su dinamiSkais aktino mikrofilamentais ir ta jusggali kiti per
motorin baltymy miozimg, ar kitus su juo susijusius baltymus, kurie apikit
amiloplast; pavirSiausy sedimentacijos metu (Buchen et al., 1993; Baluska,
Hasenstein, 1997; Staiger et al.,, 1997; Gibbonig&ta2000; Kiss, 2000;
Volkmann, BaluSka, 2000; Driss-Ecole, 2003). Buvoeipa iSvada, kad
Saknies statocituose esantys statolitai sedimgosagietu veikia aktino tinklo
jtempimy, o pirminis gravitacinio signalo pajutimas gatitibjgyvendinamas
tiesiogiai per aktino citoskeketninétos jungties pagalba (Perbal et al., 1997).

Stiebo gravisensorim Igsteliy struktira. Stiebo endodermigdtekse,
kaip ir Saknies statocituose, yra krakmolo pilndaspds - amiloplastai,
dirginimo metu gebafios juckti gravitacijos vektoriaus kryptimi (1 pav.).
Mutanty, neturitiy arba turidiy sumazjusi krakmolo kiek endodermio
lastebse tyrimai jrodo, kad amiloplastai atlieka statglitvaidmen ir jy
judéjimas bstekje siejamas su stiebo reakcjjgravitacip (Kiss, Sack, 1989;
Kiss et al., 1999; Sack, 1997; Kiss, 2000; Fujiletaal., 2000; Yamamoto et
al., 2002).

Stiebo gravisensorénlgstek taip pat kaip ir Saknies yra polisSka.ciau
¢ia skirtingai, nei Saknies statocite, branduolysli gausésti kartu su
amiloplastais. Pastarieji, stiebui esant vertikalipadtyje, iSsidste lagsteks
apaioje, t.y. Salia morfologinio asteks dugno, labai ploname citoplazmos
sluoksnyje apsupti vakusd membranos. Kai kurie iSy| jsiterpg
tarpvakuoligse gijose (Volkmann et al., 1993; Kato et al., 20G&kirtingai
nei Saknies statocite, kur apstu citoplazmos irleigwakuoliy, stiebo statocite
centrire vakuok yra labai didel ir uzima didzaja lasteks da]. Tai yra esminis
Saknies ir stiebo statogitskirtumas (Kato et al.,, 2002). Kai karityréjy
nuomone centrin vakuok atlieka pagrindin vaidmen stiebo gravitacijos

jutimo procese jtakodama amiloplagt judéjimg endodermio gstekse.
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Manoma, kad amiloplast sedimentacijos metu Siemsaveikaujant su
tonoplastu gali @ti iSmetami jonai, btini gravitacinio signalo perdavimui
(Volkmann et al., 1993; Morita et al., 2002). Taigt gali kuti, jog amiloplast
membranos baltymaggeikauja su vakuébk tonoplasto baltymais, ko pasekoje
jvyksta graviatsakas. Jemhmi amiloplastai veikia ne tik tonoplasbet dar ir
keliauja siaurais citoplazmos ra&is, vagojatiais centrig vakuok. Manoma,
jog amiloplasi/tonoplasto sveika ir/arba § sedimentacija per centgn
vakuok yra neatsiejama gravitacijos signalo transdukcipeaslis stiebo
statocite. Tiriant augalus mutantus su vaksdbrmavimosi, transporto pef |
pakitimais (Kato et al., 2002; Morita et al., 2002ano et al., 2003), ar
endocitozs defektais (Silady et al.,, 2004), nustatyta sugjiisi amiloplasy
sedimentacija ir sumags stiebo, bet ne Saknies gravitropizmas.

Endoplazminis tinklas endodermigstekje nréra labai iSreikStas,
skirtingai nei Saknies statocituose.

Palyginti mazai tirtas stiebo gravisensésn lgsteks citoskeletas.
Ankstesngjy tyrimy metu nustatyta, jog stiebo gravisensésen hstekse
esantis aktino tinklas yra padrikas ir paprasiestrukiirinés organizacijos nei
Saknies statocituose (Volkmann et al.,, 1993; BkiuSHasenstein, 1997;
Collings et al., 2001). Tik prieS kedetmeiy panaudojus Alexa Fluor-
phalloiding paaiskjo, jog stiebo endodermiogdtekse yra taip pat gerai
iSsivysts, tankus, skersai ir iSilgajdteks orientuotas aktino filamantinklas
(Yamamoto, Kiss, 2002; Palmieri, Kiss, 2005} Ditoskeleto vaidmens stiebo
gravitacijos jutimo procese diskutuojama iki SiBRrmakologiniaistyrimais
nustatyta, jog citoskeleto suardymas apriboja ktatojudéjima stiebo
statocituose, kas leidzia manyti, kag gedimentacija priklauso nuo aktino
filamenty tinklo. Teigiama, kad aktino mikrofilamentai moddja
graviatsakus, aktyviai dalyvaudami statpldislokacijos procese endodermio
statocituose (Palmieri, Kiss, 2005). Kita vertuss p&iais tyrimais nustatyta,
kad citoskeleto suardymas hipokotilio ir Saknieatatituose padidina i
augalo asinj organ gravilinkimg (Volkmann et al., 1993; Yamamoto et al.,
2002; Hou et al., 2003; 2004; Ma, Hasenstein, 208B)jzvelgiant tai persasi
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nuomore, kad amiloplast sedimentacija ir aktino tinklas kaip iena hitini
gravipercepcijos vyksmui daigendodermiogstekse.

Svarbi gravitacijos jutimo stiebe charakteristika yai, kad stiebai gali
justi gravitaciy visoje isimo zonoje, t.y. per vis hipokotili. CilindriSkas

endodermiodsteliy iSsickstymas puikiai pritaikytas Siai funkcijai (3 pav.).

(a) (b)

Endodermio Fieve
: ieve

lasteks ! _/Endodermis

entrinis

g ” g velenas
P Epider
"';H“ i mis

3 pav. Gravitacijos pajutimo modelisrabidopsisthaliana ziedstiebyje. (a) -
gravitropinio linkimo metu ziedstiebiggauna ,U* formy. Apikaliné dalis
linkstaj virSy, o wliau nuo vertikads j kaire pus. Trumpos juodos rodyés
nurodo linkimoj virSy krypti. Tamsiai pilka linija nurodo apatinstiebo
pus, kuri tista labiau lyginantyjsu tos pé&ios atkarpos virSutine puse. Stieb
padalijusj atkarpas kiekvienayjgali atpazinti gravitacijos vektoriaus krypt
nepriklausomai viena nuo kitos, tddtiebo atsakaggravitropirj dirginima
yra suma vig stiely sudaratiy atkarp atsaky. (b) - horizontaliai orientuoto
stiebo skersinis pyis. Juodos rodykk nurodo gravitacijos vektoriaus
krypti, o pilkos rodykts nurodo radialign kiekvienos endodermicgsteks
kryptj (pagal Tasaka et al., 1999)

Kita vertus, atskiroms stiebo dalim&dingas skirtingasjsimo greitis
(apikalire dalis ista gretiau nei bazali&). Dél Sios priezasties, gravitropinio
linkimo metu, stiebaggauna ,U” formy ir tuo pa&iu metu atskiros jo dalys
demonstruoja skirtirg gravitropirj atsalg (3a pav.). Sie judesidgrodo, kad
gravitropinio dirginimo metu stiebo apikadinr bazalire dalys gali atpazinti

gravitacijos vektoriaus krypnepriklausomai viena nuo kitos.
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Kita svarbi stiebo gravitropizmo charakteristika ya, kad endodermio
lasteliy radialine simetrija suteikia galimyp jam pajusti gravitacijos
pasikeitimy bet kuria kryptimi (3b pav.). ®&au kaip endodermioasteks,
badamos skirtingose pése, stiebui nukrypus nuo vertikal atpajsta
gravivektori, ir kaip formuoja signalus tiksliaiéna zinoma (Fukaki et al.,
1996; Tasaka et al., 1999; Weise et al., 2000).

1.3. Gravitropizmo procesas

Gravitropire reakcija gali lati skirstomaj indukcire ir atsakomja fazes
(Mepkuc, 1973). Arba pagal kitus autorigs3 fazes: percepaij(gravitacijos
signalo pajutim), transdukcy ir atsak (Sack, 1991; Kiss, 2000; Blancaflor,
Masson, 2003).

1.3.1. Gravitacijos signalo percepcija

Kas vyksta gravitacijos jutimo metu diskutuojama siol. Pastaruoju
metu vyrauja dvi gravitacinio signalo jutimo teosj protoplasto &gio
hipotez ir krakmolo statolitié hipotez, kuri remiasi ank8au, nei pries 100
mety Nemeco ir Haberlando suformuluotais teiginiaise(®rs et al., 1991).
Pirmoji hipotez aisSkina, kad gravipercepcijos mechanizme dalyvaigas
lasteks protoplastas, o ne atskiros jo orgasdWayne et al., 1992; Staves et
al.,, 1997a; Staves, 1997; Sack, 1997). Veikianvitgeaijai, lastekje vienu
metu vyksta tempimo ir spaudimo procesas. Atsirasidgiy skirtumas.
Tempimo ir spaudimo metu aktyvuojasi tempimui jasitkanalai, ko pasekoje
jvyksta signalo transdukcijos ir galutinio atsakogaiimui procesai (Staves,
1997; Rosen et al., 1999). Pagal t&orijg statolitai dalyvauja gravitropizmo
procese didindami bengrlasteks svor ir tuo paiu didindami hsteks
tempimo/spaudimo procgssorinei aplinkai (Rosen et al., 1999). Si teorija
paaiskina gravitacijos jutimo procedidekse tarpubambligse Charadumbliy
lastekse (Staves, 1997) iradtekse neturigiose galigiy nussti statolif
(tokios kaipEuglend (Konings, 1995). Sios teorijos pritaikymas aukitgjy

augai; statocituose diskutuotinas, nors kai kurie tyrippagrindzia §. Vienas
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IS pagrinding argumeni palaikadiy protoplasto sigio teorig yra augal,
neturirtiy krakmolo, jautrumas gravitacijai (Kiss et al., 89Kiss, Sack,
1989; 1990).

Kai kurie autoriai svarsto gravipercepcijos auga&io modely
bioenergetia pug. Esminis klausimas - ar potencialaus gravijutimo
mechanizmo generuojamas signalas gali virSyti/thistenin; termodinamimn
triukSmg? leSkant atsakymo iSkyla problema, nes apgakgant energy
daroma daug prielaig toctl abiey percepcijos modeji termodinaminis
pagrindimas vis dar diskutuojamas. Galima teigtd kir statolitai, ir visa
protoplasto mas gali stimuliuoti atitinkamus plazmés membranos
receptorius ir taip dalyvauti gravitacijos jutimmpese.

Nepaisantjvairiy samprotavimp dauguma tyijy palaiko antgja, t.y.
krakmolo statolitie hipotez, kuri teigia, kad gravitrop# indukcija jvyksta
tada, kai reaguodamg@saugalo organo orientacijos pakitjmaisvai hstekje
judartios sunkesés uz citoplazmp organets (statolitai) slenka statocitu
sgveikaudamos su kitomis protoplasto sttwkimis. Manoma, kad
amiloplastams judant sudirginami kol kas nezinoraceptoriai. Tuomet
mechaninis vidujstelinio amiloplast pasiskirstymo stimulas
transformuojamag biochemin signah, kuris indukuoja diferencijugtauksino
gradieng skersai augalo organo. Tiayksta statolitams kontaktuojant su kitais
lasteks komponentais (plazmine membrana, endoplazmimiluti ir/arba
citoskeleto tinklu) (Sievers et al., 1984; 1989; |kfoann, Baluska 2000;
Braun, 2002; Muday, Murphy, 2002; Blancaflor, Mas2#®03; Perbal, Driss-
Ecole, 2003; Lefranc et al., 2005; Leitz 2009). M¢mdalis tyjy, tarp p ir
masy laboratorijos mokslininkai, gravitacijos jutimoquese didzZiaugidemes
skiria citoskeletui (Yoder et al., 2001; Gaina k&t 2003; Saito et al., 2005;
Kumar et al., 2008; Driss-Ecole et al., 2008). Maap kad amiloplastams
kontaktuojant su aktino mikrofilamentais vyksta \gtacinio signalo
perdavimas. Siekianfjrodyti citoskeleto reikSg gravitropizmo procesuli,
atlikta eik tyrimy naudojant aktino tinkl ardagius agentus, tokius kaip

citochalazinai ir latrunkulinai. Eksperimentai ktli mikrogravitacijos
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salygomis naudojant kosmoso centrifugas parodo, jagagkinus vienkrypt
gravitacijos poveik stebimas akivaizdus kryptingas staiplitposlinkis
prieSinga gravitacijos vektoriui kryptimi, t.y linlgsteks centro (Volkmann et
al., 1991; Perbal, Driss-Ecole, 1994; Lauritaw et al, 1996; Smith et al.,
1997, Driss Ecole et al., 2000 a,b; Gaina et &032. Paveikus aktino tinkl
ardartiu agentu cytochalazinu D, Sio poslinkio nepasteb(Buchen et al.,
1993; Sievers, Braun, 1996). IS to galima daryiglprdg, kad aktino-miozino
sistema neabejotinai dalyvauja gravitacijos jutinppocese (Volkmann,
BaluSka, 1999; 2000; Blancaflor, 2002; Driss-EcA&€03; Lefranc, 2005;
Palmieri et al., 2007; Driss-Ecole et al., 2008jfakrertus, toki eksperiment
rezultatai prieStaringi. Jie priklauso nuo ekspenito slygy, nuo augalo
rusSies, organo ar nuo agento éezPvz., Lat-B slopina didziojo zioveinio
Ziedstiebio gravilinkim (Friedman et al., 2003). Tuo tarpfrabidopsis
thalianair kity augaily Ziedstiebi, hipokotiliy ir Sakny gravilinkimas Lat-B ir
citochalazino D poveikyje stipla arba iSlieka toks pat nors amiloplast
judesiai suvarzomi (Blancaflor, Hasenstein 1997av&¢ et al., 1997;
Yamamoto, Kiss, 2002; Hou et al., 2004; Palmieigsk 2005; Perbal, Driss-
Ecole 2007).

Aiskinantis citoskeleto svagbgravitacijos jutimo procese yra sukurta
keletas modeli. Pagal vien iS jy — ,aktino-sait)* model — teigiama, kad
amiloplastai yra tvirtai suristi su citoskeleto maklamentais, kurie tampriai
jungiasi su plazmige membranoje esaiais receptoriais ir kitais integraliniais
baltymais (jom kanalais). Gravitropinio dirginimo metu, amilogias
judédami pakeiia citoskeleto aktino tinklatemping, aktyvuodami jautrius
jony kanalus plazmigje membranoje (Baluska, Hasenstein, 1997; Sieveak e
1991; Blancaflor , 2002). Kitas modelis aiSkinag joitoskeleto tinklas éra
pakankamai stiprus. Gravitacinio dirginimo metu,kstant sedimentacijai,
statolitai laisvai juda gravitacijos vektoriaus jtiyni, kontaktuoja sugkteks
organely membranomis ir suzadina jose aSas receptorius, paleisdami
signal) kaskad, ko pasekojgvyksta gravitropinis atsakas (linkimas) (Sievers
et al., 1991; Baluska, Hasenstein, 1997; Sack 195ip) modelio Zalininkai
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gravitacijos signalo pémime ir perdavime pirmenygleikia ET. Jie teigia, jog
ET vaidina didgl vaidmen gravitropires reakcijos pirmjy faziy metu.
Nustsdami amiloplastai spaudzia ET membranas, kuri@s Igbai jautrios
slegio pokyiams, ir moduliuoja gravisensojirsignal (Volkman, Sievers,
1979; Zheng, Staehelin, 2001; Leitz 2009).

Pastagjj deSimtmaeit teigiama, kad amiloplastaéra tampriai suristi su
citoskeleto tinklu. 2001 metais Yoder su bendraga® ir kiek anksiau
(Staehelin et al., 2000) pateiktas Saknies gras@@mo aparato ,tamprumo*
modelis aiSkina, kad citoskeleto aktino filameninklas hsteks centre yra
tankesnis, o periferijoje sudaro savotiSkus kanalBsdimentacijos metu,
statolitai jucddami tais kanalais vietoje suardo citoskeleto gnldutrikdo
jungtis tarp tinklo ir plazmiés membranos receptoyi tokiu budu juos
aktyvuodami. Pagal Yoder et al.,, (2001), gravizijpoveikyje statoht
Saknies gravisenso#s lasteks citoplazmoje veikiahios jegos yra Sios:( zr. 4
pav.).

Sunkio gga veikia bet

kokios mass kiing, t.y. suteikia

e jam g = 9,81 m/é pagreit Zemés

sunkio pgos veikimo Kkryptimi.
Fe

/ g
vy Fg

y s e .
v judéjimo grekiui v ir klampos

Fo

Klampos ¢ga atsiranda

A4

judartio kino gveikos su

aplinka. Ji tiesiogiai proporcinga
daleks

daleks spinduliui r,

4 pav. Statoliy Saknies gravisensosis KO€ficientui . Archimedo ¢ga

lasteks citoplazmoje veikiatiy jégy yra tiesiog proporcinga o,

schema (pagal Yoder et al., 200LF,
=ma, F,- F,- F,- F, = ma,, kur
F ,= Mamixgd — sunkio (gravitacié jega),
F,= 6xaramixnv — klampos ¢ga, F, =
Vamixi pPcitoxd — Archimedo ¢ga, F, =
citoskeleto generuojamos elastrégos
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citoskeleto iSvystomos elastém jegos, kurios gveikaudamos su dalele, bando
sustabdyti sedimentagij Gravitacinio dirginimo metu, pakitus gravitagsn
jégos dydziui ar krypiai, balansas tarp sijégy sutrikdomas (Yoder et al,
2001; Ingber, 2003 a; Kumar et al, 2008). To pagektsiveria jog kanalai,
duodami pradai tolimesniems biocheminiams virsmams, vedantiems pr
gravitropinio atsako (islinkimo) ( Ingber, 2003 Hjaip mechaninis signalas
yra pavetiamas biocheminiu signalu. Signalo kryptis gaitilkoreguojama
unikalaus Saknies gravisensa@nms hstekm badingo ,nodalinio ET", kuris
apsaugo tam tikras plazmolemos srytis nuo statdidirginimo (Zheng,
Staehelin, 2001).

Kaip alternatyva pastarajai hipotezei buvo plgsas ,ligando-
receptoriaus® modelis, kuris paaisSkina graviperggpcChara rizoiduose
(Limbach et al., 2005). Autayinuomone, statolite esantys ligandai fiziSkali
sgveikauja su statocito Sonuose igsidusiy jautriy membrag receptoriais,
taip paleisdami gravisignalo transdukcijos pragces

Statolitine gravitacijos jutimo teorija yra grindziama dauggktyrimy
rezultatais (Blancaflor et al., 1998; Fukaki ef #098; Hasenstein, Kuznetsov,
1999; Kiss, 2000; Fujihira et al., 2000; Kordyum a&t, 2007; Scherp,
Hasenstein 2007; Yamamoto et al., 2002; Vitha et28l07 ir t.t.). Teigiama,
kad amiloplast (statoliyy) sedimentacija Saknies ir stiebo statocituose yra
neatsiejama gravipercepcijos dalis ir yfdifia gravitropinio atsako indukcijai.

Gravipercepcijos mechanizmo tyrimui naudojama daugiriausiy
metod;. IS dazniausiai naudojam galime iSskirti Siuos: 1) tyrimai
gravitropinyp mutanty pagalba; 2) tikslios manipuliacijos magnetais ar
lazeriais; 3) proceso tyrimai Keant gravitacigs jegos parametrus (kryptis,
dydis); 4) gravitropias reakcijos matematinis modeliavimas.

Gravitropiny mutant; tyrimai - vieni i$ naudingiaugi aiSkinantis
augai; gravitropizmo proces Siekiant patvirtinti statolitiet percepcijos teorj
buvo atlikti tyrimai su jay (Hertel et al., 1969), pomidgi(Muday et al., 1995;
Hasenstein, Kuznetsov, 1999), nyzZ{Godbole et al., 1999) mutantiniais

augalais.
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Sakniesgravitropizmo tyrimai gana toli pazefgrrackjus Arabidopsis
thalianaaugalus naudoti genetiniams tyrimams. ISskirti migiasu krakmolo
sintezs pakitimais, turintys pakitign fosfogliukomutazs gamyboje (pgm),
buvo €£kmingai pritaikyti percepcijos proceso tyrimui. Vigs iS toky augat
mutant; yra ACG 21, turintis krakmolo ikumg visuose Saknies audiniuose
(Caspar, Pickard, 1989; Kiss et al., 1989).

Tyrimy metu nustatyti mutantigi ir laukinio tipo augaj gravitropinio
jautrumo skirtumai, vertinant percepcijos ir preaenos laikus (Kiss et al.,
1996; 1997; 1998; 1999; 2002).

Atlikty tyrimy rezultatai liudija, kad Saknies Salmelio statenus
lasteks yra gravisensorinis Saknies audinys. Gauti dugmenpatvirtina
krakmolo-statolitig percepcijos teordj

Stiebo gravitropizmo ankstwjy faziy procesg tyrimams, sukurta
nemazai gravitropimi Arabidopsis thaliana mutant.. 1. Mutantai, su
endodermio formavimosi pakitimaisSukurti mutantaeall, we2 sgrl- sgr7
neturintys endodermio agd$tely ar kito audinio, kuris tuwty mobilius
amiloplastus. Tokj augaly ziedstiebiai ir hipokotiliai agravitropiski, tuarpu
Sakny gravitropire reakcija normali (Fukaki et al., 1996; 1998; Yaliuet
al., 1997; Morita et al., 2007; Kitazawa et al.080 Nustatyta, kadgr 3, 5ir
6 mutantiniai augalgpasizymi tik ziedstiebio silpnesne gravitropinekam, o
sgrl, 2, 4, 7mutantiny augal; ir hipokotiliy ir Ziedstiebi gravitropizmo
procesas yra pakt. Tai rodo, jog gravitropizmo genetireguliacija abiejuose
antzeminiuose organuose gali kiek skirtis, norsvign@izme dalyvaujantis
audinys ir jstelines strukiiros panaSios (Tasaka et al., 1999, 2001). Atlikti
mutantiniy augail; tyrimai jrodo, jog endodermis yra stiebo gravisensorinis
audinys (Fukaki et al., 1996; 1998; Yamauchi et197; Tasaka et al., 2001,
Kitazawa et al., 2008)2. Mutantai su amiloplasg pakitimais — ACG20,
ACG21, ACG27- sumagjes krakmolo kiekis endodermyje ir kituose
audiniuosejessl (eall), axrl, nph4 néra amiloplasi endodermyje, pakitusi
gravitropire kompetencija; arc6, arcl2 — pakitusi endodermio gsteliy

plastidziy morfologija (jos padigusios), sumagusi gravitropire reakcija
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hipokotiliuose ir Ziedstiebiuose, bet ne 3$aknyséos Sgrugs mutang
gravitropires elgsenos tyrimai patvirtina nuostajog endodermio gstekse
esantys amiloplastai funkcionuoja kaip statolifgijudéjimas ar lokalizacija
gali bati esminis gravipercepcijos procesas neigiamai itg@MsSkuose
organuose (Kiss et al., 1989; 1999; Sack, 1997s,K2000; Fujihira et al.,
2000; Fitzelle, Kiss, 2001; Yamamoto et al., 20@)Mutantai su pakitusiu
vakuolés formavimusi. Sukurti augalai mutantai -sgr-1, sgr2, sgr3,
zig(zigzag)/sgr4 turintys gen mutacijas, @8 to yra pakits vakuots
formavimasis hipokotilio endodermigdgtekse. Tyrim; metu pastelia, kad Si
augal; ziedstiebio ir hipokotilio gravitropinis atsaka#paesnis nei laukinio
tipo augal. Taip pat nustatyta, joggr-1ir zig-1 mutant; endodermiogstekse
yra sutrikusi amiloplagtsedimentacija (Fukaki et al., 1996; Zheng et1#199;
Kato et al., 2002; Morita et al., 2002; Yano et 2003). Si tyrimy duomen
visuma patvirtina, kad vakusd formavimasis ir jos funkcija endodermio
lastebse yra svarbi stiebo gravitropizmo ankstyvojo psacéalis (Morita et
al., 2002; Yano et al., 2003).

Augalai mutantai, turintys ggnmutacip, lemiar€ia tik Saknies ar tik
stiebo gravitropizmo pakitimus, gjams leidzia susiformuoti huomenkad
genetiSkai antzemés ir pozemiis augalo dalies gravitropizmo procesas yra
skirtingas (Bullen et al., 1990; Fukaki et al., T9%Kita vertus, sukurta daug
mutant;, turinciy tiek teigiamai, tiek neigiamai gravitropiskaugalo orgam
gravitropires reakcijos pakitimus. IS to galime egti, kad kai kurie
gravitropizmo genetinio mechanizmo komponentadibgi abiems augalo
organams (Masson et al., 2002). Pwsex ldaigy Saknyse ir antzemie
augalo dalyje yra padigbs krakmolo kiekis. Nustatyta, kadjnutant; Sakmny
ir hipokotiliy prezentacijos laikas trumpesnis nei laukinio @ugat, (Vitha et
al.,, 2007). Atliky tyrimy rezultatai parodo, jog kiekvieno mutanto
gravitropinis atsakas koreliuoja su amiloplastuesartiu krakmolo gfideliy
kiekiu tiek pozemigje, tiek antzemiége augalo dalyse (Kiss et al., 1996; 1997;
Weise, Kiss, 1999; Kiss, 2000). Gautieji rezultatkreipia @meg j tai, kad
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abiejuose augalo organuose pilnam gravitropizmaogso vyksmui reikalingos
vienodos slygos.

Percepcijos/transdukcijos tyrimui augaluose ¢ilia naudojama ir
magnetofore&s technika, pritaikant auksto gradiento magrdéinkg (AGML)
ar silprg kombinuog magnetin lauks (KML) manipuliacijai su statolitais
gravitacijai jautriosegstekse (Kuznetsov, Hasenstein, 1996; 1997; Kuznetsov
et al.,, 1999; Weise et al.,, 2000; Kondrachuk, Hst#n, 2001; Hasenstein,
Scherp, 2005; Kordyum et al., 2005; 2007; Schegsdfstein, 2007). AGML
naudojamas norint imituoti gravitacijos poveikkalizuotoje augalo vietoje
(labai trumpose distancijose) ir identifikuoti aagplasty pasiskirstymo zonas
(Kuznetsov, Hasenstein, 1996; Weise et al., 20B@sminiy tyrimy metu
atliktais eksperimentais nustatyta, jog mikrograsijos slygomis augusios
Saknys yra jautress AGML (didesnisy linkimo kampas) nei tos, kurios yra
iSaug Zemes slygomis. Manoma, jog toks Sakrgravisensoriés sistemos
jautrumas yra susi$ su amiloplast iSsicestymu hstekje (Hasenstein, Scherp,
2005). Mireta metodika taikyta siekiant iSsiaiskinti gravijasijutimo procesg
antzemigse augalo dalyse. Nustatyta, jog gravitacijos sagpaiedstiebyje
nepersiduoda iS bazadis daliesj apekg. Atsizvelgiant;j tai, iSkelta prielaida,
kad gravitacijos signalo erdvinio paplitimo zonadstiebyje yra maza (Weise
et al., 2000), skirtingai nei Saknies (Sack, 199B8ikant silpm kombinuog
magnetif laukag nustatyta, jog Siuo lauku galima pakeisti Sakrggiany
gravitropizny j neigianmy. Autoriy atlikti tyrimai patvirtina hipoteg, kad tiek
amiloplastai, esantys Saknies $almelio statocitutis C&* jonai atlieka
didziul; vaidmen augal; gravitropizmo procese (Kordyum et al., 2007).

Vienas didziausi magnetoforezs metodo pasiekim yra statolitires
gravitacijos jutimo teorijos pagrindimas, nes ddisgeyrimy rezultaf
demonstruoja rysS tarp amiloplasi poslinkio ir gravitropinio linkimo
(Kuznetsov, Hasenstein, 1996; 1999; Kuznetsov,l.et1899; Weise et al.,
2000; Kiss, 2000; Kordyum et al., 2005)a $eorija patvirtina ir tyrimai su
augalais mutantais. PvzArabidopsis thaliana mutanty Saknys, turitios

mazesp krakmolo kiek Salmelyjej AGML nereguoja, gravitropinio atsako
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(linkimo) néra. Taip pat nustatyta, kad AGML gali atstoti gtawijos gga.
Veikiant AGML, hipokotiliy ir Ziedstieby linkimo kryptis yra prieSinga
amiloplasty iSsickstymo krygiai (Kuznetsov, Hasenstein, 1997).

Vienas iS retesni percepcijos tyrimo metad augaluose yra dalies
gravisensorinio audiniasteliy pasSalinimas lazerio pagalba (Blancaflor et al.,
1998, 1999; Fukaki et al., 1998). Si technologgaiia eliminuoti atskiras
lasteles ir tuo p&Eu tirti gravitropizmo procesus individualiosestekse.
Blancaflor et al. (1999) nustatjog lazerio pagalba paSalinus angaknies
statenchimosabteliy sluoksr, stebimas didziulis efekta&rabidopsis thaliana
Sakny prezentacijos laikui, kuomet 3-i0 sluoksnio pasiatas tokio efekto
nesukelia. Kita vertus, pastarojo paSalinimas inbja Saknies gravitropin
linkima. Atsizvelgiantj tai nustatyta, kad gravitropinis signalas pernessam
Saknies Salmelio. Stebint statglielgsen, didziausias y judéjimo greitis
konstatuotas taip pat cenitse kolumels lastekse. Sie tyrimaijrodo, jog
lasteks su mobilesniais amiloplastais generuoja digdgsavitropiri signal ir
tuo paiu patvirtina krakmolo-statolitinpercepcijos teorij

Infraraudonasis lazeris (optiniai pincetal) naudwa statolif
iISjudinimui Chararizoiduose Arabidopsisthaliana Sakny Salmelyje imituojant
gravitacijos poveik jiems (Leitz et al., 1995; 2009; Braun, 2002). i@m
pincet)” pagalba atsirado galimgbatlikti tikslias manipuliacijas intaktipe
lastekje. Skirtingai nei magnetoforéz hidu, Sis metodas leido pajudinti
keleg ar net viep plastid. Naudojant midta metodily prieita iSvada, jog
pasiprieSinimas statolitus stuméa optinei ggai priklauso nuo aktino tinklo.
Tai nustatyta, panaudojus aktino inhibitorcytochalazig B. Naudojant
,optinius pincetus®, nustatyta, ka@€hara rizoidy gravisensorinj lasteliy
aktino tinklo generuojamostgos bazipetalia kryptimi slenk&ns statolitus
veikia stipriau, nei slenk&mus akropetalia kryptimi. Visi Sie tyrimai
patvirtina hipoteg apie aktino tinklgtaka gravitropizmui.

Norint kuo tiksliau iSsiaiskinti gravipercepcijoseghanizg svarbu
zinoti kiek augalai yra jauis gravitacijai. Kaliant gravitacigs jegos dyd ir

krypti yra puiki galimylé jvertinti slenkstinius gravitacinio jautrumo

35



parametrus. Nemazai gravitacijos jautrumo tyrietlikta ir dar Siuo metu
atliekama realios mikrogravitacijosalggomis (kosminio skrydzio metu).
Nepaisanivairiy trukdziy (skrydzio trukng, perkrovos pakilimo ir nusileidimo
metu ir t.t.), kas galinesti paklaidas, nemazai daliaidyr pavyko gkmingai
atlikti tyrimus, kurie da¥ daug naudos gravipercepcijos proceso aiskinimuisi
Zemesniuosiuose (Sievers, Braun, 1996; Braun, 1B8n et al., 2002), bei
aukstesniuosiuose augaluose (Perbal et al., 198¥7; IPerbal, Driss-Ecole,
1994:; Volkmann et al., 1996; Tewinkel, Volkmann949 Laurinavéius et al.,
1996; 1997; Perbal, 1999; Hasenstein, Scherp, 2005s-Ecole et al., 2008;
Kiss et al., 2009 ir kt.). Elkosminiy gravipercepcijos eksperimgnatlikta su
Arabidopsis thalianamutantais, turitiais pakitimy krakmolo gamyboje, ir
laukinio tipo augalais. Nustatyta, kad laukiniootipugal atsakomoji reakcija
vienkrypi g-jégos poveik buvo zymiai didesthinei mutanting augat; (Kiss et
al., 1998, 1999b). Siekiant detaliai iSsiaiSkimtugrumo parametrus, skrydzio
metu, kosminj centrifugy pagalba, sukuriamos dirbés gravitacijos flygos.
Pagrindinis toki bandymy principas yra iScentrinijégy panaudojimas, kurios
fiziologine prasme augalams atstoja #snraukosdga (Merkys et al., 1981).
Vertinant Zends silygomis ir mikrogravitacijos sygomis iSaugusi Sakny
prezentacijos lai nustatyta, jog Saknys augusios MG yra jautesn
gravistimului nei augusios @ (Perbal et al., 1987; 2004; Perbal, Driss-Ecole,
1994; Volkmann, Tewinkel 1996).

Kaip miréta anksiau, Zengje gravitacijos percepcijos tyrimus sunku
atlikti dél nuolat veikiaio Zemes gravitacinio lauko. Norint panaikinti
vienkrypi gravitacijos poveik ir sukurti dirbtines MG gygas buvo
sukonstruoti klinostatai. Beveik po Simtén@ nuo pirmojo Knigt klinostato
(Knight, 1806) Julijus von Sachs sukonstravo kltaas— gravitacijos efektus
panaikinadia masin. Siuolaikiniai klinostatai yra patikimos konstrujks ir
daugelis iS5y pripazinti kaip jrenginiai, sukuriantys dirbtines M&lggas.
Klinostatai gali lati: 1) vienos aSiesttai besisukantis nuo 1 iki 4 aps./min; 2)
vienos aSies greitas klinostatas, besisukantd B0 aps./min; 3) dvigj asy

(centrifuga-klinostatas); 4) tgjdimensij; klinostatai (sukimas vyksta trimis
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kryptimis, apsisukimo greitis reguliuojamas dviearilliais atsitiktine tvarka);
5) laisvo kritimo masinos.

Léti klinostatai pl&iai naudojami gravitacijos efektaugalams tyrimui (Kiss,
Sack, 1989; Kiss et al., 1996). ¢Tau yra duomemp kad Sio tipo klinostatai
duoda nepageidaujamefekyy. Pvz., etileno produkcijos sumgiimas ar
lasteks poliSkumo suardymas (Hoson et al., 1997; HeSseVjers, 1981). Taip
pat nesvarumo imitavimo atzvilgiu jie yra maziautidenesni, nei greiti
klinostatai. Elementarus greito klinostato pranadsirgali lati apibadinamas

schema, pavaizduota 5 paveiksle.

Greito klinostato pranasum
b

jrodo ir gravisensorini
lasteliy strukfiros pakeisto
svarumo slygomis tyrimai.

Mikrogravitacijos glygomis

5 pav. Greito klinostato veikimo schema.daugumal amiloplast

Sukant skyst terpe su kietomis daléimis 90 grupuojasi statocito centre.
kampu, jos juda gravitacijos vektoriaus
kryptimi (a). Didinant apsisukimgreit, kiety
daleliy judéjimo trajektorijajgauna apskritimo klinostatavimas 10, 50 ir
formg (b). Didejant gretiui, mazja
apskritimo  perimetras. Kuomet daisl
sukimosi perimetras pasidaro mazesnis uz jegatoliy ISsicestymui
dydj, Si pradeda suktis apie savg &Ragal
van Loon, 2007)

Horizontalus

100 aps./min.  gréiu,

sukelia panag efeky. Tuo
tarpu  klinostatuojant 4
aps./min. graiiu amiloplasy komplekso nuotolis nuo distalis lgsteks
sieneés yra zymiai mazesnis, nors ir virSija kontrgligl g) variang
(Laurinaviius et al.,, 2001). Nustatyta, kad naudojant gréitinostat
amiloplast; pozicija Arabidopsis thaliana augal; Saknies statenchimos
lastekse yra labai panasi MG slygomis augusj augal, ko negalima
pasakyti apie vienos aSie&a klinostay (Kraft et al., 2000). Tai patvirtina
greity klinostaty pranasSump bandant sukurti imituotos mikrogravitacijos

salygas Zengje.

37



Hipogravitacijos slygy (0 <g < 1) imitacijai Zengje yra naudojamas
dviejy asy klinostatas, dar kitaip vadinamas centrifuga-kditadu (Shen-Miller
et al., 1968;Mepkuc, Jlaypunasuutoc, 1980; Jlaypunasuutoc u mp., 1984,
Laurinaviius et al., 1998; 2001; Galland et al., 2004).Bistaisas gali veikti
klinostatavimo rezimu. Augalus sukant ant horizbgja asiy eliminuojamas
vienkryptis gravitacias j¢gos poveikis. Tuo @@ metu sukantis Sioms asSims
apie vertikaly a§, priklausomai nuo centrifugavimo g, gali hiati
generuojama atitinkamo dydzio iScengrjaga.

Lyginant kosmini ir Zemgje atlikty tyrimy rezultatus bta ir iki Siol
esama prieStarimg nuomony, ar greito dviaj asy, ar triiy dimensij
klinostato poveikis augalams yra labiausiai pangSusalios MG poveik
Galutines nuomogs rera, t&iau gaunami rezultatai leidzia teigti, jog tiek
vienas, tiek kitas imas yra efektyvus ir gali G naudojamas dirbtimi
kosmoso slygy sukirimui Zemeje (Buchen et al., 1993; Yamaha et al., 1993;
Hoson et al., 1997; Kraft et al., 2000; Laurirtaws et al., 2001; Klaus, 2001;
Russomano et al., 2005; Hemmersbach et al., 2@06t.won, 2007).

Keiciant gravitacigs jegos dyd ir krypti galime iSsiaisSkinti ne tik
augal; asiny organy gravitropirj jautrumy, bet tai yra vienas iS augal
gravisensorinio aparato strakbs, jo mechanizmo tyrimodby. Mazinant
gravitacireés jgos dyd, pvz., kosmini eksperiment metu daigus perkeliant is
1 g kosmires centrifugosj mikrogravitacig ar klinostatuojant centrifugoje-
klinostate, statolitai juda iSilgai statocito, nudistalines sieneds link
proksimalires (Laurinavtius et al., 2001; Driss-Ecole et., 2000a ). Manoma,
kad Sakn statocituose tokios krypties statgliudesius neabejotinailygoja
citoskeleto generuojamos elagBnj¢gos. Nustatyta, kad Saknies statocituose
Siy proksimalios kryptieségy dydis yra apie 0,8 (Driss-Ecole et al., 2000a;
Laurinavtius et al., 2001). Atsizvelgiamtgrupss mokslinink; atliktus tyrimus
su kSio Saknimis, buvo padaryta prielaida, kad, pakitgsavitacijos
parametrams, amiloplastjudéjimg iSilgai Saknies statenchimosysteliy
veikiartiag jéga generuoja aktino-miozino sistema (Perbal et &971 Perbal,

1999; Driss-Ecole et al., 2000a). Pagal pastarugjatu vyraujatias
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statolitines gravitacijos jutimo hipotezes (Sievetsal., 1991; Yoder et al.,
2001; Limbach, et al., 2005), citoskeleto aktinanmo sistema vienokiu ar
kitokiu btdu aktyviai dalyvauja gravitacinio signalo gmime ir &lesniuose jo
virsmuose (Kiss, 2000; Perbal, Driss-Ecole, 208@sminiy tyrimy rezultatai
taip pat pahizia citoskeleto svagbgravitacijos jutimui Saknyse. Manoma, kad
del amiloplasty padtties bstekje ir jy 3veikos su citoskeleto elementais, gali
biti padictjes MG gilygomis augadiy Sakn jautrumas. Taip pat manoma, kad
aktino-miozino sistema atlieka didziuwvaidmen nugalint termim triukSmg
(Braun et. al., 2002; Driss-Ecole et al., 2008).

Be miréty metod; gravitacijos jutimo proceso tyrimas atliekamas ir
matematinio modeliavimo pagalbaj $etod sckmingai pritaik ir misy
laboratorijos  mokslininkai, kurie gravipercepcijosnechanizra tyré
aiskindamiesi gveika tarp atskiy reakcijos faaj, sudarydami viso s@tinio
proceso matematinmode] (Statkus, 1993; Sttkus, 1994a; MeSkauskas,
Jurkonieg et al., 1999).

1.3.2. Gravitacijos signalo transdukcija

Kaip ir gravitacijos signalo pajutimas, taip ir S@nalo transdukcijos
procesas iki Siol éra galutinai aikus. Zinoma, kad transdukcijosetu
informacija apie nagj augalo organo orientagijkeliauja iS jutimo vietog
vietg, kur pasireiSkia atsakomoji reakcija (1 pav.). nB@dukcija dazniausiai
aiSkinama remiantis Cholodny-Went hipoteze, kurigite jog Siame
gravitropires reakcijos etape pagrindinis vaidmuo tenka aughonomonui
auksinui (IAR-indolil-3-acto ®gstis).
Auksinas sintetinamas jaunuose antzemiraugalo dalies audiniuose. Jo
transportas vyksta dviem pagrindiniais keliais: Agkryptingas, greitas
tekéjimas floema; 2)dtesnis, kryptingas poliarinis auksino transportasnil,
Palme, 2002). Poliarinio transporto metu antzéjeiraugalo dalyje auksinas
perduodamas viena kryptimi bazipetaliai. Saknyjerédzij juda akropetaliai
nuo pagrindo link Saknies virgés (6A pav.), ¢liau iS Saknies Salmelio

paskirstomag periferinius audinius ir transportuojamas atgajsimo zon
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(Muday, DelLong, 2001; Perrin et al., 2005). Pofimiauksino transportas
augalo 4stekse skirstomasj jtekéjimo ir iStekéjimo procesus ir vyksta
pernesjy pagalba. Pvz Arabidopsis thalian&aknyse |ARitekéjimas| lastek
vyksta AUX1 ar kity LAX Seimos perne§y pagalba (6 pav.), o iStgknas
vyksta dalyvaujant PIN Seimos ir kitiems transmeanioniams baltymams
(Noh et al.,, 2003; Vicente-Agullo et al., 2004;.il& et al., 2005).
Horizontaliai paverstuose augaluose, gravitropidil@inimo metu, stebimas
auksino transporto persiskirstymas lateraline kmyp{6B pav.) (Muday, 2001;
Perrin et al., 2005). Cholodny-Went hipaieteigia, kad gravitacija sukelia
lateralin auksino persiskirstygnaugalo organuose. Manoma, kadjtdkR
pasiskirstymg gravitropinio dirginimo metu sukelia auksino peije PIN3
packties kitimas gravisensowije lastekje. Paprastai Sis baltymas lokalizuotas

simetriSkai iSilgai Saknies statocito plazmolen pav.).

6 pav. Auksino transporto modeliArabidopsis thaliana Saknyje.
Rodykks nurodo auksino transporto krymkirtinguose audiniuoseyJ
storis apilidina transporto intensyvigno spalva — Siuose audiniuose
esartius PIN grugs baltymus (Blilou et al., 2005): zalia = PIN1, 73,
geltona = PIN1, 2, 4; ayna = PIN1, 3, 4, 7; purpurin= PIN1, 2.
Raudona spalva apiimanti centrines Saknies Salmeligsteles nusako
PIN3 paplitimy prie Sij Iasteliy plazmolemos. Vertikalioje Saknyje (A)
PIN3 paplits simetriSkai, o gravitropinio dirginimo metu (Byegai
akumuliuojasi prie apatigimembrag. Baltos spalvos rodyk$ nurodo
gravitacijos vektoriaus kryp{pagal Perrin et al., 2005)

Gravitropinio dirginimo metu stebima staigi jo akuliacija prie naujos

apatires statocito sienés (Fasano et al., 2001; Friml, Palme, 2002; Bldocaf
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Masson, 2003; Young et al., 2006; Perrin et al020toc! lastekse susidaro
didek 1AR koncentracija. Susides lateralinis auksino gradientas provokuoja
diferencijuog lasteliy auging (Masson et al, 2002).

Kad gravitropinio dirginimo metu vylgt auksino persiskirstymas
lateraline kryptimi, didZiw jtaka turi gravitacijos signalo perngai. Siuo
metu identifikuota keletas galimgravitacijos signalo perng§ (pvz., C&",
IP3;, pH, flavonoidai ir baltymai, priklausantys ARGHRE ir ARL2 grupei)
(Sedbrook et al., 1999; Masson et al, 2002; FriPalme, 2002; Guan et al.,
2003; Kordyum, 2003; Salinas-Mondragon et al., 2@lketh, 2005; Perera et
al., 2006; Poovaiah et al., 2006; Kumar et al.,800aiau jy veikla rera iki
galo istirta. Jau seniai manoma, kadCatlieka antrinio tarpininko vaidmén
transdukcijos metu. Vidastelinio C&" koncentracijos kitimas yrgakojamas
daugumos stimul jskaitant mechaninius stimulus, tokius kaip gravac
(Fasano et al.,, 2001; Yang, Poovaiah, 2003; Pli20Q5). Nustatyta, kad
horizontaliai paverstuoseArabidopsis thaliana daiguose gravitropinio
dirginimo metu yra stebimas citozolinio €aadidjimas (Plieth, Trewavas,
2002; Toyota et al., 2008). Jiau tiesioginio C& dalyvavimo gravitropizmo
procese mechanizmo aiSkiniméra iki Siol. Viena iS teorij teigia, kad tai gali
jvykti statolity sedimentacijos metu. Manoma, kad statolitai, kamt@dami su
aktino filamentais per baltygnmiozing, tempimo lidu aktyvuoja jog kanalus
ir provokuoja citozolinio C4 padidijima. Citozolinio C&* padictjimas tuo
metu gali lnti atsakingas uz lateraliauksino transpagt(Sievers, Braun, 1996;
Perbal, Driss-Ecole D, 2002). €aakitimai nustatomi baltymo kalmodulino
pagalba, nes netgi maZi vidstelinio C&" koncentracijos pasikeitimai gali
aktyvuoti Sio baltymo veild Kalmodulinas jungiasi su €asudarydamas
naup kalcio/kalmodulino molekgl kuri duoda pradzi tolimesnei signal
kaskadai. Dauguma tyrim aiskinagiy galima C&* dalyvavimy gravitropizmo
procese atlikti naudojant inhibitorius. EGFAagentasjtakojantis C&" kiekio
reguliacijos proces blokuoja gravitacijos sukelt auksino persiskirstym
(Young, Evans, 1994). Kita vertus, auksino trangpanhibitoriai blokuoja
poliarini C&* transporg kukuriizy ir Zirniy $aknyse (Lee et al., 1984; Plieth,
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Trewavas, 2002). Kiti CGA ir auksino sveika aiSkinantys rezultatai gauti
tiriant pastarojo reguliuojam geny SAURs grupe. Sie genai generuoja
baltymus, kurie, kaip manoma, tutakos augalo augimo krypties pasikeitimui
gravitropinio  dirginimo  metu. SAUR baltymai, jungdeesi su
kalcio/kalmodulino molekule, suzadina tolimesnius olekulinius ir
biocheminius virsmus, ved&ns prie gravitropinio atsako (Yang, Poovaiah,
2000). Ty p&iy tyréjy nuomone, kalcio/kalmodulino kompleksas dalyvauja i
vandenilio peroksido lygioabtekje palaikyme. Vandenilio peroksidas yra
reaktyvi molekut. Siy molekuly kiekio padidjimas gali sukelti dsteks
sunykimyg. Be to, Si molekél dalyvauja ir augalo adaptacijos procesuose,
kintant aplinkos veiksniamgskaitant ir gravitacyj (Yang, Poovaiah, 2002).
Fermentas kataldz kontroliuoja vandenilio peroksido lyg lastekje,
suskaldydamasg jki deguonies ir vandens. Manoma, kad Sio procestu prie
katalazs jungiasi kalcio/kalmodulino molekylo vandenilio peroksido lygio
sumazjimasijtakoja gravitropinio atsako Kkitign

Cd", kaip antrinio tarpininko vaidmuo naggjamas bene pigausiai,
taciau konstatuojami faktai, jog gravitropinio dirgmo metu pakinta ir Saknies
Salmelio statenchimogdteliy citoplazmos ir apoplasto pH (Scott, Allen 1999;
Fasano et al., 2001; 2002; Masson et al., 200toRy plitpsnis Saknies
Salmelio pavirSiuje stebimas gras kelioms minuims nuo gravistimuliacijos
pradzios. Manoma, jog pH gradientas gravisengserhstekse yra iSorinio
gravitacinio signalo sukejt vidiniy signal; kaskados dalis (Perbal, Driss-
Ecole, 2002).

Inozitol -1,4,5-trifosfato (I vaidmuo augal gravitropizmo procesui
néra iki galo istirtas. Manoma, kad 4®ali reguliuoti C4" kiekj lastekje, bei
moduliuoti auksino transpart gravitropinio dirginimo metu (Salinas-
Mondragon et al., 2005; Perrin et al., 2005; Pee¢i., 2006).

Auksino transporto reguliacijoje dalyvauja ir mazesndogenias
molekuks — flavonoidai. Manoma, kad jos reguliuoja auksimanspor
vykdartiy baltymy veikla (Buer, Muday, 2004).
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Be mirety, gravitacinio signalo pern&ais dar gali kbti ir kai kurie
periferiniai membra baltymai. Tyrimy su Arabidopsisthaliana mutantais
rezultatai atskleigl kad baltymai ARG1/RGH dalyvauja signalo transdjoe
reguliuodami H-ATPazs ar kity baltymy antiporto/simporto sistemoje veikl
taip jtakodami gravisensoripilasteliy pH pasikeiting. Teigiama, jog ARG1
gali tiesiogiai gveikauti su citoskeleto elementais ar nesti sursd&omplekg
baltymy, dalyvaujadiy gravitacinio signalo perdavimo procese (Sedbrook e
al., 1999; Masson et al., 2002; Kumar et al., 20@3li kiti, jog ARG1 ir
ARL2 baltymai turijtakos auksino pasiskirstymui, gravitropinio dirgira
metu, reguliuodami PIN3 ir kitbaltymy, dalyvaujadiy auksino lateraliniame
transporte viet ir/ar veikl. (Boonsirichai et al., 2003; Perrin et al., 2005;

Harrison, Masson 2008).

1.3.3. Gravitropinis atsakas

Saknyse atsakajs gravitacip (gravitropinis linkimas) pasireiSkia—2
mm nuo Saknies Salmeliojsimo zonoje. AntZzemis augalo daliesasteliy
tisimas ir atsakag gravitacip vyksta iSilgai organo visojgsimo zonoje (1
pav), 0 ne mazame plotelyje (Tasaka et al., 1999).

Gravitropinis linkimas yra skirtingogsteliy tisimo, prieSingose augalo
organo (3aknies ar stiebo) pss, rezultatas. Zinoma, jogsteliy tjsima
skatina auksinas, moduliuodamas plazrmimmembranos protgn pompos
aktyvumy, dél ko jvyksta hsteks sieneds tempimasis (jigStus augimas”), bei
reguliuodamas eit gem ekspresy (Jones, 1994; Chen et al., 1999; del Pozo,
Estelle, 1999b). Gravitropinio dirginimo metu suwsid lateralinis auksino
gradientagtakoja fstamyjj lasteliy augimy. Padicjusi auksino koncentracija,
gravitropiSkai dirging organ; apatirgje pugje, skatina stiebmsteliy tjsimg ir
inhibuoja bsteliy tjsimg Saknyse (Masson et al, 2002)¢lkoncentracijos
skirtumo ir nevienodogkteliy jautrumo jai, stebima skirtinga antZewsnir
pozemirés augalo daij reakcija (stiebas linksgavirSy, o Saknis i ap&ia).

Augaly orgamny linkimas, linkimo judesiai taip pat priklauso inm C& *

pasiskirstymo dstekse, jo transporto per membgaaktyvumo. Norint gauti
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pilna gravitropiri linkima yra hitinas kontroliuojamas vidastelinio C&"
kiekis (Jurkonies, 1993; Frazer, Moore, 1993; Merkys, Dargirgaafi¢ 1997).
Negirgitinas jrodymas C#& dalyvavimo gravitropinio atsako reakcijose yra
augai; gravitropizmo tyring rezultatai, gauti taikant magnetines manipuliacija
(Kordyum et al., 2007). Jie patvirtina hipogekad didet C&* koncentracija
audiniuose inhibuojayj augimy jtakodama atitinkag organo linkimo krypt
(Hasenstein, Evans, 1986).

Gravitropinio dirginimo metu, Sakniegsimo zonoje, taip pat stebimas
ir zymus protong pliapsnis bei apoplastoagsejimas (Versel, Pilet 1986;
Monshausen et al., 1996; Taylor et al., 1996; Fasgnal.,, 2001; 2002). Po
gravistimuliacijos, keli sekundzi laikotarpiu, kinta jog srautas & ko
skersai Sakp susidaro pH gradientas (Fasano et al., 2001; MNarssn,
Sievers 2002). Toks asimetrinis pH pasiskirstymasnipusia pastehas
Saknies Salmelyje, oéliau Sakniesjsimo zonoje. IS to galime sgti, kad pH
pokytis kitinas gravitacinio signalo transdukcijos ir galibealizacijos proces
metu (Morita, Tasaka 2004).

Manoma, kad Saknies ir stiebo gravitrapareakcijoje dalyvauja ne tik
auksinas, bet ir kiti hormonai. Pavyzdziui, teiga@nog etilenas ir citokininai
veikia lygiagreiai su auksinu, arba reguliuoja auksino sigralgrandir
(Chen et al., 1998; Aloni et al., 2004; Buer ef 2006). Pilet ir Rivier (1981)
nuomone, pavertus Saknis abscizmstis (ABR) veikia kaip inhibitorius,
stabdydama gbteliy augimy. Tafiau daugiaujrodymy, jog abscizo wgstis
dalyvauja gravitropizmo procese taip ir neatsiradodl Moore (1990)
paskels, jog ABR rera mitina kukunizo pirminy Sakny gravitropizmo
procesui. Kai kurie autoriai mini gibereli(El-Antably, Larsen, 1974 a; 1974
b) ir etileno (Bucher, Pilet, 1982; Lee et al., Q9%delmann et al., 2005)
dalyvavinyg gravitropizmo procesuose. Hu su kolegomis (2005ki@o, jog
azoto monoksidas (NO), @lai paplitusi duy signalire molekuk, dalyvauja
gravitacinio signalo perneSimo procese, neségiejo asimetrin iSsickstymy

sojos Saknyse.
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Gravitropinio atsako eiggali jtakoti ir kiti aplinkos veiksniai. Pavyzdziui,
ilgalaikis raudonos Sviesos poveikis pakai Arabidopsis thalianahipokotiliy

gravitropin linkima (Golan et al., 1996).

Nepaisant Saknies ir stiebo statgcitstrukiirinés organizacijos
skirtumy, manoma, kad abiggsSini organ gravitropizmo procesas tiu bti
universalus. Molekuliniais ankstyyy gravitropizmo faaj tyrimy metodais
nustatyta, jog augaluose netwiose baltymo ARG1, kuris kaip manoma
jungiasi su citoskeletu ir dalyvauja ankstyvosiogeavitacijos signalo
perneSimo faxse, dingas uzdelstas gravitropizmo procesas abiejuose
asiniuose organuose (Sedbrook et al. 1999; Fukalkil.e 1997; Baluska,
Hasenstein, 1997; Guan et al., 2003). Manoma, kR& A jungdamasis su
citoskeletu kontroliuoja gravitacijos apgpty amiloplast judéjima (Kumar et
al., 2008). Tai byloja apie citoskeleto svartiek Saknies, tiek hipokotilio
gravitacijos jutimui. Tok samprotavim patvirtina ir kiti augal mutant
tyrimy rezultatai. Pvz., baltymo PIN3, kuris transduksijmetu aktyviai juda
tarp plazminds membranos, vidinimembrag ir aktino tinklo Saknies
gravisensorigse hstekse, mutacija turijtakos ir hipokotilio gravitropizmui
(Friml, Palme, 2002).

Nors Saknies gravisensorinio aparato tyrimai tohzeng, apie
antzemiis augalo dalies gravisensotjristeliy funkcionavim ir citoskeleto
vaidmen gravipercepcijos procese zinoma labai mazaiédami originalios
konstrukcijos aparat centrifug-klinostat ir galimybe savo duomenis
patikslinti ankgiau atliktais kosminiais eksperimentais, atlikonayginamsjj
statoliy judesiy statikos ir kinetikos anaks tyrimg to p&io augalo aSinj
organy gravisensoriése hstekse. Duomenys apie statglijudesy kinetikg
tiksliai dozuojant gravitacinius stimulus gali sute informacijos kaip apie
reologines pé&os citoplazmos savybes atskirose gravisenssriiysteks
srityse, taip ir apie citoskeleto generuojamlastiniy jégy jtakg amiloplasiy

judéjimui.
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Tikétina, kad Sie tyrimai leigvertinti vidulagstelinius gravitacijos jutimo
mechanizmus teigiamu ir neigiamu gravitropizmu pasinciuose augal

organuose.
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2. TYRIM U OBJEKTAS, MEDZIAGOS IR METODAI

Tyrim gy objektas — sjamosios pipirgs (Lepidium sativunL., veisk
‘Paprastoji’) daigai. Sis augalas pasirinktad dreito ir nereikalaujatio
ypating; salygy augimo bei gerai Zzinomos anatogsmmorfologires sandaros
(O3ay, 1980).Patogi tyrimams daigasiniy organ erdviné orientacija sutei
galimyke stjamosios pipirds augalus pkaai naudoti gravitropiés reakcijos
procesg tyrimuose, kuriuos vykguzsienio (Sievers et al., 1991; Volkmann et
al., 1993; Volkmann, Tewinkel, 1996; Tewinkel, Voilenn, 1994; Stankoyi
2001) ir Lietuvos mokslininkai (Merkys et al., 1981984; Mepkuc u ap.,
1985; Laurinawius et al., 1996; 1998; 2001).

2.1. Jranga daigy auginimui mikrogravitacijos ir pakitusios gravitacijos
salygomis

Eksperimentai suégamosios pipirds daigais buvo atlikti nepilotuojamo
biopalydovo ,Bion-10“ skrydZio metu ir Zetje, laboratorigmis silygomis
pakitusios gravitacijosab/gy modeliavimui naudojant Gamtos tymntentro
Botanikos instituto Gravitacés fiziologijos sektoriuje es&mry unikalig jrang.

Kosmirg centrifuga ,Neris 5 Realios mikrogravitacijos poveikigjamosios

pipirnés daig; gravisensoriems Bbstebms tirtas panaudojant pilnali
automatizuaf borto centrifug ,Neris-5“ (7A pav.) kosminio skrydzio
(biopalydovas ,Bion-10“) metu bei Ze&m slygomis (kontrot). Borto
centrifuga sudaryta iS dvigjdaliy: stacionari dalis, kurioje daigai auga
mikrogravitacijos glygomis, ir besisukanti dalis - centrifuga, kurigjegadius
daigus nuolat veikia I dydzio iScentria jéga Saknies vifgés Kkryptimi.
Daigai auginami specialiuose metaliniuose kontailose (7B pav.),
sudarytuose iS tnj kamen, kuriy didziausia skirta daigams, o kitos pries
skryd pripildytos vandens ékly drekinimui ir tirpalo daigy cheminiam
uzfiksavimui kaip stacionarioje dalyje, taip ir Besartioje centrifugoje

(Laurinavitius et al., 1996). Visos eksperimento praced - skly
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sudeékinimas, centrifugos jjungimas/iSjungimas, fiksatoriaus iSpylimas
kamen su daigais, atliekamos automatiskai, pagal iStardsdaryd prograna.
A

7 pav.Kosmirgs borto centrifugos ,Neris-5“ bendras vaizdas (A).
Ja sudaro stacionaris dalis, kurioje daigai auga agkavitacijos
salygomis, ir besisukanti dalis — centrifuga, kuriaaigai nuolat
veikiami 1 g dydzio iScentrine éga Saknies vités kryptimi.
Daigai (po 3 vnt.) auga specialiuose metaliniuoseté&ineriuose
(B) ant specialj laikikliy. Konteineris sudarytas iS atakikamer
vandeniui, auginimui ir fiksatoriui. Daig iSaugusi skrydzio
metu veikiant 1 g dydzio iScentrinei ggai (1 g) ir
mikrogravitacijos glygomis (MG) vaizdas (B). Mastelis - 2cm

Centrifuga-klinostatasGravisensorinj lasteliy formavimosi ir funkcionavimo

priklausomylés nuo gravitaciés jegos (amplituds dydzio ir veikimo krypties)
tyrimams Zems silygomis buvo naudota centrifuga-klinostatas ,Nétissu
specialia jranga daig auginimui ir cheminei fiksacijai toje pmje
gravitacireje aplinkoje (8 pav.). Tai Botanikos instituto Gitacines
fiziologijos sektoriaus mokslininksukurtas originalus dvigjortogonaly asiy
prietaisas, kyrsudaro keturios horizontalios asys, géls suktis apie vien

vertikalia a§. Centrifuga-klinostatas gali veikti klinostatavimezimu, t.y.,
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augalus sukant ant horizontglj asiyy eliminuojamas vienkryptis gravitacis
jégos poveikis. Horizontaljy asiyy sukimosi greitis gali fiti keiciamas nuo 3
iki 100 aps./min. Tuo gau metu sukantis Sioms asSims apie vertikag,

priklausomai nuo centrifugavimo gée, gali biti generuojama nuo 0,0@8

ki 1 g dydzio iScentria

jéga. Centrifugos-klinostato
asys sukamos precizimis
pavaromis, sukimasis

valdomas mikroprocesoriais.

Prietaiso konstrukcija leidzia

o (LT _ g . o
s 00 ne tik precizigkai

HTT

kontroliuoti ir  registruoti

pavarp sukimosi greit ir

. : . . tol , bet ir iki priimtino
8 pav. Centrifuga-klinostatas ,Neris-7¢, turinti ygurme " 1K priimt

dvi ortogonalias aSis (a- horizontali asis, bygio sumazinti vibracijas,
vert|kal|_ asis), bei chenf_lers_ﬂksac_uo_s Siste® 4.\ darsias atlikti

(1), kurios pagalba pasibaigus dirginimo laikui
iSlaikant tokias pat gravitacines glygas metodiSkai nepriekaistingus
fiksatorius susvirk§iamasj daigy kultivavimo

konteinejf (2) gravitacires fiziologijos

eksperimentus
(Laurinavtius et al., 1998). Didelis prietaiso privalumas -apidomai
prijungiama chemiés fiksacijos sistema, leidzianti iSvengti trukgzi
gravitropinio dirginimo fiksacijos laikotarpiu, nég&suojama besisuk&mose
augai; kultivavimo konteineriuose.

Daigai auginami metaliniuose centrifugos-klinostatailtivavimo
konteineriuose su specialia vidineanga skly ir daigy orgamn erdvirgs
orientacijos palaikymui augimo ir fiksacijos metda sudaro cilindrinis
centruojantigdéklas, j jj sudedami 5 fluoroplasto laikikliai su stikliniadsigy

kultivavimo piltuliais (9 pav.).
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9 pav. Centrifugos-klinostato augal kultivavimo

konteineris (1) ir vidid jranga daig erdvires

orientacijos palaikymui augimo ir fiksacijos metu:
dangtelis (2), stiklinis piltudlis (3), fluoroplasto

laikikliai (4) ir centruojantigdéklas (5)

2.2. Bandymy metodikos statolity lokalizacijos ir judesiy gravisensorinése
lastekese tyrimams

Bandymai, skirti amiloplast statikos ir kinetikos gamosios pipiras
hipokotiliy ir Sakny gravisensoriése hstekse priklausomyés nuo gravitaciés
jégos tyrimams, atlikti kosminio skrydzioglggomis, panaudojant borto
centrifug ,Neris-5* (7 pav.), ir Zerds slygomis, gravitacinius signalus
modeliuojant centrifugos-klinostato (8 pav.) pagalbNorim; paramety
gravitaciniai signalai buvo gaunami tam tikram @ikpiui ketiant
gravitacireés jggos veikimo kryptir/ar jegos dyd nuo 1g iki mikrogravitacijos
ar imituotos mikrogravitacijos (klinostatavimas).
2.2.1. Bandymo mikrogravitacijos glygomis aprasas

Realios mikrogravitacijos poveikio éjamosios pipiras daig

gravisensoriams Bstekms tyrimui naudojome eksperimgntkurie buvo
atlikti  biopalydovo ,Bion-10“ skrydzio metu pilnaautomatizuotoje borto
centrifugoje  “Neris-5” bei Ze#s slygomis (kontrot) medZiag.
Eksperimeni metu sklos stos cilindrinius konteinerius, kuriuos suda8
hermetiskos kameros, t.y. vandens rezervuarasn(0alpos), daig augimo
kamera (4,5 ml talpos) ir rezervuaras fiksatorij(ml talpos). &los daig;
augimo kameroje buvo pritvirtintos ant filtrinio pieriaus skrituliuk, kur
augimo metu, daig aSiniai organai gé&jo laisvai keisti augimo krypt

Centrifugavimo metu iScentis j¢gos kryptis buvo lygiagreti daigo iSilginiai
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aSiai. Po 28 val. augimo MG ir KCalggomis fjamosios pipiras daigai
skrydzio metu automatiskai uzfiksuoti 4 % gliutatdehido 0,1M fosfatiniame
buferyje (pH 7,2) tirpalu. Tiek Kosmose tiek Zgmeksperimentas vyko esant

vidutinei temperatrai 22 + 1° C, tamsoje.

2.2.2. Bandymy pakitusios gravitacijos slygomis (centrifuga-klinostatas)
aprasas

Eksperimentai &@amosios pipirds daig; gravisensorinj sisteny
tyrimams Zemgje atlikti  su centrifuga-klinostatu, veikusia greit
klinostatavimo rezimu, kai horizontalios prietais8ys sukosi 50 aps./min.
grekiu. Siekiant visapusiSkajvertinti gravisensorimi lgsteliy vidulgsteliniy
strukiiry ir gravitacires jegos poveik statoliyy iSsicestymui ir jos pokyiais
sukeliamiems judesiams, atlikti dviejtipy eksperimentai. Pirmojo tipo
bandymuose daigai buvo auginami nuolat veikianttiskjo dydzio iSilgai
daigy veikiartia gravitacine gga, antrojo tipo bandymuose daigai buvo
gravitropiSkai dirginami 24 mirtiiy laikotarpiu ketiant jegos veikimo krypt
ir dydj nuo imituotos mikrogravitacijos (klinostatavimals)1 g.

Visuose bandymuosesjamosios pipiras sklos, brinkintos 2 val. ant
filtrinio popieriaus sudikinto krano vandeniu. Po téldos buvo lipdomos ant
filtro popieriaus trikampj, sudedanp stiklinius (10um) piltuveélius taip, kad
ISilginé stklos gemaligs Sakned jaugty  piltuvélio kapiliaring dal (9 pav.).
Piltuvéliai su £klomis sustatom;j fluoroplasto laikiklius ir uzdengiami 10 mm
x 3,5 mm dydzio maéb juostetmis, sudékintomis 30 ul krano vandens,
dréegmés palaikymui. Surinkti centruojantyiéklai su gklomis sustatomij
konteinerius, kurie uzdengiami dangteliais su flpdasto tarpigmis ir
nukreipiamosiomigvorémis, ir uzsandarinami parafilmo juosieiis.

Pasibaigus eksperimentanigkonteinerius su daigais susvitk@ma po
2 ml 4 % gliutaro aldehido tirpalo 0,1 M fosfatima buferyje (pH 7,2) ir
iSlaikoma toje pé&oje gravitacirje aplinkoje 45 min. pirminei fiksacijai. Po to
daigai iSimami ir pakartotinai fiksuojami tuo gaa fiksatoriumi 12 val., esant
+4° C temperairai.
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2.2.2.1. Nuolatinis gravitropinis daigy dirginimas veikiant skirtingo dydzio
gravitacine jéga

32 val. trukmés nuolatinis gravitropinis, éamosios pipirds daig;
dirginimas buvo atliekamas centrifugos-klinosta® fav.) pagalba. Zeis
gravitacirés jegos vienkrygio poveikio neutralizavimui, t.y. mikrogravitacijos
iImitacijai, daigai augo sukami ant horizong@li centrifugos-klinostato agis50
aps./min. greiu (klinostatuojami), papildomai sukant apie veatik a3
(centrifuga) 3,63; 5,31; 7,72; 17,61; 23,72 ir 4%&/7,&ps./min. greiu.
Priklausomai nuo centrifugavimo gé@m, centrifugos-klinostato konteineriuose
augawtius daigus Saknies virgés kryptimi veike vidutiniSkai 0,004; 0,008;
0,02; 0,1; 0,5 ir H dydzio iScentria jéga, kurios poveikis fiziologiSkai atitinka
gravitacires jegos poveik (Merkys et al., 1981).

2.2.2.2. Trumpalaikis gravitropinis daiga dirginimas skirtingos krypties ir
dydzio gravitacine jéga

Gravitacires j¢gos pokyiais sukelyy amiloplast judesi; kinetikos
tyrimams gjamosios pipirds daigai buvo gravitropiSkai dirginami periodu,
trumpesniu uz zinom latentirj Sakny ar hipokotily gravitropires reakcijos
laikag dviem udais.

Daiqu gravitropinis dirginimas iSilgine kryptimatliktas 24 minuwms ke&iant

1 g dydzio gravitacias jegos veikimo krypt 180° ir/ar ketiant jos dyg nuo 1
g iki imituotos mikrogravitacijos arba atvirkgi tiksliai dozuojant
gravitacinius stimulus. Daig gravitropinio dirginimo procettos buvo
atliekamos pagal sek&as schemas:

1) 32 valandas 1g slygomis aug daigai 124 minuéms buvo
perkeliamij imituota greitu klinostatavimu mikrogravitagijarba apvefiami

180° (inversija);
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Dirginimas

N

kImostataSSOaps /mingrekiu

1<

inversija 180 kampu

2) 32 valandas imituotos mikrogravitacijagygomis aug daigai 124
minutes buvo veikiami f§j jéga Saknies vifmés ir Saknies pagrindo kryptimi.

Dirginimas

Klinostatas
50aps./min.

(;\D

inversija 18(° kampt

Gravitropinis dirginimas lateraline kryptimatliktas 30 valang vertikaliai

normalios gravitacijos agbygomis augusius é@amosios pipirds daigus

paguldzius horizontaliai, t.y. 90° kampu 1, 2, 4 min.

lg Dirginimas

— =

53



Siekiant pazyréti daigy orientaciy dirginimo, fiksacijos ir ¥lesniy
histologiny procediry metu, auginimui skirtijrankiai buvo pazymimi ir
dedami vienas kita taip, kad zym sutapy (10 pav.). 8klosj stiklinj piltuvél;
buvo sodinamos orientuotai viena kryptimi taip, kaghugusio daigo
hipokotilio linkis sutapi su zyme ir bty atskaitos tasku ruosSiant histologinius

preparatus statoljtjudesiy kinetikos analizei.

ez (R

10 pav. Sjamosios pipirds kly orientacija ir laikikly padtis
lateraliniam gravitropiniam dirginimui. A - daigaugant vertikaliai, B -
dirginimo metu. Raudona linija — Zyi% seka eksperimento metu

2.3. Nuolatiniy histologiniy preparaty paruosimas

Pasibaigus fiksacijai, daigai perplaunami 4 kagpos15 min. 0,1 M
fosfatiniu buferiu (pH 7,2). Nupjautos 2 mm ilgiakdy virsinélés ir 4 mm
hipokotiliy bazalires atkarpos post-fiksuojamos po 1 val%d OsQ, ir 1 %
tanino tirpaluose tos pms sudties buferyje. Po to medziaga perplaunama 3
kartus po 15 min. buferiu ir nuvandeninamaggidcios koncentracijos (10, 30,
50, 70, 96 ir 100%) etilo alkoholiu. Procewtos atliekamos +4° C
temperairoje. Naudojant absoliutaus etilo alkoholio ir acet, bei acetono ir

Epono dervos miSinius atkarpos impregnuojamos Epdeova (Epoxy
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Embedding Medium, Epon Hardener MNA, Epon HardeD&SA) (Luft,
1961). Impregnavimo procad; ir saglygy schema:
100% etilo alkoholis I, II lval;

100% etilo alkoholio ir acetono miSiniai 3:1, 1:1 ir3L: 45 min;

Acetono ir dervos miSiniai 3:1 1 val;
1:1 1 val;
1:3 12 val;
100% Epono derva 24 val., +37° C;
12 val., #437;
24 val., £64.

Impregnuotos derva émmosios pipirds daigy atkarpos buvo
pjaustomos iSilgai stikliniais peiliais ultramikoshu 1118800LKB (Svedija)
apie 1 um storio pyiais, grieztai iSlaikant pyio plokStumos lygiagretum
iSilginei orgam aSiai. Analizuojant statoljt sedimentacyj lateralia kryptimi,
pjuvio plokStuma atitiko gravitacinio dirginimo kryjpt

Atrinkti centriniai ir artimi jiems Sakip apeks ir hipokotiliy pjaviai
buvo klijuojami ant objektyvinj stikleliy ir dazomi 1% metileno melsés
vandeniniu, 1% fuksino acetone ir 26 toluidino 0,1% NaB4O- tirpalais
(Jensen, 1962). I1Sdziovinustupjus, paruosti pastas histologiniai preparatai
Sviesinei mikroskopijai, panaudojant Kanados balg@mviy nuskaidrinimui

ir dengiamyjy stikleliy montavimui.

2.4. Gravisensoriny audiniy citomorfologiné analizé

Citomorfologinis Sakg ir hipokotiliy gravisensorinj audiniy tyrimas
atliktas Sviesias mikroskopijos metodu, naudojant Svigsmikroskom SMP
03 (Opton, Vokietija), sukomplektupsu skaitmeniéemis kameromis MOTIC
(Japonija) bei PENTAX ist*D. CentrigiiSilginiy Sakny ir hipokotiliy pjaviai
buvo fotografuojami. Ryiy skaitmeniniai vaizdai analizuoti vaigdanalizs
prograny SIGMA SCANS5 bei MOTIC pagalba. VidutiniSkai iSaizalota
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kiekvieno bandyminio varianto tugj daigy Sakny ir hipokotiliy po 2-3
centrinius pjivius. Gravitacijos reikSis <jamosios pipiras daig; aSiny
organy gravisensorinio audinio formavimasiertinimui buvo iSmatuoti atskir
Saknp Salmelio statenchimos funkcionuogin gravisensorinj Iasteliy
sluoksny bei hipokotily gravisensorinio audinio - endodermio
funkcionuojagiy gravisensorinj Iasteliy matmenys. Kiekybinis amiloplagt
vidulastelinio iSsigstymo ir atsakomjy judesy vertinimas atliktas iSmatavus
nuotol(-ius) nuo kiekvienos plastid centro iki atitinkamos statocito sieé¢s|
priklausomai nuo daiggravitropinio dirginimo potdzio. Amiloplast; judesi
analizei naudotos santykis Sy, statolito paédtj Igstekje apikdinartiy,
paramety reiksSnes, t.y. iSreikSto$o nuo realy konkreios lagstekEs matmen.

Statolity lokalizacijos vertinimo schema daigiSilginio dirginimo atveju

Siekiant kiekybiSkai jvertinti statolity judéjimo pohad; iSilgai Sakm ir
hipokotiliy gravisensoriese hstebse esant skirtingiems gravitacijos
pokyiams, iSmatuotas atstumas tarp kiekvieno statalgatro ir hsteks
morfologinio dugno (Saknyse — distalirsienet, hipokotiliuose — bazalin

sienee) ir iSreikStas¥ nuo konkreios lasteks ilgio (11A pav.).

A B
100/ ™ 100
% -
% E %
. o
I @
o 'E OOO
TE A
o w|
g E =
o = x — padétis (%) 100
o O deding isilging siensls
° 1 e

motfologinis lgstelés dugnas

11 pav. Statoliy packties gravisensorise hstebse nustatymas
gravitropiSkai dirginant daigus iSilgine (A) ir &gline kryptimi (B). 100%
— santykinisdsteks ilgis (plotis)
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Statoliiy lokalizacijos vertinimo schema daidateralinio dirginimo atveju

Gravitacires jegos sukeltos statoljtsedimentacijos skersingsteks kryptimi,
t.y., po daig pavertimo 90° kampu, analizei kiekviengtek laikoma dviey
koordin&iy sistema (abscis— deSig arba apatié iSilginé siene¢; ordinat —
Saknies arba hipokotilio statocitastekEs morfologinis dugnas (11B pav.).
Todkl kiekvieno statolito padtis lastekje buvojvertinama dviaj koordina&iy
reikSmemis. x-packtis apikidina kiekvieno statolito centro nuogolnuo
morfologinio hsteks dugno, y-pactis — nuo deSigs iSilginés sienals
vertikaliai orientuotuose daiguose arba nuo apsatirigsteks sienels
horizontaliai paverstuose daiguose. Analizuojarditadity judéjima, Sios
reikSmes buvo iSreikStos procentais nuo bendro atitinkamsteks sienels

ilgio.

2.5. Duomem statistiné analizé

MatematiSkai duomenys apdoroti standartine stagsti analizs
programa MS EXELY.

Vidutiné kvadratirt matuojamo dydzio paklaida skmiojama pagal (1)

formule:

Ax\’ Ay * (nzY (1)
Na=_[|—| +|—=| +|— |, : : ..
[ xj ( yj ( zj X, y ir z yra matuojamo dydzio

parametraiAx, Ay ir Az paramety vidutinés paklaidos.

Imties vidurkis apsk&iuojamas pagal (2) formel

>x o)
=" n — pakartojim skatius, % - i-tojo
pakartojimo rezultatai, i — pakartojimo numeris.
Imties vidutinis kvadratinis nuokrypi®) buvo apskdiuotas pagal (3)
formule:

3)

x T v )2
Z(X )" . kvadratits sumos nuokrypis nuo

i=1

aritmetinio vidurkio,n — pakartojing skatius Baagumupckuii, 1983).
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Skirtumo patikimumg tarp aritmeting vidurkiy ir jo reikSmingumo lyg

nustatme pagal faktipn Stjudento kriterip () po iSankstinio duomen

pasiskirstymo patikrinimo:

t, =

X~ % ’
(ny _1)512 +(n, _1)522 i +i
nl+n2_2 n nm

(4)

kur X, & ir n — dvieju aiby lyginamyjy paramety statistiniai

rodikliai.

Paveiksluose pateikta analizyabdikliy aritmetinis vidurkist vid.st.paklaida

Vidurkio standartia paklaida ska&iuojama pagal formgt

S — standartinis nuokrypis, n — analizuojaradikliy skatius
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3. TYRIM U REZULTATAI

3.1. Gravitacinés jegos dydziojtaka gravisensoriniy lasteliy formavimuisi
séjamosios pipirnés daigy asiniuose organuose

Gravitacires jegos pokgiy jutimo proceg detalizavimui teigiamai ir
neigiamai gravitropiSkuose organuose pirmiausiaoluertinta, kaip Sakip ir
hipokotiliy gravisensorinj lasteliy formavimasis ir strukiriné poliarizacija,
neatsiejama nuoyj tapimo funkcionuojafiais statocitais, priklauso nuo
gravitacires jegos, veikiadios daigusjprastine Saknies viligés kryptimi
dydzio. Tuo tikslu kosminio skrydzio (biopalydovgBion-10*) salygomis
daigai buvo iSauginti pastoviai veikiant realiaiknoigravitacijai ir iScentrinei 1
g dydZio pgai. Zengje skirtingo svarumoatygos (imituota mikrogravitacija ir

1 g) daigams buvo modeliuojamos centrifugos-klinostegalba.

3.1.1. Realios mikrogravitacijos poveikis daig gravisensorin lasteliy
formavimuisi

Realios mikrogravitacijos (MG) poveikis Saknir hipokotiliy
gravisensorinj lasteliy formavimuisi jvertintas lyginant §amosios pipiras
daigy, augusi kosmirgje centrifugoje ir ) salygomis Zengje (12 pav.), Sakn

Salmelio statenchimos ir hipokotjlendodermio citomorfologinius rodiklius.

~

it

12 pav. Sjamosios pipiras daigai, iSaug 1 ¢
salygomis Zengje (ZK) ir kosmirgje centrifugoje
(KC), bei realios mikrogravitacijosalygomis (MG).
Mastelis — 4 mm

MG
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Tirty daigy, iSaugusi realios mikrogravitacijos agbygomis Sakn ilgis
vidutiniSkai siek 11,3 = 0,2 mm, kosmige centrifugoje — 11,8 = 0,6 mm,dlL
salygomis Zengje — 11,6 = 0,3 mm. J paiy daigy hipokotiliy ilgis
mikrogravitacijos slygomis siek 4,8 + 0,1 mm, kosmifje centrifugoje — 5,2
+ 0,2 mm, 1g salygomis Zengje — 4,9 + 0,2 mm.

Sakn; Salmelis Siy daigy 3akm 3almelio centridss dalies — statenchimos

mikrofotografijos pateiktos 13 pav. Misvariant; statenchim sudaro astuoni
[asteliy sluoksniai, iS kugj 2 virSutiniai sluoksniai yra meristends lasteks, o
SesSi apatiniai sluoksniai yra funkcionuajas gravisensoris lasteks, kuriose
matomi mobitis amiloplastai. 1g salygomis kosmose ir Zeée jie

susigrupay arti distalires lastely sienet¢s, t.y. morfologinio y ,dugno, o

mikrogravitacijoje — vidurigje lasteliy srityje.

MM Y it ? 4 i‘.u@ >3
13 pav. S¢jamosios pipiras Sakm, iSaugusi 1 g salygomis Zengje (A) ir
kosmirgje centrifugoje (B) bei realios mikrogravitacijoglygomis (C),
Salmeliy fragmentai. Rodykls nurodo gravitacis jcgos veikimo krypt m -
meristeminy lasteliy sluoksniai. 1, I, I, 1V, V, VI — statenchimos
funkcionuojardiy gravisensorinj lasteliy sluoksniai. Mastelis — 1jm

Atlikus citomorfologire Salmeliy analiz nustatyta, kad vidutinis 6
apatiny statenchimos sluoksni funkcionuojagiy gravisensorinj lasteliy

plotis mikrogravitacijos ir Iy salygomis Zengje buvo panasus (15,2 + Q,8n
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ir 14,8 + 0,2um, atitinkamai), nors kiek mazesnis, nei esarg Rosmirgje
centrifugoje (16,1 + 0,m). Kadangi Sis skirtumasra statistiSkai patikimas,
galima teigti, jog realios mikrogravitacijos povesil§akm statocity radialiniam
augimui nebuvo esminis. Statagiiigio priklausomylés nuo augimo gygy
duomenys pateikti 14 pav. Matyti, kad Zésrkontrolinio ir abiej kosminiy
variantyy statocit ilgis tiesiogiai priklauso nuoyjpackties statenchimoje, nes
duomenys patenkinamai aproksimuojami linijine fujikc (koreliacijos
koeficientas 0,89; 0,93 ir 0,95 atitinkamai). Kitartus, Zemas varianto Sakp
statenchimos 46 sluoksnio funkcionuojaios gravisensoris lasteks
statistiSkai patikimai ilgesis uz abiaj kosminy varianty Sakny analogisSkas
lgsteles. Pazyatina, kad gra esminio skirtumo tarp statagiilgio kosmirgje
1 g centrifugoje ir realios mikrogravitacijosalggomis augusj Sakn
statenchimoje. Tadl galima teigti, kad realios mikrogravitacijos pdkie
linijiniam statociyy augimui nebuvo reikSmingas, o abiem atvejais pasir
neigiama kity kosminio skrydzio veiksngijtaka.

Gravisensorinj lasteliy struktiriné poliarizacija yra esminisyjtapsmo
funkcionuojardiais statocitais pozymis. Gravitacijos jutimui dviarplastidzi
— amiloplasg kiekis, hiklé ir pasiskirstymas iSilgai gravisensoijnigsteliy
glaudziai susg§s su Siuo procesu, tuo dwa atspindi ir pilnavatio
gravisensorinio aparato susiformagim Lyginant vidutin nuotoi nuo
amiloplast; iki distaliniy Iasteliy sienely dél skirtingy lastely ilgiy
skirtinguose statenchimos sluoksniuose negalingidikjvertinti ir palyginti
amiloplast; iSsicestymo. Sprendziant &iproblem, eliminuojamas vienas
kintamasis, t.y. realusigdteks ilgis, ir pereinama prie santykinio amiloplast
nuotolio nuo morfologiniogsteks dugno, t.y. distaliss lasteks sienelds, kui
sudaro realaus jo nuotolio igsteks ilgio santykis, iSreikStas procentais. Taip
iSreikStas amiloplast iSsicestymo iSilgai funkcionuojafiy gravisensorinj
lasteliy apatiniuose 6 statenchimos sluoksniuose grafirszdas esant

skirtingo svarumogygoms pateiktas 14 pav.

61



60 100
XZK XKC XMG

01 eZK eKC e MG * 30
40

30
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Statolity nuotolis nuo DS, %
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State nchimos sluoksnis

14 pav. Realios mikrogravitacijos poveikis Sakatatocit

ilgiui ( x ) ir statolity nuotoliui (0 ) nuo distaligs statocif

sienets (DS) sjamosios pipiras Saknyse, kurios augo

Zemgje (ZK), kosmirgje 1 g centrifugoje (KC) ir realios

mikrogravitacijos glygomis (MG)
Matyti, kad 1g salygomis Zengje ir kosmose amiloplastai uzima jugskurios
apatinis krastas nuigd nuo distalias lgsteliy siene¢s apie 20 %, o virSutinis —
36 % nuo vidutinio atitinkamosydteks ilgio visuose funkcionali statocit
sluoksniuose, ty. grupuojasi arti morfologinigsteliy dugno. Realios
mikrogravitacijos slygomis statoliy juosta siaures) jos virsutinis ir apatinis
kraStas nut@s nuo distalini sieneliy apie 48 % ir 56 %, atitinkamai. Taigi,
iScentries 1 g dydZio pga ir Zengés gravitacig jéga lygiavetiai paveilé
vidulasteline amiloplasty sedimentacy link distalines Sakm statocity siene¢s.
Realios mikrogravitacijos aygomis, kai gravitacié@a jéga nebeveikia,
amiloplastai uzima centrgrfunkcionaly statocity daf.

Nustatyta, kad amiloplagtskatius penkiuose iS Segistatenchimos

funkcionuojaiy gravisensorinj lastely sluoksniy yra determinuotas,

nesiketia nei 1g salygomis Zengje ir kosmose, nei realios mikrogravitacijos
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poveikyje. Statolij skatiaus priklausomyés nuo skirtingo svarumoalygy

duomenys pateikti 15 pav.

Amiloplasty skaiius lastekje

0 1 2 3 4 5 6
State nchimos sluoksnis

15 pav. Realios mikrogravitacijos poveikis
amiloplasty skatiui séjamosios pipirdas Sakm
statocituose, kurios augo Zeéjm (ZK), kosmirtje 1 g
centrifugoje  (KC) ir realios mikrogravitacijos
salygomis (MG)

Matyti, kad 15 sluoksniuose (sk&uojant nuo meristeminilasteliy), visais
atvejais amiloplasgt skatius dickja nuo 3 iki 5. Skirtumas nustatytas tik
SeStame funkcionuojéiy Iasteliy sluoksnyje, kuris yra apmirStantis.
Zinoma,kad mikrogravitacija spartina netly statocity sergjimo ir plastidzi
destrukcijos procesus. Atsizvelgiantai galime teigti, kad statoljtskatiui

augimo glygosjtakos neturi.

Hipokotiliy endodermis Endodermio — gravisensorinio audinio morfologija

buvo panasdi tiek abigjkosmini variant;, tiek ir Zenes slygomis augusi

daigy hipokotiliuose. Centriniuose iSilginiuose hipoliati pjaviuose
endoderm sudaro dvi dsteliy eilés, kurias viea nuo kitos skiria centrinis
velenas (16 pav). Endodermiogstekse matomi amiloplastai, Kkuri

iISsidéstymas, kaip ir Sakn statocituose, priklauso nuo gravitaggnjegos
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buvimo. Veikiant §j dydZio ggai Zentje ir kosmose, jie buvo susigrugav
bazalireje lasteliy dalyje, arti morfologinio gsteliy dugno. Tdiau realios
mikrogravitacijos slygomis amiloplastai pasklgdpo viss endodermiodsteliy
periferijg. Detalesn Igsteliy strukiiros tyring ribojo Sviesigs mikroskopijos
skyros galimybs, bet pateiktose mikrofotografijose matomi Koat centriniy

vakuoliy, kuriy buvimas, be abejo, turi reik&samiloplasi mobilumui.

16 pav. Vertikaliai Zentje (A), kosmirtje centrifugoje (B) ir
mikrogravitacijos glygomis (C) iSaugusi hipokotiliy gravisensorinio
audinio fragmentai. En - endodermigsteks, Am — amiloplastai.
Vertikali rodyklé nurodo gravitacijos vektoriaus krypt mazos
rodyklés — hstekje esaniius amiloplastus. Mastelis — 20n

Morfometrinei analizei hipokotiliai buvo padalintidvi dalis: virSutir
— apikalire ir apatie — bazalig atkarpas. Analizuojant endodermigsteles
konstatuota statistiSkai reikSminga jmatmem priklausomyk kaip nuo
gravitaciniy s3lygy, taip ir nuo y priklausomylss apikalinei ar bazalinei
hipokotiliy atkarpoms (1 lent&). Veikiant zends gravitacijai bazalis
atkarpos endodermigdteks buvo ilgesés daugiau nei 3,5 karto, platésn
apie 2 kartus uz apikalines. Veikiant analogiSkazio iScentrinei ggai
kosmose endodermimsteliy parametrai mazesni: bazadj@ hipokotiliy
dalyje hstely ilgis didesnis tik 3 kartus, o plotis 1,5 karto apikalines.

Lyginant abu kosminius variantus nustatyta, kadvigemsorigs lasteks
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Siomis glygomis augo skirtingai, y@aj ilgj. Apikalinés hipokotily dalies
lasteks mikrogravitacijos glygomis 1,5 Kkarto ilgesis nei kosmigje
centrifugoje. Tuo tarpu bazadis dalies dstely ilgis apie 2 kartus didesnis
kosmirgje centrifugoje, lyginant jas su mikrogravitasijglygomis iSaugusi

hipokotiliy atitinkamos daliegbktebmis (1 lentet).

1 lentek. Gravitacijogitaka hipokotiliy endodermiodsteliy formavimuisi

Hipokotilio atkarpa

Augimo apikaliné bazaliné
salygos L astekes Lasteks

N ilgis, pm plotis, pm N ilgis, pm plotis, pm
Zemes

kontrok 110 |24,3+06 |168+04 |47 |86,4+7,0 |343+19

Kosrr_nné 80
centrifu -

ga

26,1+ 0,8" | 19,4-0,5° | 100 |79,9+1,7" |28,3+1,5

Reali
mikrogra - | 53 40,1+3,3 22,712 |79 46,6+3,4 | 27,9119
vitacija

1 skirtumas tarp apikaligi ir bazaliniy hipokotilio atkarp statistiSkai
patikimas p< 0,01; - skirtumas tarp kosminvarianty statistiSkai patikimas
p < 0,01; N- nagriaty lasteliy skatius

Hipokotiliy gravisensoriems bstekms kidingy mobiliy amiloplast
vidulastelinio pasiskirstymo tyrimas parod statistiSkai  patikimp  jy
lokalizacijos skirtum tarp mikrogravitacijos ir kontrolini varianty Zemgje ir
kosmirgje centrifugoje (17A pav.). ¢ saslygomis kosmose ir Zede iSaugusi
hipokotiliy statocituose vidutinis amiloplasiuotolis nuo bazaliés Isteliy
sieneés lygus 24 % vidutiniogkteks ilgio. Mikrogravitacijos (MG) slygomis
vidutinio amiloplasto lokalizacija -asteks viduryje (48 % nuo vidutinio
lasteks ilgio) (17 pav.). Ivertinus statoli padkt; atskirose hipokotilj
atkarpose, iSryska jy iSsicestymo skirtumas. Jei MG atveju tiek apikajm
tiek bazalije hipokotiliy atkarpose amiloplagtpacttis yra vienoda, tai 3
salygomis Zengje ir kosmose bazalife atkarpoje jie iSsigbte Zymiai agiau

morfologinio Bsteks dugno nei apikalije atkarpoje (17B pav).
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17 pav. Statoliyy nuotolis nuo bazaligigravisensorinj lasteliy sieneliy (BS)
iSilgai viso endodermio & (A) bei apikaligje ir bazalirgje hipokotiliy
dalyse atskirai (B), veikiant §j Zemsje (ZK) bei kosmigje centrifugoje
(KC) ir mikrogravitacijos glygomis (MG)

Literatiros duomenimis (Volkmann et al., 1993) hipokot#ipikalinés
dalies jsteks, yra meristemiis, 0 pilnai funkcionuojahos gravisensoris
lasteks yra bazaligje hipokotiliy dalyje.

Nustatyta, kad statoijt skatius endodermiogktekse nepriklauso nuo
gravitacires aplinkos. Mikrogravitacijos ir 3 salygomis Zengje jis vienodas
vidutiniSkai 7,5+ 0,3. Tik kosmigje centrifugoje statolit skatius Siek tiek
mazesnis 5,% 0,2.

Apibendrinant pateiktus duomenis galima teigtkad reali
mikrogravitacija netujo esmirés reikSnés Sakm ir hipokotiliy statocit
formavimuisi. Augimo glygos netuéjo esminio poveikio Sakpradialiniam ir
linijiniam augimui, t&iau mikrogravitacijosjtaka hipokotili; augimui buvo
gana zenkli. Mikrogravitacija iS esi pakei¢ ir statolity erdvin iSsidestymyg
abiey asiny organy funkcionuojawtiy statocity citoplazmoje. Uzuot susitelk
Salia morfologinio 4steliy dugno, kaip 1g variantuose, mikrogravitacijos

salygomis statolitai susikaupia centéje Sakmy ir hipokotiliy statocity dalyje.
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3.1.2. Imituotos mikrogravitacijos poveikis gjamosios pipirnés daigy
gravisensorinio audinio formavimuisi

Horizontaliu klinostatu imituotos mikrogravitacijgslK) poveikis daig
asiny organy gravisensorinio audinio strukti, jvertintas lyginant Ig Sakny
statenchimos funkcionuojéry gravisensorinj lasteliy ir  hipokotiliy
endodermiodsteliy citomorfologinius rodiklius.

Sakn; $almelis Palyginus abigj variant; Sakny $almeliy strukiira matyti, kad

neutralizavus vienkrypt gravitacires jgos poveik Salmelis formuojasi
normaliai. Kaip vertikaliai, taip ir horizontaliamidinostate iSaugusiSakny

Salmelio centrias dalies-statenchimos morfologija panasi (18 pav.).

18 pav. Vertikaliai 1 g (A) ir imituotos mikrogravitacijos (B)
salygomis iSaugusi scjamosios pipiras Sakm Salmeliy fragmentai.
Rodykk nurodo gravitacijos vektoriaus kryptm — meristemiés
lasteks. I, I, Ill, IV, V, VI — statenchimos funkcionuaiciy
gravisensorinj Iasteliy sluoksniai. Mastelis — 1jam

Abiem atvejais § sudaro 8 gsteliy sluoksniai, IS kug 2 virSutiniai yra
meristemis lagsteks, o apatiniai 6 — funkcionuojaies gravisensoris
lagsteks. Funkcionuojafiy statociyy citoplazmoje abiem atvejais randami

stamluis amiloplastai bei kitos Sviesiniu mikroskopu matsnorganeis.
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Citomorfologires funkcionuojatiy statocity analizs rezultatai pateikti
19 pav. Matyti, kadgsteliy ilgis buvo panasus ¢ ir klinostatavimo slygomis
augusiy daigy Sakmny atskiruose statenchimos sluoksniuose (p > 0,35)01
galime spesti, kad gravisensorini lgsteliy linijiniam augimui gravitacinio
lauko jtaka rera didek, nes abiem atvejais (@ ir HK) priklausomylgé tarp
lgsteks vidutinio ilgio ir ihsteks sluoksnio beveik tiesin

Vertinant vidutin amiloplasg nuotoi nuo distaling lagsteliy sieneli
matyti, kad horizontaliame klinostate augusakn; statocituose amiloplastai
susitelle lasteks viduryje, o 1g saslygomis amiloplastai laikosi arti distatia

lasteliy sieneés (19 pav.).

A B
50 100 50 100
e Statocity ilgis ! N e Statocity ilgis l S
40 - i - 80 Uy § - i )
= e Statolity nuotolis A c 40 - e Statolity nuotolis 80 @
i s = e
2 30 - 60 © v 30 - 60 <
2 92 o @
= s Z E
S 20 +£408 £ 20 - 40 3
@] e
+ e c 8 c
& e g =z
10 - F205 B 10- 205
IS I
o——r——10 ? 0 o?
O 1 2 3 4 5 6 0O 1 2 3 4 5 6
Statenchimos sluoksnis Statenchimos sluoksnis

19 pav. Statocit ilgis ¢ ir statolity nuotolise nuo distaliss lgsteliy sienets 1
g (A) ir HK (B) salygomis iSaugusj Sakny statocituose. DS — distadimgsteks
sieneé

Nustatyta, kad radialiniam Saknfunkcionuojaiiy gravisensorinj
lasteliy augimui imituotos mikrogravitacijogtaka taip pat éra dideé.
Duomenys apie statogiplocio priklausomyle nuo augimo glygy pateikti 20
pav. Matyti, kad 1g ir HK salygomis statenchimosasteliy plotis labai
panasus. Abiem atvejais nustatyta tiepnklausomyl tarp vidutinio §steliy
plocio ir Iasteliy sluoksnio. Akivaizdaus skirtumo nepastbir vertinant Siose
lastebse esafiy statoliy nuotoj nuo deSias iSilgines lasteks sieneals.

Amiloplasty iSsickstymo skersai funkcionuojéiy gravisensorinj lasteliy
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visuose 6 statenchimos sluoksniuose grafinis vaiza$ant skirtingo svarumo
salygoms pateiktas 20 pav. Nustatyta, kad ir HK salygomis amiloplastai
uzima juosi, kurios apatinis krastas nugsl nuo desSiés iSilgines lasteliy
sieneés apie 43 %, o virSutinis — 58 % nuo vidutinio inkbmos §steks

plocio visuose funkcionali statocity sluoksniuose.

A B
50 100 50 100
e Statocity plotis < e Statocity plotis N
404 ® Statolity nuotolis - 80 v e 40 | e Statolity nuotolis - 80 v
= s = 9
& 301 - 60 ., -2 301 [ 60 o
Z 20 40 S = 20 - 40 S
[3) c o c
9 ./C/'/'/Q/l = 8 / =
T E G ,q =
£ 101 (208 5 10 20
n n
0 T T T T T O 0 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Statenchimos sluoksni Statenchimos sluoksni

20 pav. Statocity plotis e ir statolity nuotolise nuo iSilgires lasteliy sienets

19 (A) ir HK (B) salygomis iSaugusi Sakny statocituose. IS — desimsilginé
lgsteks siened

Vertinant imituotos mikrogravitacijosjtaka amiloplasy skatiui
lastekje, nustatyta, kad skirtinga gravitag€iaplinka tamjtakos netusjo. 1 g
salygomis vidutinis vig nagrirety statenchimos sluoksnilagstekse esatiy
statoliyy skatius 4,7+ 0,6, o HK atveju — 4,& 0,9.

Atsizvelgiant] gautus rezultatus galima teigti, kad gravitacigtuni
esmires reikSnés sjamosios pipirds Sakm gravisensorinj lasteliy augimui,
bet jtakoja statolig iSsidkstymy. Kadangi lyginti galima tik panaSiomis
pradiremis  slygomis esadtius objektus, gravisensorini Iasteliy
funkcionavimo tyrimui buvo pasirinkti 3, 4 ir 5 slksniyy statocitai, nes Siuose
sluoksniuose geriausiai iSlaikomas tiesiSkumas fagbeliy morfometrini
matmery ir amiloplasty iSsicestymo (19 ir 20 pav.). Be to, sisluoksny
lastekse santykinis amiloplagt nuotolis nuo morfologinio gkteliy dugno

beveik nekinta. $idviejy salygy uztenka lyginamajai analizei.
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Hipokotiliy endodermis Esant skirtingai gravitacinei aplinkai hipokafiili

anatomig sandara nesiskdr Centriniuose isilginiuose fyiuose hipokotilio
gravisensorip audip — endoderm sudaro 2 gsteliy eilés, tarp kump yra
centrinis velenas. Endodermigstekse matomi stamiis amiloplastai, kuti

ISsidéstymas priklauso nuo gravitacinglygy (21 pav.).

Bt

g A \‘
| | oo
pe

21 pav. Vertikaliai 1 g (A) ir horizontalaus
klinostatavimo sglygomis (B) iSaugusi hipokotiliy
gravisensorinio audinio fragmentai. En - endodermio
lasteks, Am — amiloplastai. Vertikali rodyklnurodo
gravitacijos vektoriaus kryptMastelis — 2@um

Morfometrine hipokotiliy atkarp analiz parod, kad pjvyje
endodermio sluokgnsudaro 33-35 gbteks. Lgsteliy ilgis iSilgai pjvio
varijuoja nuo 38um iki 120 um (221 A,B pav.), o plotis — nuo 2im iki 26
um (23A,B pav.). Vidutinis hipokotilio atkarpoje ex&y endodermiogsteliy
ilgis ir plotis yra 57,8 + 0,3um ir 24,1 £ 0,3um.

Vertinant imituotos mikrogravitacijos poveikipokotiliy statocity augimui
nustatyta, kad HK atvejugdteks ilgesn laika iSlieka meristemiés, o 1g

salygomis greéiau pereing tjsimo ir diferenciacijos fazes. Pastaruoju atveju
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lasteliy linijinis augimas yra daug spartesnis nei imitgotaikrogravitacijos
salygomis (22A,B pav.).
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Statolity nuotolis nuo BS, %

0 0
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Endodermio Iasteliy eilés numeris

22 pav. Statociy ilgis x ir statolity nuotolis nuo
bazalires lasteks sieneise 1 g (A) ir HK (B) salygomis
augusiy hipokotiliy statocituose. BS — bazalingsteks
sieneé

Kaip Sakm, taip ir hipokotily gravisensoriniame audinyje,éldskirtingy
lasteliy ilgiy, vertintas santykinis statalitnuotolis nuo morfologiniogkteliy
dugno, ty. bazalimi hipokotiliy lasteliy sienely, iSreikStas procentais.
Duomenys apie statalit vidulgstelines padties priklausomyb nuo
gravitacires aplinkos pateikti22 pav. Matyti, kad 1g s3lygomis augusj

hipokotiliy statocituose statolitai susitelkarti lasteliy morfologinio dugno.
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Klinostatuot; hipokotiliy statocituose dauguma statglgrupuojasi centrigje
gravisensorinj Iasteliy dalyje, arba iSsibarstasteliy periferijoje.

Vertinant imituotos mikrogravitacijos poveikhipokotiliy gravisensorin
lgsteliy radialiniam augimui matyti, katia kartojasi ta pati tendencija kaip ir
linijinio augimo atveju. 1g salygomis hsteks spatiai plagja, o imituotos
mikrogravitacijos atvejuy augimasj ploti suktéjes (23A,B pav.). Nustatyta,
kad 1 g ir HK sglygomis vidutinis statolii nuotolis nuo deSis iSilgines
sieneés lastely, esariy iSilginése endodermio e$e buvo panasus ir sudar
apie 50 % vidutiniogsteliy plocio (23A,B pav.). Statolif skatius endodermio
lastekse, abiem svarumalygomis, buvo taip pat panasusdhipokotiliuose
~5,9+ 0,4, HK = 5,4 + 0,2).

Auk&iau pateikyy duomem apie hipokotily endodermio formavigsi
visuma leidzia manyti, kad imituotos mikrogravijasi s1lygos modifikavo Sio
audinio hsteliy augimy. Klinostate augusi daigy hipokotiliy iSilginése
endodermio edflse (22B ir 23B pav.) buvo zymiai daugiaistely, esadiy
dalijimosi ir isimo fazse, nei kontrolinj 1 g daigy hipokotiliy (22A ir 23A
pav.). Daigams augant klinostate endodermsteliy matmenys buvo mazesni,
jie didéjo léciau lastekms augant,gsteks Zymiai \éliau pegjo j tisimo faz.
Sie faktai byloja, kad imituotos mikrogravitacijpsveikis buvo neigiamas ir
linijiniam, ir radialiniam hipokotili Igsteliy augimui.

Atsizvelgiant | tai, kad 4jstely matmenys ir diferenciacijos
funkcionuojaius statocitus laipsnis priklauso nuo piaels iSilginese
endodermio edélse, amiloplast iSsicestymas ir judesiai gravitropinio dirginimo
metu buvo tiriami hipokotilj bazalires dalies dstekse, kury ilgis 2-4 kartus
didesnis uz plgt Literatiros duomenimis, idient tokio tipo endodermio
lasteks baltaziedzio vairenio ziedstiebiuose jau laikyfaskcionuoja®tiais

statocitais (Kumar, et al., 2008).
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23 pav. Statocit plotis x ir statolity nuotolis nuo
desires iSilginés lasteliy siene¢se+ 1 g (A) ir HK (B)
salygomis augusj hipokotiliy statocituose. IS- de&in
iSilginé siened

Gravitacires j¢gos dydziojtakos gravisensorigilasteliy formavimuisi
daigy aSiniuose organuose tyrimo rezultatisuma neprieStarauja bendrai
nuostatai, kad morfogenetinis gravitasn jégos poveikis augal
gravisensorinj audiny formavimuisi, jo struldrai yra minimalus. T&au

gravitacires jegos dydziojtaka daig aSiny orgam gravisensorinj lasteliy
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linijiniam ir radialiniam augimui yra skirtinga. 8ay gravisensorinj lasteliy
linijinis ir radialinis augimas mazai priklauso ngoavitacirés jgos buvimo.
Nezyniis lastely matmem skirtumai, gauti lyginant Zeés kontroés ir
kosminy varianty Sakn; Salmelius, eksperimentiSkai patvirtina nuagtdiad
kosminiuose bandymuose be nesvarumo veikia ir $ridimo faktoriai.
Sky<iiy ir dujy apykaitos, temperaty skirtumas, perkrovos pakilimo ir
nusileidimo metu, vibracija ir t.t. gali duoti néagng efeky lasteliy augimui ir
diferenciacijai. Kita vertus, nustatyta, kad graeites slygos zenkliaijtakoja
hipokotiliy lasteliy auginy. Atsizvelgiantj tyrimo rezultatus galime teigti, kad
realios mikrogravitacijos abygomis ar panaikinus vienkryjptgravitacijos
poveiki Zemés imitaciniuose eksperimentuose hipokatiitatocity linijinis ir
radialinis augimas yra slopinamas.

Statolity iSsickstymo gjamosios pipirds Sakm ir hipokotiliy
gravisensorigse hstekse tyrimai paroé kad sumadus gravitacigs jegos
dydziui iki realios ar imituotos mikrogravitacijosstebimas statistiSkai
patikimas y; pactties pasikeitimas abigjasSiny organ gravisensorinj lasteliy
morfologinio dugno atzvilgiu. Saknstatocituose jie persigrupucjacentrirg
lasteliy dalf, o hipokotily statocituose — pasklinda po widasteliy tarj.
Vertinant santykiniais vienetais vidutinis amilogiia nuotolis nuo

morfologinio Bsteliy dugno yra apie 4% vidutinio analizuaij lasteliy ilgio.

3.2. Nuolatinis skirtingo dydzio gravitacijos povekis amiloplasty
ISsidéstymui iSilgai stjamosios pipirnés daigy statocity

Amiloplasty statikos priklausomyb nuo iSilgine kryptimi veikiatios
gravitacires jegos dydzio tirta Saknir hipokotiliy statocituose daig kurie
uzaugo Zere imituotos mikrogravitacijos afygomis arba veikiant 0,004;
0,008; 0,02; 0,1; 0,5 ir g gravitacija (klinostatavimas + atitinkamo dydzio
iIScentrine ¢ga generuojamas mEs pagreitis) Saknies viigés kryptimi.
Pakeisto svarummblygos buvo modeliuojamos centrifugos-klinostato glag
(49 psl.).
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Sakn; statocitai.Citomorfologire Sakny 3almeliy analiz atskleid amiloplast

vidulastelinio iSsigéstymo priklausomy® nuo mass pagreiio dydzio. (24
pav.) pateiktose mikrofotografijose statenchimos4 2sluoksny lastekse
matyti, kad statolit vidulgstelinis iSsidstymas imituotos mikrogravitacijos ir
0,004 g salygomis beveik nesiskyr Abiem atvejais plastig susigrupay
centrirgje lasteliy dalyje (24A,B pav.). 0,02) svarumo glygomis stebtas
amiloplast; poslinkis link distaligs sienels (24C pav.), kuris vis Zenkliau

ISreikStas 0, ir 1 g salygomis (24D ir 24E pav.).

Saknies virdiné

24 pav. Skirtingo svarumo gygomis augusj Saknp statenchimos
fragment; mikrofotografijos. (A) — imituota mikrogravitacijgB) — 0,004
g, (C) — 0,029, (D) — 0,1gir (E) — 1g mass pagreitis. Rodykk nurodo
mass pagreiio krypti. Am — amiloplastai. Mastelis —10pum

Kiekybin; amiloplasiy pasiskirstym iSilgai sjamosios pipirdas Sakm
gravisensorinj lgsteliy vaizduojantys dazpi daugiakampiai pateikti 25
paveiksle. Veikiant 3 ir 0,59 dydzio pagraiiui, statolity iSsiccstymas isilgai
lgsteliy nesiskyé. Abiem atvejais didziojiy dalis (apie 6%%) buvo susitelk
Salia distalinj lasteliy sienely, t.y. uZmé juosh, kurios apatinis kraStas
atitinka 15 %, virSutinis — 28% vidutinio Saknies statocito ilgio. RySkus
amiloplast; komplekso poslinkisabteks centro kryptimi stelias veikiant 0,1
g dydzio mass pagreiiui. Siuo atveju dauguma (apie 6% amiloplast)
uzémé juosh, kurios apatias ribos nuotolis nuo distabe statoci sienets
sudaro apie 286, o virsSutires — 40% vidutinio lagsteks ilgio. 0,02g dydzio
svarumas sul#té esmin daugumos statoljt persikklimag ne tik j centrire

lasteliy sritj, bet ir tam tikrosy dalies - proksimalirg.
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25 pav. Statoliyy kiekybinio pasiskirstymo iSilgai Saknies gravisemsiy
lasteliy priklausomylé nuo mass pagreiio dydzio

Esant 0,004 svarumui statolif iSsidcstymas panasusklinostatuojant
augusiy daigy Sakny statocity amiloplastams idingg iSsicdkstymy. Kaip
imituotos mikrogravitacijos, taip ir 0,004 sslygomis dauguma amiloplagt
grupavosi centrigje gravisensorinj lasteliy dalyje. Taigi, statolitai nebuvo
pasklidai iSsibarst ir imituotos mikrogravitacijos ghygomis, ir skirtingo
dydzio gravitacijos poveikyje, o sudakompleks, kuriam visais atvejais
budingas unimodinis pasiskirstymas.

Atlikus duomen regresig analiz, nustatyta, kad priklausomgliarp
gravitacires j¢egos dydzio ir statolif vidulgstelines padties aritmetinio
vidurkio aproksimuojama logaritmine funkcija (26 vpa kur koreliacijos
koeficientasR = 0,99. Esantprastiniam 1g ir 0,5 g svarumui, vidutinis
amiloplast; nuotolis nuo distalise Sakm statocity siene¢s, t.y. morfologinio

lasteliy dugno, statistiSkai nesiskiria.
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y=-4,35Ln(g)+24,63
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Statolity nuotolis nuo DS, %
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26 pav. Statoliy iSsidcsstymo Saknp gravisensoriése

lgstekse priklausomyb nuo mass pagreiio dydzio.

DS - distaline lasteks sienadl, HK - imituotos

mikrogravitacijos slygos
Esant 0,1g dydzio svarumui stelas jau akivaizdus ~ 13 % ir statistiSkai
patikimas (p< 0,01) statolif pasislinkimasdsteliy centro link. 0,004 ir HK
salygomis amiloplastai vidutinisSkai nutlnuo morfologinio dsteliy dugno]
47,6 % vidutinio gsteliy ilgio.

Hipokotiliy statocitai Atlikus citomorfologire hipokotiliy endodermio

analiz isaiSlkéjo, jog statolity iSsickstymas priklaus nuo mass pagreiio

dydzio. Kaip matyti 27 pav. pateiktmikrofotografiy, kuo mazesnis més
pagreitis, tuo statolit iSsibarstymasabtekje didesnis. Skirtingai nuo Sakn
statocity (24 pav.), endodermigdtekse statolitai nesudarsamhirio lasteliy

centrireje srityje, o pasiskirst po vig lastek. 0,004g ir 0,008 g poveikis
statolity persiskirstymui iSilgai endodermigsiteliy beveik nesiskyr nuo

esamo imituotos mikrogravitacijoglggomis iSaugusi hipokotiliy statocituose
(27 AB pav.)
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-Hipokotilio apacia
27 pav. Daigy, augusi skirtingo svarumo gygomis, hipokotily
endodermio (En) fragment mikrofotografijos. (A) — imituota
mikrogravitacija, (B) — 0,008, (C) — 0,02g, (D) — 0,1gir (E) — 19
mass pagreitis. Rodyks nurodo mas pagreiio krypt. Am —
amiloplastai. Mastelis -10 um

Atlikus statoliy kiekybinio pasiskirstymo hipokotiji gravisensoriése
lagstekse analiz (28 pav.) nustatyta, kaddlsalygomis statolitai buvo susitejk
arti bazalires Iasteliy sienets: mazdaug pusjy (43 %) uzmé juosy, kurios
apatinio krasto nuotolis sudampie 10%, o virSutinis — 25% vidutinio

statocit; ilgio.
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28 pav Statoliy kiekybinio pasiskirstymo iSilgai hipokotifi
endodermiodsteliy priklausomyléd nuo mass pagreiio dydzio

Veikiant 0,5 g mass pagraiiui matomas nezymus amiloplagst
poslinkis hsteliy centro link, t&iau daugumayj (apie 70 %) uwdmé panasaus

plocio juosh, kaip ir 1 g salygomis. Kuo pagre€io dydis mazesnis, tuo
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didesnis statolif iSsibarstymas, taau didzioji jy dalis iSliko pradigje

padttyje, t.y. arti morfologinio dsteliy dugno. Akivaizdu, jog visais métais

atvejais statolitai sudar kompleks, kuriam Hidingas unimodinis
pasiskirstymas. Veikiant mazesnio nei ,flydzio maés pagreiiui, situacija
keitési. 0,008¢g ir imituotos mikrogravitacijos (HK) gtygomis amiloplas

ISilginio pasiskirstymo kreis panasios. Abiem mitais atvejais statolitai
tolygiai pasiskirst bazalirtje ir distalireje gravisensorinj lasteliy srityse, t.y.
budingas bimodinis pasiskirstymas: mazdaug 20 amiloplasiy vidutinis

nuotolis nuo bazalis lasteliy sienets buvo lygus 304, kity 20 % plastidziy —

70 % vidutinio Igsteliy ilgio.

Amiloplasty iSsibarstymo hipokotili endodermio gstekse, kai
séjamosios pipirds daigai augo skirtingo svarumalygomis regresiés
analiZzs duomenys pateikti 29 pav. Nustatyta, kad prildauge tarp
veikiarcios jegos dydzio ir statolif vidulgstelines padties aproksimuojama

logaritmine funkcija, kur koreliacijos koeficientRs= 0,98.
6C

10 1 y=-6,66Ln(g)+13,81
R=0,98
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 04 0,6 0.8 1
Masés pagreitis,g

29 pav. Statoliyy iSsidestymo hipokotiliy endodermio
lastekse priklausomy® nuo mass pagreiio dydzio.
BS - bazalire lgsteks sienel, HK — imituotos
mikrogravitacijos glygos

Statolity nuotolis nuo BS, %
w
o
|

1 g slygomis amiloplastai nuo morfologinigdteliy dugno vidutinisSkai nutel

13,4 % vidutinio 4steliy ilgio. Veikiant 0,1g dydzio pagreiiui, nustatytas
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zenklus ir statistiSkai patikimas statglividutinio nuotolio poslinkis dsteliy
centro link nuo buvusio  salygomis (p < 0,01). Kuo mazesnio dydzio
pagreitis veik daigus, tuo didesnis vidutinis statglihuotolis nuo bazalis
endodermio gsteliy sienetés. Amiloplast padetis, bidinga imituotos
mikrogravitacijos glygomis augusj daigy hipokotiliy statocitams, nustatyta

esant 0,008 dydzio svarumui.

Apibendrinant iSdstytus tyrimo duomenis, galima teigti, jog nustatyt
logaritmirg priklausomylé tarp gravitacias jegos, veikiadios daigus Saknies
virsiinés kryptimi, dydzio ir amiloplast vidutinio nuotolio nuo morfologinio
lasteliy dugno Saka statenchimoje ir hipokotili endodermyje.

0,02 g gravitacijos uzteko, kad statistiSkai patikimai sp@&isty
amiloplast; pacttis jos veikimo kryptimi ir Sakw, ir hipokotiliy statocituose.
Pazynétina, kad mazesnio uz 0,@2svarumo glygomis statoliy daznuminio
pasiskirstymo iSilgai gsteliy daugiakampj forma Sakg statocituose iSliko
nepakitusi, bet hipokotili statocituose keisi.

Amiloplasty kiekybinio pasiskirstymo iSilgai asteliy duomenys,
veikiant skirtingo dydzio gravitacijai, leidzia ¢gi, kad Sakg statocituose
statolitai sudaro kompleks nes jiems tdingas unimodinis pasiskirstymas.
Hipokotiliy endodermio gstekse amiloplasi unimodinis pasiskirstymas
mazesnio uz 0,08 svarumo slygomis ketiasij bimodin. Nors amiloplast
pasiskirstymo iSilgai miéty Igsteliy désningumas pasikeitus svarumui ir
keiciasi, bet gra atsitiktinis, todl galima manyti, jog jie taip pat iSlieka

tarpusavyje susjj t.y. sudaro kompleksus.

3.3. Trumpalaikis gravitacinés jegos poveikis amiloplasi judesiams iSilgai
séjamosios pipirnés daigy gravisensorini lasteliy

Amiloplasty judéjimo iSilgai sjamosios pipiras daig statocit tyrimui
taikyti du gravitacinio dirginimo metodai. Pirmuojatveju nairalioje

gravitacireje (1 g) aplinkoje aug daigai buvo dirginami skirtingo dydzio
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(imituota mikrogravitacija ir Ij) gravitacine ¢ga. Antruoju atveju daigai, agg
imituotos mikrogravitacijos glygomis, buvo dirginami kéiant gravitacigs

jégos (1g) veikimo krypi 180° kampu.

3.3.1. Imituotos mikrogravitacijos ir inversijos poveikis statolity kinetikai
iSilgai 1 g daigy gravisensoriniy lasteliy

Gravitacires jggos poveikis amiloplasgt judesiy kinetikai, kai Sie
susitelle Salia morfologinio gravisensorinilgsteliy dugno, buvo tirtas I
daigus greitai (per 5 s) peitksj imituotg mikrogravitacig (HK) arba apvertus
180 kampu (INV). Statolij iSsidestymo iSilgai Sakp statenchimos ir
hipokotiliy endodermio gsteliy vertinti po 1, 2, 4, 6, 12 ir 24 atitinkamo
dirginimo mintiy.

Sakn; statocitai. Kaip matyti i3 pateikf Sakn statocity mikrofotografijy,

amiloplastai iki gravitaciés jegos pokyiy buvo susitell distaliréje Iasteliy

srityje (30A pav.). Sumazinus gravitaémjégos dyd nuo 1g iki imituotos

mikrogravitacijos arba po inversijos, kai daigugkeel g dydzio gga prieSinga
nei jprasta kryptimi, jau po 2 min. stebimas akivaizduatolity poslinkis
lastebs centro link (30B ir 30D pav., atitinkamai). PoSigeminuiy abiem
gravitacinio dirginimo atvejais amiloplastai buvosgelke lasteliy centrireje

srityje (30C ir 30E pav.).

Saknies virdiné Sakniespagrindas

30 pav. Sakn; statenchimos fragmantmikrofotografijos 1g salygomis

(A) po perklimo j imituota mikrogravitacijg 2 min. (B) ir 6 min. (C), arba
po 2 min. (D) ir 6 min. (E) inversijos. Vertikaliosodyklés nurodo
gravitacijos vektoriaus kryptAm — amiloplastai. Mastelis - 10pum
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Atlikus kiekybine amiloplasty pasiskirstymo iSilgai Sakn statocit
analiz, Zenklus dazmi daugiakampj poslinkis nuo distaligce statoci
sieneés link proksimaligs abiem atvejais nustatytas pijep dviejy minuwiy

laikotarpiu (31 pav.).
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31 pav. Amiloplasyy kiekybinis persiskirstymas iSilgai Sakn
gravisensorinj lasteliy perlkelus 1 g daigus;j klinostatu imituog
mikrogravitacip (A) arba po 180° inversijos (B)

Imituotos klinostatu mikrogravitacijosalygomis per pirmja minutke

savo padtj distalires sienels atzvilgiu pake# apie 21% amiloplasiy, per
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antnjag — apie 13% (31A pav.). Inversijos metu amiloplgsiSsictstymas
ISilgai statocity kito panaSiai: per pirgpa minukt persiskirst apie 20 %
amiloplast;, per antgjag — apie 10% (31B pav.). \¢liau plastidzy iSilginiai
judesiai vyko skirtingai. Per sek&as dvi minutes imituotos mikrogravitacijos
salygomis apie 10 % statoljtpractjo grizti link distalinés statociy sienets, o
véliau persiskirstymas buvo nezysi Inversijos atveju amiloplagjudéjimas
proksimalires lasteliy sienets kryptimi vyko pastoviai per sekén keturiy
minwiy laikotarp (31B pav.).

IS pateikty amiloplast kiekybinio pasiskirstymo iSilgai Salgnstatocit
analizs rezultaj matyti, kad vig SeSy minwiy gravitropinio dirginimo
laikotarg iSlieka unimodinis reikdmi masyw pasiskirstymas. Sis faktas
leidzia teigti, kad amiloplastaiéra paskirai iSsiéste citoplazmoje, o sudaro
labilius kompleksus. Kuomet sumaZzinamas gravitacigegos dydis iki
imituotos mikrogravitacijos arba 180° pakama jos veikimo kryptis, Sie
kompleksai kaip vientisi struitiniai dariniai slenka proksimalés statocid
sieneés kryptimi. Toal amiloplasty judéjimo trajektorijos bei kinetikos
jvertinimui atskirais gravitropinio dirginimo atvégabuvo naudojamos visq |
komplekso vidutinio nuotolio nuo distatis statocif sienets reikSngs. 32
pav. pateikti duomenys statistiSkai patvirtina egnstatoliy komplekso
poslink iS pradires padties proksimaline kryptimi per pirgg minuk, po
perkelimo j imituota mikrogravitacij arba po 180° inversijos (@ 0,001). Per
antnja minue komplekso poslinkis taip pat buvo statistiSkai ilpatas:
pirmuoju atveju esant g 0,05, antruoju — E 0,01. \&liau amiloplasy
komplekso poslinkiai Sia kryptimi invertupSakny statocituose isliko esminiai
(p < 0,05). Imituotos mikrogravitacijogslygomis vidutinis komplekso nuotolis

nuo distalirgs lasteliy sienets 2-4 min. laikotarpiu keitsi nereikSmingai.
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Dirginimas, min.

32 pav. Statoliy kinetika iSilgai 1g s¢jamosios
pipirnés Sakm statocity po perklimo j imituoty
MG (1 g-HK) ar po 180° inversijos (@-INV)

Siekiant palyginti amiloplast judéjimo grei, esant skirtingam
gravitaciniam dirginimui, buvo apskaiotos realios nueito atstumo atskirais
laiko tarpsniais reikSas. Kaip matyti iS 2 lentéje pateikyy duomem,
didziausi statolif poslinkiai jvyko per pirmja ir antmja dirginimo abiem
metodais minut

2 lentek. Amiloplasty nuotolis (um) nuo distaliés Sakm statocit; siene¢s 19
daigus perklusj imituota mikrogravitacig arba po inversijos

Atstumas (nuotolis),um
Dirginimas, min. Imituota
Inversija
mikrogravitacija
0 6,0 +0,2 6,0 +0,2
1 7,7+£0,3* 7,1+£04*
2 8,2+0,3" 80+0,6"
4 7,8+0,3 89+04"
6 8,0+0,5 10,7 £ 0,9*

* — skirtumas nuo ankstesnio varianto statistiflaikimas prie £ 0,001, * —
prie p< 0,05
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Per pirmyja minut imituotos mikrogravitacijos ggygomis vidutinis
amiloplasty judéjimo greitis siek 1,7 pum/min., o po inversijos - 1,1 pm/min.
(33 pav.).

£ 2 Dirginant  toliau, abiem
é I,‘\\ --=-1g-HK svarumo slygomis
g, ,//r\‘\\ - - 1lg-INV amiloplasty judéjimo greitis
2 ///,’ \\\}\_,,,*—///‘ emé  mazti. Tatiau po
2 M .~ inversijos magjimas nebuvo
goi” e - toks akivaizdus kaip HK
g 0 1 2 3 4 5 6 glygomis. 2sja dirginimo
é minute amiloplasty judéjimo

o _ . greitis buvo 0,6 pm/min. ir 0,5
Dirginimo laikas, min.

o N _ um/min.  atitinkamai.  Po
33 pav. Statoliyy judéjimo grekio kaita 1g . i o _
Sakny statocituose po pethkmo j imituotg INVersijos 6 dirginimo minut
mikrogravitacij (1 g-HK) ar po inversijos gmiloplastai judjo jau 0,9
(1 g-INV) . .. .

um/min. gretiu, o imituotos

mikrogravitacijos slygomis mirétu laikotarpiu amiloplast judéjimo greitis ir
toliau mazjo (0,1 pm/min.).

Hipokotiliy statocitai. PrieS gravitacinio dirginimo procedhs, daig

hipokotiliy endodermiodstekse statolitai buvo susitellarti bazaligs lasteliy
sieneés, t.y. Salia morfologiniogkteliy dugno (34A pav.). Po peikmo |
klinostat ar po inversijos amiloplagtiSsictstymas iSilgai endodermigdteliy
keitési, tafiau lkeciau, nei Sakn statocituose. Kaip matyti 34 pav., per 6-min.
laikotarg imituotos mikrogravitacijosatygomis tik nedided dalis amiloplasg
pakilo nuo jsteliy bazalires sieneds, o inversijos atveju pakito daugumos
plastidzy lokalizacija. Po 24 mintily didzioji dauguma statoljtabiem atvejais
nutolo nuo morfologinio gsteliy dugno ir iSsidstt dazniausiai gsteliy
centrires srities periferijoje (34C ir 34E pav.). Inversijatveju kai kuriey

pasiek ir distalines endodermigdteliy sieneles (34E pav.).
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hipokotilio pagrindas hipokotilio virSus

34 pav.Hipokotiliy gravisensorinio audinio fragmenmikrofotografijos 1
g salygomis (A) po perklimo j imituotos mikrogravitacijosatygas 6 min.
(B) ir 24 min. (C), po 6 min. (D) ir 24 min. (E) varsijos. Vertikalios
rodyklés nurodo gravitacijos vektoriaus krypEn - endodermiogbteks,
Am - amiloplastai. Mastelis — 12 um

Atlikus statolity kiekybinio pasiskirstymo iSilgai endodermigsteliy
analiz nustatyta, kad 1g salygomis visi amiloplastai iSsigte bazalirgje
lgsteliy srityje siaura juosta, kurios plotis sudaro api@ % vidutinio
endodermiodsteliy ilgio (35 pav). Daig perkélimas;j imituotos MG glygas ir
inversija suklé skirtingg statoliy judéjima hipokotiliy statocity distalires
sienets kryptimi. Kuomet buvo eliminuotas vienkryptis gitacijos poveikis,
daugiakampj, vaizduojadiy amiloplast pasiskirstym, forma ir padtis
ISilgai lasteliy po pirmosios mings liko nepaki (35A pav). Antrosios ir
sekaiy dviejy minwiy laikotarpiu padt; pakeit 11 % ir 6 % amiloplast,
atitinkamai. Po Segimikrogravitacijos poveikio mintiy dar 14% plastidzi
buvo persikle arkiau Iagsteliy centro. PanaSaus masto amilopjast
persiskirstymas isilgai klinostatuojanmipokotiliy endodermiodsteliy vyko ir
véliau.

Jau pirmjag minukt po inversijos apie 336 amiloplasy iS pradires
padtties endodermimbtekse pajudjo distalires sienads kryptimi (35B pav.).
Kaip matyti iS daznj pasiskirstym formos ir padties, per antfja minuk
pakeitusy padkt] statoliy kiekis buvo zymiai mazesnis, betliau vyko

intensyvusy persiklimasj distalire lasteliy sritj.
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35 pav. Statoliy kiekybinis pasiskirstymas iSilgai hipokotilendodermio

lasteliy po perklimo j imituotg mikrogravitacig (A) ir po inversijos (B)
Taigi, imituotos mikrogravitacijos poveikis statgli persiskirstymui
hipokotiliy endodernio gstekse distaligs sienels kryptimi pasireiS& nuo
ketvirtos minugs, gravitacigs jegos poveikis — nuo pirmosios mirat
Perkelt; j imituotg mikrogravitaciy hipokotiliy statocity centrirgéje srityje
amiloplast; dar nebuvo prigus 6 minuéms, o po 24 mintiy — tik apie 12%.
Po 6 inversijos mintiy statocity centrirgje srityje buvo jau apie 326
plastidzi, po 24 min — apie 3%, o apie 31% jy persislinkoj distalire Iasteliy

sritj.
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Amiloplasty kiekybinio pasiskirstymo anakz duomenys parodo, kad
statolitams bdingas unimodinis pasiskirstymas iSilgai hipokgtiéndodermio
lasteliy kaip 1g daiguose, taip ir pajperkelimo j imituota mikrogravitaciy ar
inversijos. Sio tipo statolitpasiskirstymas iliko vis24 minwiy ekspozicijos
mikrogravitacijoje laikotarf) bet pasikeit j bimodin nuo 12-tos inversijos
minutes. Sh pasiskirstym kaity gakjo salygoti kaip atsakomjy j skirtinga
dirginimg statoliy judesy savitumai, taip ir pdy endodermio gsteliy
struktiriné organizacija. Téau akivaizdu, kad ir hipokotili statocituose, kai
pakinta gravitaciés jegos dydis ar veikimo kryptis, amiloplastai keliauja
pavieniui, bet kaip strulgtinis kompleksas. Tadl kiekybiné statoliyy judesi
kinetikos analigz, kaip ir Sakm statocituose, buvo atlikta/ertinus viso y
komplekso vidutip nuotol nuo morfologinio dsteliy dugno ir iSreikst
procentais nuogbteliy ilgio (36 pav.). PrieS dirginimo procadhs vidutinis
statolity nuotolis nuo morfologiniogkteliy dugno buvo 8,3 % vidutinigsteliy
ilgio. Perklus daigusg klinostat, statolity nuotolis per 2 minutes padid tik
apie 1,5 % ir augo panasSiai iki SeStos miaut

100

—e—1g-HK
80 1 —o—1g-INV

60

40

Statolity nuotolis nuo BS,%

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Dirginimas, min.

36 pav. Statolity kinetika iSilgai gjamosios pipiras 1 g
hipokotiliy statocity po perklimo j jmituoty MG (1 g-HK)
ar po inversijos (b-INV)
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Statolity vidutinis nuotolis nuo bazaks endodermioabteliy sienets
po 6 miniy klinostate buvo jau statistiSkai patikimai didesoz buvugiki
dirginimo (p< 0,000001) ir per sekams 6-min. dar iSaugo (¥ 0,0001). Po
24 min@iy buvimo imituotos MG glygomis vidutinis amiloplast nuotolis
nuo bazaligs hipokotily statocity siene¢s buvo lygus 18 % vidutinigsteliy
ilgio. Inversijos atveju (36 pav.) amiloplgsvidutinés padties poslinkis iS
pradires buvo statistiSkai patikimas jau per pajmir antrja minut (p < 0,001
ir p < 0,01, atitinkamai). ¥iau statolity nuotolis nuo bazalgs lasteliy
sieneés didtjo spatiau ir po 6 mindiy pasiek 28 % vidutinio §steliy ilgio, o
per 6-12 min. laikotarp— lasteliy vidur.

Amiloplasty judéjimo grekiy palyginimui buvo apskaiuotos realios
nueito atstumo atskirais gravitropinio dirginimorgsniais reikSrés. Kaip
matyti iS 3-oje lentéje pateikty duomemn, imituotos mikrogravitacijos atveju
statolity poslinkis per pirmgsias dvi minutes nebuvo esminis (Qn) ir
padictjo tik pragjus 6 mingiy laikotarpiui. Tuo tarpu inversijos atveju jau po 1
minutés nustatytas Zenklus statglpasistunjimas hsteks centro link per 6,8
um.

3 lentek. Statolity nuotolis (1m) nuo bazalias endodermiogkteliy sienets po
daigy perkelimo j imituoty klinostatu mikrogravitacyjir po inversijos

o Atstumas (nuotolis),um
Dirginimas,
_ Imituota 3
min. _ o Inversija
mikrogravitacija
0 (kontrok) 79+0,3 7,9+0,3
1 8,5%+0,5 10,6 £ 0,7*
2 8,7+0,7 13,7+0,2
4 9,3+0,5 16,5+0,9
6 11,1 £ 0,6* 25,7+1,3
12 14,7+0,8 446 +1,8
24 17,1+0,9 55,7+1,7

* — skirtumas nuo ankstesnio varianto statisti§kdikimas prie < 0,001,
AN — prie p< 0,01
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Po inversijos statolitjudéjimas distaline kryptimi vyko zymiai spdau
nei klinostatavimo atveju. Jei pirmosiomis mimis imituotos
mikrogravitacijos glygomis amiloplastai jugo vidutiniSkai 0,5 pm/min.
grekiu, inversijos atvejuy greitis siek iki 2,8-3,0 pm/min. (37 pav.).

6 dirginimo minug, statolii

£ 95
S 2l A e
= N --=-1g-HK judéjimo greitis imituotos
1 47 ’ \ __.__l INV - - .. -
& / AN 9- mikrogravitacijos slygomis
5 | s . .
S 341 I: l\\ buvo didZiausias, t.y. apie
o / \'\ I AN . . ..
£ , / - NN 0,9 um/min., inversijos
T 2 v >
3 :I \ \\\ metu mirktu laikotarpiu
AN

S g “a statolitai juctjo 4,6 pm/min.
% Y j/ Tw_
A S TTTe - reiiu.
U) 0* I I I I - g

0 5 10 15 20 25

Dirginimo laikas, min.
37 pav. Statoliyy judéjimo grekio kaita 1g IScestyty duomen visuma
hipokotiliy statocituose peékus j imituoty leidzia teigti, jog 1 g
mikrogravitacip (1g-HK) ir po inversijos salygomis iSaugusiems

(1g-INV)
daigams sumazinus

gravitacires jegos dyd iki imituotos mikrogravitacijos (klinostatavimasdy
pakeitus gravitacijos vektoriaus veikimo kriyd80° (inversija), amiloplastai
priverciami judeti ir Sakny, ir hipokotiliy gravisensoriése hstekse. Abiem
gravitacires j¢égos pokyiy atvejais amiloplastai kyla iS prads padties nuo
morfologinio hsteliy dugno, tdiau jy judéjimo greitis Sakn ir hipokotiliy
statocituose skiriasi iS ess

Perlélus 1 g daigusj imituotos MG glygas, amiloplastai hipokotii
statocituose 2 min. jugb léciau, negu po daiginversijos. Sakn statocituose
per § laikotarg abiem gravitropinio dirginimo atvejais amiloplasjadéjo
panasiu greiu.

Pazyngtina, kad po inversijos péps 1 minutei statolif judéjimas
lasteks centro link hipokotilio statocituose buvo 3 kartspartesnis, nei
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Saknies statocituose. Imituotos mikrogravitacijglggomis atvirk€iai, minétu
laikotarpiu didesnis stataljtjudéjimo greitis nustatytas Sakmei hipokotiliy
statocituose.
3.3.2. Statoliy judéjimo iSilgai HK daigy gravisensoriniyp lasteliy
priklausomybé nuo gravitacijos vektoriaus veikimo krypties

Gravitacires jegos krypties poveikis amiloplasiSilginiams judesiams
hipokotiliy ir Sakn; gravisensoriése hstekse buvo vertinamas pagal |
sedimentacijos Kkinetikas. é¢famosios pipirds daigai, iSaug imituotos
klinostatu mikrogravitacijosagygomis, buvo dirginami 1, 2, 4, 6, 12 ir 24 min.
1 g dydzio gga Saknies vimés ir Saknies pagrindo kryptimi.

Sakn; statocitai.Kaip matyti i$ pateikt Sakn; statocity mikrofotografiy (38

pav.) statolitai imituotos mikrogravitacijosglggomis buvo susigrupav
centrirgje gravisensorinj lasteliy dalyje (38A pav.), ir dirginimo metu jég

iSilgai statocity, priklausomai nuo gravitacijos vektoriaus veikirkiypties ir
dirginimo laiko (38B,C ir 38D,E pav.).

aknies virdiné

38 pav. Sakm statenchimos fragmant mikrofotografijos imituotos
mikrogravitacijos slygomis (A), gravitacijai veikiant Saknies wings
kryptimi 1min. (B) ir 6 min. (C), ir Saknies pagda kryptimi 1 min. (D) ir 6
min. (E). Vertikalios rodylds nurodo gravitacijos veikimo kryjptAm -
amiloplastai. Mastelis — 10 um

Atlikus amiloplasty kiekybine pasiskirstymo iSilgai Sakn statocit

analiz nustatyta, kad imituotos MGlggomis apie 50% statoliiy grupuojasi
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centrirgje lasteliy dalyje, t.y. §j uzimamos juostos ribos atitinka 40 - 60 %

vidutinio lagsteliy ilgio (39 pav.).

A
40
= O0min. = 1min.
30 - 2min. = 4min.
= 6min.

Santykinis daznis, %
= N
o o
| |

0 I I I I I I I I I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Statocity ilgis, %

B
40
= O0min. = 1min.
30 7 2min.  =—4min.
= 6min.

Santykinis daznis, %
N
o
|

=
o
|

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Statocity ilgis, %

39 pav. Statoliyy kiekybinis iSsidstymas iSilgai HK Sakin statocity
gravitacijai veikiant Saknies vit&és (A) ir Saknies pagrindo kryptimi

(B)

Pirmomis dirginimo minwmis panaSus statalit kiekis judtjo
morfologinio hsteliy dugno, arba proksimaks lgsteliy siene¢s kryptimi (apie
17 % ir apie 10%, atitinkamai) (39A ir 39B pav.). Per agjtr abiejj dirginimy
minute savo paétj pakeit dar apie 10% statoliy. Véliau situacija pasikeit

Amiloplasty judéjimas Saknies vilEés link létéjo, tuo tarpu prieSinga kryptimi
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ISliko toks pat intensyvus. Gravitacijai veikiantigus Saknies pagrindo
kryptimi, po 6 mingiy apie 30 % plastidzy pasiekk proksimalin
gravisensorinj lasteliy poliy. Tuo tarpu dirginant prieSinga linkme, s
minétam laiko tarpui tik apie 146 amiloplast persislinkoj distalire lasteliy
srit. Amiloplasty kiekybinio pasiskirstymo iSilgai Saln gravisensorinj
lgsteliy tyrimo rezultatai rodo, kad imituotos mikrograwijas, kaip irjprastos
gravitacijos glygomis statolitai sudaro kompleks kuriam Hidingas
unimodinis pasiskirstymas. Nepriklausomai nuo gesimes jegos veikimo
krypties, iS gravisensorinilasteliy centro jos polj link statolitai juda ne
padrikai, o kaip vientisas kompleksas ir visaisegis iSlieka unimodinis
reikSmy masyw pasiskirstymas.

Amiloplasty judéjimo trajektorijos ir kinetikos centrigje Sakm
gravisensorinj lasteliy srityje jvertinimui buvo apsk&iuotos viso y
komplekso vidutinio nuotolio nuo distalis statocii sienets reikSnés (40
pav.).

100

—e— HK-1g
80 7 —o— HK-INV
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40

20

Statolity nuotolis nuo DS, %

O T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Dirginimas, min.
40 pav. Statoliy kinetika iSilgai HK gjamosios
pipirnés daig; Sakny statocity gravitacijai veikiant
Saknies vir8nés (HK-1 g) ir Saknies pagrindo (HK-
INV) kryptimi. DS — distali lasteks siened

Apskatiavus vidutin statoliyy nuotol nuo morfologinio dsteliy dugno

nustatyta, kad imituotos mikrogravitacijoglygomis jis yra apie 47,6%
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vidutinio lasteliy ilgio (40 pav). StatistiSkai patikimas statolposlinkis (p<
0,05) distaligs ir proksimaligs lgsteliy sienets link jau pirmyja minuk
nustatytas abiem gravitropinio dirginimo atvejatsy. gravitacijai daigus
veikiant Saknies viffés bei Saknies pagrindo (inversija) kryptimis. Ajgr
inversijos minu¢ statolify poslinkis proksimaliés lasteliy siene¢s link (HK-
INV) nebuvo esminis, o gravitacijai veikiant Salaardinés kryptimi (HK-1
g) statoliyy judéjimas liko intensyvus (g 0,05). \&liau, po 4 mingiy statoliy
judéjimas distaliny Iasteliy sieneliy kryptimi (HK-1 g) sustojo, o
proksimaliniy Igsteliy sieneliy kryptimi paspasjo ir iSlaikée savo judjimo
intensyvum iki pat 6 minués. Galiausiai po 6 mirdiy vidutinis amiloplasi
nuotolis nuo morfologinioalsteliy dugno buvo lygus 37 % ir 62 % vidutinio
lasteliy ilgio atitinkamai (40 pav.).

Amiloplasty judéjimo grekiy palyginimui buvo apskaiuotos realios
nueito atstumo atskirais gravitropinio dirginimorgsniais reikSrés. Kaip
matyti iS 4 lentelje pateikty duomen, statistiSkai patikimas statajitnueito
atstumo pokytis morfologiniogsteliy dugno link ir prieSinga kryptimi buvo
nustatytas jau po pirmos miwst

4 lentek. Amiloplasty nuotolis (um) nuo Saknstatocity distalires sieneds
(DS) dirgininant HK daigus gravitacine d jéga Saknies vifiés ir Saknies
pagrindo kryptimis

Dirginimas, Atstumas (nuotolis) pum
min. Dirginimas Saknies Dirginimas Saknies
virsiinés kryptimi pagrindo kryptimi

0 (kontrok) 11,4+0,6 11,4+0,6

1 10,6 £ 0,3" 12,5+0,5"

2 9,6 +0,4" 12,6 £0,3

4 8,5+0,2" 13,4 £0,5"

6 9,0+0,3 14,8 £0,8"

A — skirtumas nuo ankstesnio varianto statistipdikimas p< 0,05
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Minétu laikotarpiu amiloplast judéjimo greitis abiem kryptimis buvo apie 1,0
um/min. (41 pav.). ¥iau statoliyy judéjimas distaligs lasteliy sienets

kryptimi létéjo, o proksimaligs siendls link - greitjo.

N

Sesy  dirginimo  minut

=

£ — & — HK- o . . o .

g =~ HK-1g gravitacijai veikiant 3aknies

=1 - & - HK-INV

4 . S virSiinés  kryptimi  statolig

= 7 vo T~

=4 //,’\\ \\\ __ = judéjimas sustojo, o dirginant
’ \ B e . . ..

e I A PN prieSinga linkme intensyviai

oy 4 -7 S

g 0F | | | TN judéjo apie 1,0 pm/min.

= K 1 2 3 4 S 6 grekiu. Po 6 min. amiloplagt

& poslinkis i§ pradiss padties

1
=

Dirginimo laikas, min. morfologinio hsteliy dugno
41 pav. Statoliyy judéjimo grekio kaita HK link  prilygo 2,4 pm, o
Sakny statocituose gravitacijai veikiantproksimalires sieneis link -
Saknies vir8nés kryptimi (HK-1 g) ir :
Saknies pagrindo kryptimi (HK-INV) 34 um (4 lente).

Hipokotiliy statocitai.

Imituotos mikrogravitacijos gygomis statolitai buvo iSsibakstpo vig
hipokotiliy gravisensorinj Iagsteliy plotg ir daugiausiay susitelle Iasteliy

periferijoje (42A pav.).

hipokotilio pagrindas hipokotilio virSus

42 pav. Hipokotiliy gravisensorinio audinio fragmentai imituotos
mikrogravitacijos slygomis (A), gravitacijai veikiant Saknies vings
kryptimi 1 min. (B), ir 24 min. (C), bei Sakniesgrando kryptimi 1 min.
(D), ir 24 min. (E). Vertikalios rodykk nurodo gravitacijos veikimo
kryptj, En - endodermiabteks, Am — amiloplastai. Mastelis — 12 um

95



Gravitropinio dirginimo metu statoljt packtis priklaug nuo veikiaios
gravitacires jegos krypties (42B ir C, 42D ir E pav.).

Jau per pirmgja dirginimo minut statoliy judéjimas centrigje
endodermiodsteliy dalyje vyko ga#tinai intensyviai abiem kryptimis, t.y. link
morfologinio Bsteliy dugno (bazaliés hipokotilly lasteliy sienes) ir prieSinga
linkme, link distalires lgsteliy siene¢s. Tai patvirtina atliktos amiloplast
kiekybinio pasiskirstymo iSilgai endodermigsteliy analiZs duomenys.
Imituotos MG glygomis augusj daigy hipokotiliy statocituose statolitai buvo
iISsibars¢ per vig lasteliy ilgj. Apie 65% jy uzmé juosy, kurios ribos yra 40
% ir 60 % vidutinio lastely ilgio, atitinkamai (43 pav). Jau po pirmosios
dirginimo minugs nustatytas zenklus amiloplastpasiskirstymo dazni
daugiakampj poslinkis gravitacijos veikimo kryptimi. Veikian8aknies
virsinés kryptimi, apie 42 % statoliy pasislinko link morfologinio
gravisensorinj lasteliy dugno (43A pav), veikiant Saknies pagrindo kryptimn
apie 24% amiloplast; pajuctjo link distalires lasteliy sienetés (43B pav). Per
antrja minut pacdkt; pakeit 30 % ir 32 % amiloplast, atitinkamai. \éliau
statoliy judéjimo intensyvumas abiem kryptimis sikgn. Ypa tai pasireisk
gravitacijai veikiant Saknies viigés kryptimi. Nepaisant to, po 24 mitiy
statolitai abiem dirginimo atvejais pastekazalin ir distalin lgstebs poli.
Gauti duomenys parodo, kad imituotos M@ygomis augusj hipokotiliy
statocituose esantiems amiloplastantslifogas bimodinis reikSmi masyw
pasiskirstymas, kurnulemia centrisie endodermio gsteliy dalyje esanti
centrire vakuok. Amiloplastams judant bazadis ir distalires lgsteliy sienetés
Kryptimi, jau po pirmosios minés pasikeié amiloplast dazniy pasiskirstymo
daugiakampj forma ir padtis. Nepaisant to visais atvejais amiloplastaijad
ne pavieniui, o kaip struitinis kompleksas. Jei slinkimas vyko bazédin
lasteliy sieneés kryptimi, bimodinis pasiskirstymas k&t | unimodin,
budingg statoliyy pasiskirstymui Ig daigy hipokotiliy endodermiogstekse (35
pav.).
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43 pav. Statoliyy kiekybinis pasiskirstymas HK dajghipokotiliy
statocituose gravitacijai veikiant Saknies wné& kryptimi (A) ir
Saknies pagrindo kryptimi (B)

Kiekybiniam amiloplasf judéjimo kinetikos jvertinimui buvo
apskadiuotos viso y komplekso vidutinio nuotolio nuo bazalm statocig
sienebs reikSnés. 44 pav. pateikti duomenys statistiSkai patwvirti@smin
statolity komplekso poslinkis pradires padties bazalias ir distalires Iasteliy
sienets link, per pirmja minuk, gravitacijai veikiant Saknies virgés ir
Saknies pagrindo kryptimis (g 0,0001). Mliau amiloplast komplekso

poslinkiai abiem kryptimis nebuvo esminiai—12 minwiy laikotarpiu,
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gravitacijai veikiant Saknies viigés kryptimi, amiloplast sedimentacija vyko
léc¢iau, nei inversijos atveju. Po 24 mifiy vidutinis statolity nuotolis nuo
bazaliny sienely buvo lygus 13 % vidutinio analizuptlasteliy ilgio, t.y.
amiloplastai iSsiélste netoli morfologinio 4steliy dugno, bet nesugio j packt;,
budingg 1 g sslygomis augusj hipokotiliy statocitams.

100

80 ] 10}
60 —— HK-1g
: —o— HK-INV

40

20

Statolity nuotolis nuo BS, %

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Dirginimas, min.

44 pav. Statoliy kinetika iSilgai HK gjamosios pipiras daig
hipokotiliy statocity gravitacijai veikiant Saknies Vilgés
kryptimi (HK-1 g) ir Saknies pagrindo kryptimi (HK-INV). BS-
bazalires hipokotiliy gravisensorinj lasteliy sienets

Prajus tokiam pat dirginimo laikui Saknies pagrindyimi, statoliy
nuotolis nuo morfologiniogsteliy dugno buvo lygus 83 % vidutinio analizyot
lasteliy ilgio.

Amiloplasty judéjimo grekiy palyginimui apska&iuotos realios nueito
atstumo skirtingais dirginimo laiko tarpsniais &iés (5 lentet). Kaip matyti,
abiem gravitropinio dirginimo atvejais, Zenklus &plasty nueito atstumo
pokytis morfologinio 4steks dugno ir distalieés lasteks sienels kryptimi

nustatytas jau po pirmosios miasit((119,5 um ir 11,1 pum atitinkamai).
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5 lentek. Amiloplast; nuotolis (Lm) nuo bazalks hipokotily endodermio
lgsteliy sieneés gravitacijai veikiant HK daigus Saknies vings ir Saknies

pagrindo kryptimis

Atstumas (nuotolis), pm
Dirginimas,
_ Dirginimas Saknies Dirginimas Saknies
i virSiinés kryptimi pagrindo kryptimi
0 (kontrok) 46,7+1,8 46,7+1,8
1 27,2 £1,5% 57, 7+1,7*
2 255+2,1 59,9+1,8
4 21,9+0,8 62,3+ 1,4
6 20,0+0,8 66,7 + 1,4
12 196 +1 77,2 +1,2n
24 12,4+0,6 78,7+1,2
*— skirtumas nuo ankstesnio varianto statistiSkailgimas prie x
0,0001, - E 0,001

Apskatiavus statolig vidutinj judéjimo greif nustatyta, kad pirm

minute statolify judéjimas bazalini lgsteliy sieneliy kryptimi vyko apytikriai

19,6 um/min. greéiu, oj prieSing pus - 10,9um/min. (45 pav).

< 2E
E
E 20y -+ -HK-1g
R ” - - - HK-INV
@ 154!
o I
g . !
By
oy 10 n
o n
=, I \\\I
i
2 5 ‘i
o I
g N
5 0* \* \7".'__\”___\_<:L
0 5 10 15 20

Dirginimo laikas, min.

45 pav. Statolify judéjimo grekio kaita HK
daigy hipokotiliy statocituose gravitacijai

25

Véliau amiloplast
judéjimas suétéjo abiem
kryptimis iki 1,7 pm/min.
(HK-INV) ir 2,3 pm/min.(
HK-1 g) atitinkamai. 612
minwiy laikotarpiu, kai
morfologinio hsteliy
dugno kryptimi statolitai ir
toliau juckjo mazjarciu
grekiu, distaliny sienely

link statolity judéjimo

veikiant Saknies viinés (HK-1 g) ir Saknies greitis iSliko nepakis.
pagrindo (HK-INV) kryptimis
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ISdéstyti duomenys rodo, jog abiejuosgasnosios pipiras HK daig;
asSiniuose organuose statglijudéjimas iS gravisensorini lasteliy centro j
poliy link priklaug nuo veikiagios gravitacids 1 g jégos Kkrypties.
Didziausias amiloplagtposlinkis abiem kryptimigvyko per pirmaja dirginimo
minute tiek Sakm, tiek hipokotily statocituose, ta@au jy judéjimo greitis
skyrési. Minétu laikotarpiu amiloplastai, hipokotiji statocituose, juatlami
apie 19,6 um/min. greéiu, pasislinko morfologinio dugno link per 20 %
vidutinio lasteliy ilgio, o prieSinga kryptimi - per 12 % vidutinigsteliy ilgio
(judéjimo greitis apie 10,9um/min.). Sakn statocituose jie jugo abiem
kryptimis vidutiniSkai 1,0um/min. gretiu (poslinkis per 3,2 % ir 4,5 %
vidutinio lagsteliy ilgio, atitinkamai).

Ivertinus statolif judéjimo pohid; iSilgai £jamosios pipiras asing
organy gravisensorinj lagsteliy, kintant gravitacias jggos parametrams, toliau
buvo esiami tyrimai analizuojant gravitacijos indukgatatoliyy sedimentacy
Saknies ir hipokotilio statocituose, gravitaciniogthimo lateraline kryptimi

metu.

3.4. Statolity sedimentacijos 1g daigy aSiniy organy statocituose kinetika
gravitacinio dirginimo lateraline kryptimi metu

Amiloplasy judéjimas Sakn ir hipokotiliy gravisensoriése hstekse
analizuotas Ig stjamosios pipiras daigus paveérant 90 kampu. Pasibaigus
dirginimo laikui po 1, 2, 4, 6 mirtiy daigai fiksuoti iSlaikant gt p&ia
orientacip.

Sakn; statocitai. Vertikaliai augatiy Sakn statocituose amiloplastai buvo

susitelle Salia morfologinio 4dstely dugno (46A pav.). Pateiktose
mikrofotografijose (46B,C pav.) matyti, kad deaigavertimas 90 kampu
gravitacijos vektoriaus atzvilgigtakojo Siy organeh; padties pasikeitim

Sakny statocituose.
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8/ - J|
s -

Saknies virdainé

46 pav. 1 g daigy Sakmny pries dirginim (A), pavertus 90° kampu po 2
min. (B), ir po 6 min. (C) gravisensorinio audinifragment
mikrofotografijos. Vertikali rodyld nurodo gravitacijos vektoriaus krypt
Am — amiloplastai. Mastelis — 10 pum

Statistinei statolif judéjimo analizei kiekvienagstek laikyta dviejy
koordin&iy sistema (abscis— deSig arba apatié iSilginé siene¢; ordinat —
Saknies statocito morfologinis dugnas. Jau per gdi@as dirginimo minutes
nustatytas akivaizdus statalippadties pasikeitimas abigjlasteks sienely
atzvilgiu (47 pav.).

55 Statolity padttis lasteks
0 min

deSires iSilgines sienels

al
o
1

atzvilgiu (), sumagjo
nuo 49,7 % iki 43,1 % (p
2 min < 0,01) nuo vidutinio

lasteks platio, o statolit

N
o
1

Statolity y-padétis, %
N
o

35
0 pacttis iSilgai  bsteks
distalirés sienals
25 ' ' ' ' ' atzvilgiu (x) kito nuo 27,7
25 30 35 40 45 50 55 -
_ _ % iki 32,3 % (p< 0,05),
Statolity x-padétis, %

atitinkamai. Sekahg

47 pav. Statoliyy vidulasteline padktis Sakm, . . . .
statocituose per 6-ias gravitacinio dirginimé]IIIrgInImo minug,
lateraline kryptimi minutes statolitai toliau judjo

tokia p&ia trajektorija. Po 2 mintiy atstumas nuo de&is iSilginés sienels
sumazjo iki 40,5 % {/), o nuo morfologiniogsteks dugno padigo iki 42,9 %
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(x). Véliau statoliyy judéjimas iS esmdas pakito. 26 minwiy laikotarpiu
stebimas Zzymus 38,8 % {p0,05) &), griztamasis statolit poslinkis distaligs
sieneés kryptimi ir tuo p&iu sedimentacija zemyn - 36,4 %<®©,05) (y).
Amiloplasty judéjimo grekiy palyginimui apskaiuotos realios nueito
kelio skirtingais laiko tarpsniais reik®s (6 lentet). Kaip matyti iS 6 lentéje
pateikyy duomen, pirmgja minue Zenklus ir abiem atvejais panasus stajolit
nueito atstumo pokytiscll um) nustatytas tiek de&is iSilgirés siendds, tiek

morfologinio Bsteks dugno atzvilgiu.

6 lentek. Amiloplastyy nuotolis #m) nuo jsteliy morfologinio dugno ir
desires iSilginés sienels gravitacinio dirginimo lateraline kryptimi metu

Dirginimas, Atstumas (nuotolis),pum
min. Nuo lasteles Nuo desires iSilgines
morfologinio sieneks
dugno
0 6,6+ 0,4 7,9+0,8
1 7,7+0,6* 6,9+ 1,0°
2 9,4+ 1,6 6,2+ 1,1
4 8,8+ 0,9 6,1+ 1,3
© 8,8+ 0,8* 5,6+ 0,9%

*— skirtumas nuo ankstesnio varianto statistiSkailgimas prie
0,05, -p< 0,01

Antrg dirginimo minut didesnis statolif poslinkis buvo nustatytas
ISilgine nei lateralinealsteks kryptimi (1,7pm ir 0,7 um atitinkamai). Mirty
pirmyjy dviejy minwiy laikotarpiu, deSiés iSilgines sieneis link, statolitai
judéjo apie um/min. ir 0,7 um/min. gre€iu, o nuo morfologinio dsteks
dugno tolo apie @m/min. ir 1,7um/min gretiu atitinkamai (48 pav). ¥iau

statolity judéjimo intensyvumas abiem kryptimis nigd.
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Dirginimo laikas, min.

48 pav. Statoliyy judéjimo iSilgai (x) ir skersai
(y) Sakny gravisensorinj Igsteliy grecio kaita

gravitacinio dirginimo
metu

lateraline  kryptimi

Hipokotiliy statocitai. 1 g

saglygomis augusj
hipokotiliy statocituose
amiloplastai, kaip ir Sakn
statocituose, buvo
iSsibarsg Salia
gravisensorinj lasteliy

morfologinio dugno (49A
pav.). Gravitacinio
dirginimo lateraline
Kryptimi metu, jau po 1

minuks steltas statolif

poslinkis iSilgine dsteks kryptimi. Po 6 mintiy dauguma amiloplast

ISsibarst iSilgai deSiis iSilgines lasteliy sieneés (49B, C pav ).

hipokotilio paarindas

49 pav.1 g daigy hipokotiliy pries dirginima (A), pavertus 90° kampu
po 1 min. (B), ir po 6 min. (C) gravisensorinio &id fragmeni

mikrofotografijos. Vertikali rodylkd nurodo gravitacijos vektoriaus
krypti. Mastelis — 20 um

Statoliiy judéjimo trajektorijos hipokotily endodermio gstekse, kai

séjamosios pipirds daigai buvo paversti 90kampu, statistics analizs

duomenys pateikti 50 pav. Jau per pirndirginimo minut¢ nustatytas
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statistiSkai reikSmingas ir labai iSreikStas siaigdoslinkis zemyn, link deSés
iSilginés siendls (y), iS pradirs 48,5 % 37,2 % paétj (p<0,01) (50 pav.).

60

0 min

al
o
!

— 4 min

=3

6 min

Statolity y-padétis, %
) n
o o

20

10 15 20 25 30 35
Statolity x-padétis, %

50 pav. Statolity vidulgsteline padktis

hipokotiliy gravisensoriése hstekse per 6-ias

Tuo p&iu metu
amiloplastai  pasigtnéjo
nuo morfologinio 4steks
dugno ir isilgine kryptimi
(x), 18 152 %j 20,4 %
pactt] (p < 0,05). Sekatia

dirginimo minut zymaus

statoliy poslinkio
nepasteéta. Veéliau
amiloplast judéjimas

atsinaujino, ir po 4 mintiy

judédami iSilgine kryptimi

gravitacinio dirginimo lateraline kryptimi pasiek 26,7 % k) — padt;

minutes

(p < 0,05). Tuo metu

amiloplast; judéjimas skersaialsteks (y) buvo labai nezymus. Po 6 mihy

periodo amiloplastai pasislinko gravitacijos veldas kryptimi §) iki 31,1 %,

o iSilgine kryptimi &) pasiek 28,9 %packt].

Statolity judéjimo, skersai ir iSilgai dsteks,

gretiy palyginimui buvo

apskatiuotos realios nueito atstumo atskirais laiko tarpis reikSnés (7

lentek). Akivaizdus statolij nueito atstumo pokytis (~3 pm) abiem kryptimis

nustatytas jau po pirmos dirginimo miasit Sekadia minuk, esminio pokyio

nenustatytaTik po 4 min&iy matomas zenklus poslinkis (~3,1 um) isilgine

lasteks kryptimi.
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7 lentek. Statoliy nuotolis (um) nuo hsteliy morfologinio dugno ir iSilgias
sieneés gravitacinio dirginimo lateraline kryptimi metu

Dirginimas, Atstumas (nuotolis),um
min. Nuo morfologinio Nuo desires
lastelés dugno iSilginés sienets

0 8,8+ 3,6 11,7+£1,2
1 11,8+ 4,1* 9,0£ 2,7
2 12,3+ 3,3 8,9+ 1,6
4 15,4 4* 8,5+ 2

6 16,7+ 2,7 75+2,2

*— skirtumas nuo ankstesnio varianto statistiSkdikgmas prie p< 0,05, * - p

<0,01

Nustatyta, kad pirgir antr dirginimo minug, desirgs iSilginés sienels link,

t.y. gravitacijos veikimo kryptimi, amiloplastai ggo 2,7 um/min. ir 0,1

um/min. greéiu, tuo pat metu jusdami iSilgai jsteliy atitinkamai 3,qum/min.

ir 0,4 um/min. greéiu (51 pav).

Sekartiy dviejy minwiy

. 4
=
g - X laikotarpiu amiloplast
— .\ —_— —_ . -
;3 FEN oy sedimentacija buvo gana
= A\
= Vi .
2 \ léta (0,2um/min.), tuo tarpu
W
g P R N iSilgine kryptimi  statolitai
S 14/ W\ s S . ) o
3 /’ \\\‘// //\1 slinko gana intensyviai, t.y.
% 04 ‘ L L ‘ 1,6 um/min. greéiu. 4-6
& , b1 2 3 4 5 6 minue amiloplast
N . . judéjimo  greitis  abiem
Dirginimo laikas, min.
Kryptimis buvo labai
51 pav. Statoliyy judéjimo iSilgai (x) ir skersai "
b b Juce] gai (x) panasus, t.y. 0;0,6

(y) hipokotiliy gravisensorinj Igsteliy greicio

kaita gravitacinio dirginimo metu um/min., atitinkamai.
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Gauty duomem visuma parodo, kad Saknir hipokotiliy gravisensoriése
lastekse, gravitacinio dirginimo lateraline kryptimi metuyko amiloplasi
sedimentacija ir tuo @au slinkimas 4steliy centro link, tdiau judjimo
trajektorijos skyési. Saknies gravisensoése hstekse amiloplast judéjimo
intensyvumas, abiem pirmosiomis miémis, buvo gana aukStas abiem
kryptimis, o yp& lasteliy centro link (apie 1 pm/min. ir 1,7 pm/min.
atitinkamai). Tuo tarpu hipokotiji statocituose, pirgja dirginimo minug
nustatytas dar spartesnis statpjudéjimas abiem kryptimis (apie 3 pm/min.),
tatiau anty minut statoliyy judéjimas gravitacijos vektoriaus veikimo kryptimi
ir iSilgine kryptimi sustojo. Pazyétina, kad 4 dirginimo mingt Sakny
statocituose amiloplastams sustojus, hipokpsiiatocituose jieemé spatiai

judeéti ypac isilgine hsteks kryptimi.
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4. APIBENDRINIMAS

Gravitacire jéga, pastovaus dydzio ir visur esantis fizinis eloils
veiksnys Zeras augal evoliucijos istorijoje, neabejotinai svarbi ir 8laikiniy
augal; augimui bei vystymuisi. Augalai orientuoja savogam; auginy
integruodami gravitaciés jegos atzvilgiu visus kitus kryptingus aplinkos
veiksniy, tokiy kaip Sviesa, vanduo, minerasxmedziagos ir t.t., signaluséD
nuolatinio ir vienkrygio Zemgs gravitacigs jegos poveikio augaluose
susiformavo mechanizmai, kyrpagalba atskiri augalo organai sugeba pajusti
Ir reaguotij gravitacinius signalus, t.y. informagippie nuokryp vertikaks
(gravitacires jegos veikimo krypties) atzvilgiu ir/ar gravitaés j¢gos dydzio
(1 < g <) pokyius. Nors zinios apie tuos gravitrops reakcijos procesus,
kurie susig su hormon veikla, spatiai gausgja (apzv.. Lewis et al., 2007;
Overvoorde et al., 2011), ankstyy, ir esmini; gravitacijos jutimo fazj
lasteliniai ir molekuliniai mechanizmai dar lieka m&as. Pasitelkus
genetinius metodus ir naujausias mikroskopijos rnietdyijas tikrinami ir
plétojami pagrindiniai statolities percepcijos hipotéz (Nemec (1900) ir
Haberlandt (1900)), teiginiai apie amiloplast kity gravisensoriés lasteks
komponend, visy pirma — citoskeleto, vaidmegravitacini; signaly jutimo ir
vidulastelines vektorires informacijos formavime.

Eksperimentiniai duomenys liudija, kad amilopigstjudesiai
gravisensoriése hstekse pakitus gravitacijos parametrams yra pirminisnjo
aktas, suteikiantis galimgbtolimesniems gravitacés potencids energijos
virsmamsj kinetine (van Loon, 2008), odhau j kryptingg biochemin signah
nepriklausomai nuo to, kokio zenklo gravitropinjudesius realizuoja tiriamas
augalo organas (Merkys et al., 1981, 1983; Saital.et2005; Vitha et al.,
2007; Leitz et al., 2009; Kiss et al., 2008)eabejojama citoskeleto aktino-
miozino sistemos dalyvavimu amilopladbkalizacijos palaikyme ir jugime
Sakny statocituose (Volkmann, BaluSka, 2000; Lauridem et al., 2001,
Driss-Ecole et al., 2003; Perbal et al., 2004; &edret al., 2005; Perbal, 2009).

Tuo tarpu duomenys apie amiloplasir citoskeleto element syveika
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neigiamai gravitropiSk organy (hipokotiliy, stiehy, ziedstiehy) statocit
veikloje yra kontraversiski (Volkmann et al., 1993pu et al., 2003; Palmieri
et al., 2007; Kumar et al., 2008; Kiss, 2009). T,ditausimas apie gravitacijos
jutimo teigiamai ir neigiamai gravitropiSkuose daigganuose universalum
vis dar diskutuojamas. Atlikto tyrimo metu pigrkarty buvo palyginti to paties
daigo Saknies ir hipokotilio gravitacijos jutimo veamai skirtingomis
gravitacinio dirginimo glygomis. Netiesioginiu eksperimentiniu metodu, t.y.
kiekybiSkai analizuojant amiloplagtstatikos ir kinetikos priklausomgbnuo
gravitacires jegos veikimo krypties ir dydzio, buvgvertinta citoskeleto
reikSme poliarizuotos Sakip ir hipokotiliy statocity struktiros palaikymui ir
vidulasteliniams amiloplagt judesiams daig gravitacinio dirginimo metu.
Eksperimentai atlikti suégamosios pipirgs (Lepidium sativumL.) daigais
kosminiame biopalydove ,Bion-10“ (borto centrifuggNeris-5%) ir
laboratorikmis slygomis, tamsoje, keélant gravitacigs jegos dyd nuo
mikrogravitacijos (reali kosmose arba imituota hontaliu klinostatu) iki 1g
(imituota centrifugavimu arba ragli Zemés gravitacija) ir/ar keiant jos
veikimo kryp§ 90° arba 180° kampu daigo iSilgmasies atzvilgiu.
Gravisensorinj audinyj augimas ir iSsivystymas uztikrina augal
gekejima justi ir priimti gravitacinius signalus. Sakralmeli; statenchima ir
hipokotiliy endodermis — tai kompaktiski audiniai, betgradmenys,aisteliy
augimo kryptis ir strukiriné organizacija skiriasi iS esis. Todl buvo galima
tikétis jy lasteliy skirtingy augimo reakcij daiguose, kurie augo be nilios
gravitacijos ir jai veikianiprastine kryptimi, t.y. iSilgai daigo Saknies vings
kryptimi. Stjamosios pipiras daigai kosminiame eksperimente buvo 28 val.
amziaus (12 pav.). Tai tokgjamosios pipirds daigo vystymosi laikotarpis,
kuomet Saknyse jau vyksta intensyvus atsk@udiny, tuo pd&iu ir
gravisensorinio audiniogsteliy tistamasis augimas ir diferencijacija (Merkys
et al.,, 1983), o hipokotiliuose — dar tik prasidgdlkmann et al., 1993).
Imitaciniuose bandymuose daigai buvo 32 val. angZi&uomet ne tik Sakn
statocity, bet ir hipokotily endodermio audiniog$teks, sprendziant pagal |

ilgio kitimga iSilginése eikse (22 pav.), augo intensyviai.
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Nepriklausomai nuo augimo laiko ir gravitagsnaplinkos, vig varianty
daigy Saknyse susiformavo Salmeliai sug8téliy sluoksni statenchima (13 ir
18 pav.), kurios Segi apatiny sluoksniy Iastebse — funkcionuojahiuose
statocituose rastas panasus magbdmiloplast skatius (15 pav.). Esminio
skirtumo tarp statoait matmem Siuose statenchimos sluoksniuose nebuvimas
rodo, kad realios (14 pav.) ir imituotos mikrogtaeijos poveikis (19 ir 20
pav.) Saknies gravisensotinlasteliy linijiniam ir radialiniam augimui buvo
minimalus. Taigi, galima teigti, kad gravitaémijégos buvimas éra hitina
salyga Saknies gravisensorinio audinio formavimuigkauti duomenys
neprieStarauja bendrai nuostatai, kad gravitacje&sSme augal; Sakny
statenchimos augimui ir vystymuiséna esmig (Merkys et al., 1981; Perbal,
Driss-Ecole, 1989; Laurinatius et al., 1996; Sievers, 2000; Kiss, 2000;
Laurinaviius, Svegzdie# 2000; Driss-Ecole, 2000; Driss-Ecole et al., 2003

Daigy hipokotiliuose gravisensorinis — endodermio ausdjnyiedu
supantis centrin velery, taip pat formavosi ir diferencijavosij
funkcionuojartius statocitus ir mikrogravitacijos, ir @ sglygomis (16 ir 21
pav.), bet skirtingai. Zenkliai smulkegniendodermio dsteliy buvimas
apikalinese, o didesmi — bazaligse hipokotiliy atkarpose leidzia manyti, kad
veikiant imituotai ar nairaliai gravitacijai (1g) tam tikras §j, kaip ir kity
audiny lasteliy, skatius buvo dalijimosi, jsimo ir diferencijacijos fase (1
lentek). Realios mikrogravitacijosa/gomis hipokotiliy endodermio gsteliy
augimas buvo zenkliaiétesnis, vyravo jstamasis ir radialinis augimas.
Neatmestina prielaida, kad panasSaus ilgio hipakosle endodermiacgsteliy
skirtingo augimo priezastimi ggb bati techniniai automatis borto
centrifugos sistemn darbo nesklandumai, sunkiai sukontroliuojami
kosminiuose bandymuose. Kita vertus, panasi hipiokatndodermiodsteliy
augimo priklausomyb nuo gravitacijos buvo stebima ir 32 val. amziaus
daiguose (22 pav.). Palyginus su imituota mikrogaayja, naiiralios
gravitacijos glygomis endodermiaogbteks, esatios dalijimosi fazje, zenkliai

ank<iau pegjo j tisimo faz, o pats jstamasis augimas vyko daug intensyviau.
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PanasSus teigiamas gravitacijos poveikis buvo iriatalam endodermio
lgsteliy augimui (23 pav.).

Panasis imituotos (Merkys et al., 1983) ir realios mikragtacijos
salygy (Merkys et al.,1989) efektai buvo nustatyti irdalSakn epidermio
lasteliy augimui. Pastajy mety kosminiai ir modeliniai baltaziedzio vairenio
tyrimai taip pat pateik visa eile fakty apie pakitusios gravitacijos poveik
augal; metaboliniams procesams, vidjnsignal; sklaidai, gen ekspresija
reguliuojamai strukirinei lasteliniy organizacijai bei strestms reakcijoms
(Moseyko et al., 2002; Kimbrough et al., 2004; Navanou et al., 2006;
Barjaktarovic et al., 2009). Hipokoiili endodermio citomorfometrijos
rezultatai, kaip ir miati faktai, liudija, kad gravitacijos pokjai gali
modifikuoti augalinio organizmo funkcijas atskir@os strukfiriniuose
lygmenyse. Ne iSimtis ir gravisensasirfunkcija. Zinoma, kad eBio ir
séjamosios pipirds daig;, augadiy mikrogravitacijos slygomis, Saknys
Zenkliai jautresés ir reaguoja gréiau uz Saknis daig augadiy veikiant
naftiraliai gravitacijai (Driss-Ecole et al., 2000; Laavicius et al., 2001).
Viena Sio reiSkinio priezgsy gakty buati amiloplasty vidulastelinio
iISsidéstymo ir mobilumo pok§iai, kai gravisensorimi lgsteliy struktira
formuojasi be gravitacijos.

Veikiant imituotai ar natraliai gravitacijai, gravitacijos jutikliai —
amiloplastai gamosios pipiras daigy Sakny ir hipokotiliy gravisensoriése
lagstekse buvo susigrupagvarti morfologinio jsteliy ,,dugno” (13A,B, 16A,B,
18A ir 21A pav.), todl buvo akivaizdi §steliy strukiiros iSilgire poliarizacija.
Siuo atveju amiloplast lokalizacijai ir neigiamai, ir teigiamai gravitraiky
organy statocituose didziausipoveil§ turéjo 1 g dydzio gravitacia jéga,
atsverianti vidusteliniy jégy (pladrumo, trinties, citoskeleto elem@nt
generuojamos elastia jegos ir t.t.) visum (Todd, 1994; Bjorkman, 1988;
Yoder et al.,, 2001). Realios ar imituotos mikrogiasijos slygomis
amiloplastai Sakip statocituose buvo susigrugawentrirgje lasteliy srityje
(13C ir 18B pav.), o hipokotili endodermiogstekse pasklid po citoplazm
(16C ir 21B pav.). Ta@au jy vidutinis nuotolis nuo morfologinigsteliy dugno
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santykiniais vienetais buvo apie #8lasteliy ilgio (14, 17, 19B ir 22B pav.) ir
Sakny, ir hipokotiliy funkcionuojadiuose statocituose. Taigi, galima manyti,
kad, augant &amosios pipiras daigams be gravitacijos, amiloplast
ISsidéstymg, nors ir skirting, lémé aukEiau miréty vidulasteliniy jégy veikla.
Statolity pasiskirstymo iSilgai statogit kuomet daigai augo skirtingo dydzio
gravitacijos slygomis, tyrimy rezultatai patvirtino §i prielaidag. Formos
panasumas tarp pasiskirstymo linijjndiagrany (25 ir 28 pav.) parodo, kad
amiloplasty padttis abiejy orgam statocituose keisi ne kaip pavieni
struktiriniy elemeng, o kaip paslankiai organizuptstrukiiry. Kaip buvo
minéta, pastaraisiais metais intensyviai nagdama aktino filameng ir
motorinio baltymo — miozino strultiné baklé ir galimi kontaktai su
amiloplastais ke&iant gravitacigs jegos veikimo krypt (Palmieri et al., 2007,
Kiss et al.,, 2009; Morita, 2010). diau rera zinoma, ar hipogravitacijos
salygomis y reikSne amiloplasty lokalizacijai Sakg ir hipokotiliy statocituose
tokia pati. Misy duomenys, nors ir netiesiogiai, demonstruoja keteto
elemeny tinklo poveik statoliy iSsidestymui iSilgai Sakn statocit ir
hipokotiliy endodermiogsteliy.

Statolity statikos priklausomyds nuo daigugprastine kryptimi pastoviai
veikiarcios 0,004; 0,008; 0,02; 0,01; 0,5 argldydzio gravitacids jegos
tyrimas leidojvertinti vidulgsteliniy jégy dydzio ribines reikSmes. Nustatyta,
kad Si priklausomyb ir Sakny, ir hipokotiliy statocituose patenkinamai
aprasoma logaritmine funkcija (26 ir 29 pav.). Aopilasty lokalizacija Sakn
statocituose veikiant 0,004 (24A,B ir 25 pav.), o hipokotili endodermio
lastekse ir esant du kartus didesniam svarumui buvo paka$ ir imituotos
mikrogravitacijos slygomis (27A,B ir 28 pav.). Esmén amiloplast
sedimentacija Saknir hipokotiliy gravisensoriése hstekse jvyko daigams
augant 0,0 salygomis (24C, 25 pav. ir 27C, 28 pav., atitinkamdigigi,
statolitus iS nesvarumuiadingos lisenos Sakinstatocituose privéra nugsti
gravitaciré jéga, didesa uz 0,004q ir hipokotiliy statocituose — didesruz
0,008g.
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Kaip miréta, 1g dydzio gravitacia jéga laiko prispaudusi statolitus prie
morfologinio statocii dugno abiejuoseémmosios pipiras daigy asiniuose
organuose (24E ir 27E pav.). Kokio dydzio gravitagéga jau nebeuztikrina
tokio amiloplasy iSsickstymo, t.y. nebekompensuoja prieSingos krypties
vidulasteliniy jégy? Muasy duomenimis, statistiSkai patikimas plastigZi
pakilimas nuo morfologiniogkteliy dugno Sakaq statocituosgvyko veikiant
deSimt kanp mazesnei uz 1g jégai (24D, 25 ir 26 pav.). AnalogiSkas
amiloplast; pakilimas hipokotily endodermiogsteksejvyko veikiant per pus
mazesnei uz 1, ty. 0,59 dydzio ggai (28 ir 29 pav.). Auk$au iScstyti
faktai leidzia manyti, kad prieSingo gravitropiSkoinorgam statocituose
vidulasteliniy jégy, susijusy su amiloplast iSsickstymu, dydis yra skirtingas.
Sakn; statocituose statolitus aukstyn temgiga, kurios dydis yra tarp Odlir
1 g, hipokotiliy endodermiodstekse ji penkis kartus stipres.y. tarp 0,53 ir
1 g. Literafiros duomen apie vidujsteliniy jégy poveik amiloplast statikai
antzeminy orgamn statocituose neradome,ci@u zinomi keli Sios krypties
tyrimai, atlikti su Saknimis: ¢Sio Sakm statocituose amiloplastai nuo
»morfologinio dugno“ pakyla esant 0,1ldydzio svarumui (Driss-Ecole et al.,
2000), sjamosios pipiras Sakm statocituose — esant 6(B4 g (Laurinavtius
et al., 2001).

Neabejotina, kad aptariamstatoliyy vidulastelin pasiskirstym ir jo
pokycius iSilgai hsteliy s3lygojo ne tik strukiiriSkai su jais siejamcitoskeleto
elemeng veikla, bet ir gravisensoripi lasteliy struki@irinés organizacijos
specifika. Kaip miata anksiau, didzajg hipokotiliy ar ziedstiehj endodermio
lasteliy daf uzima centrigs vakuoés (Volkmann et al., 1993; Kiss, 2000; Kato
et al., 2002; Morita, Tasaka, 2004}ja vyksta aktyvus citoplazmos
sruvenimas, siejamas su aktino-miozino sistemoklargiGroling, Pierson,
2000). Jei funkcionuoja@iuose gjamosios pipiras Sakm statocituose
randama daug smulkipo citoplazm pasiskirgiusiy vakuoly (13 ir 18 pav.),
tai didzgja dal hipokotiliy endodermiodsteks uzima centriéd vakuok, kuri
spaudzia citoplazm ir organeles, tarpyj ir amiloplastus bei citoskeleto

elementusj Igsteliy periferijg ar jg vagojartius transvakuolinius ratgus (16 ir
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27 pav.). Statoli ir citoskeleto elementsgveikos raiSka Saknir antzemini
organy statocituose pakitus gravitacijai gl skirtis ir c&l Sios priezasties.

Visuma auk&au iSdstyty duomem apie amiloplast statikos
priklausomylg nuo gravitacias jegos dydzio patvirtina vidgsteliniy jégy,
visy pirma citoskeleto generuojamelastiniy jégy, dalyvaving amiloplasi
lokalizacijos iSilgai statoajt palaikyme ir teigiamai, ir neigiamai
gravitropiSkuose &gamosios pipiras daig; organuose. Ar Siosegos veikia
amiloplasty judesius abigj organ statocituose ankstyy gravitacinio signalo
jutimo fazy metu, o jei veikia, tai kaip? Argkygos statoliy judesiams
atskirose abigj organ statocity srityse panasios? Atsakym Siuos klausimus
buvo ieSkoma lyginant statalitkinetika statocituose daig augusi veikiant
naftiraliai gravitacijai arba be jos, kuomet Kaite gravitacigs j¢gos veikimo
krypti 180° arba 90° kampu, o jos dyd nuo imituotos mikrogravitacijosl g
ir atvirk&iai. Pirmasis gravitacinio dirginimo metodas leidwertinti
amiloplast; atsakomjy judesi iSilgai statocig savitumus, antrasis — judesi
skersai statoait ypatumus. §amosios pipiras daigy gravitacinio dirginimo
procediros buvo ¢siamos iki 24 min&éiy. Nors Sakn gravitropires reakcijos
latentinis laikas yra beveik dvigubai trumpesnistinavtius et al., 2001),
hipokotiliy reakcijaj pavertimy 90° kampu gravitacijos atzvilgiu pasireisSkia po
24 miniy (duomenys neskelbti).

Séjamosios pipiras daigy, augusy nafiralios gravitacijos gygomis,
hipokotiliuose amiloplastai buvo nige artiau morfologinio statocif dugno
(34A pav.), nei Saknyse (30A pav.). Tokius daigeskgus j horizontaliu
klinostatu imituojamg mikrogravitacip arba juos apvertus 180° kampu
naftiralios gravitacijos vektoriaus atzvilgiu, statalifadéjo statocity centro
kryptimi ir hipokotiliuose, ir Saknyse (34 ir 30 \pa Vyrauja nuostata, kad
Sakny statocituose statoljt kilimag j lasteks centrig sritf provokuoja
vidulastelires,  citoskeleto  generuojamos égps, kuomet kosmose
eliminuojamas iSilginis 1y dirginimas borto centrifuga arba Zéj@ augantys
daigai perkeliamij klinostay (Volkmann et al., 1991; Laurinasus et al.,
1997; Driss-Ecole et al., 2000; 2001; Gaina et2003; Perbal et al., 2004).
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Misy duomenys leidzia taikyti au&®u mintta nuostad ir 1 g hipokotiliy
endodermio gstekms, nes statolit judéjimo kryptis ir greitis, kaip ir Sakin
statocituose, priklagsnuo dirginakios gravitacigs j¢gos pokgiy (36 ir 32
pav., atitinkamai).

Kita vertus, matoma ir keletas esnirskirtumy tarp statolig judesi
iSilgai Sakm ir hipokotiliy statocity. Saknyse abiem dirginimo atvejais per
pirmasias dvi minutes amiloplasioslinkis buvo panaSus (31 pav. ir 2 lent.).
Galima buvo tiktis, kad Saknyse daig apversi 180° kampu, statoljt
judéjimas pirmosiomis dirginimo mingémis bus intensyvesni, negu perkeit
klinostat,, nes statocit centro kryptimi veikiatios vidubstelirés jegos tugjo
sumuotis su 1g dydzio gravitacinegga. Vienas iS paaiskinimgakty biti
grindziamas kii autoryy duomem aptarimu. Pagal Stoks@sh (Audus, 1962)
daleks juctjimas klampia aplinka priklauso nuo jos spindulideleks ir
aplinkos tanki skirtumo, citoplazmos klampumo ir veikigdos j¢gos dydzio.
Pastaraisiais metais nemazanesio aiSkinantis gravitacijos jutimo procesus
skiriama citoplazmos klampumui (Scherp, Hasenst@d)7; Leitz et al.,
2009). Taip pat ne visada pasitvirtina nuostata ajgisiogi priklausomyle
tarp gravitacinio stimulo d@és, statolit judesy ir reakcijos intensyvumo
(Braun, Sievers, 1993; Lauringuwis et al., 2001; Braun et al., 2002; Braun,
Limbach, 2006). Sack ir kolgg (1984) teigimu, statolit sedimentacija
gravitropiSkai dirginam Sakny statocituose ékéja netgi palaikant tak pai
veikiartios jggos dyd. Atsizvelgiant] Siuos faktus galima teigti, kad statglit
judéjimas iSilgai bsteks ir jy greitis priklauso ne tik nuo dirginéios jegos,
bet ir nuo reologinj citoplazmos savyhi kurios gali Salia judaty statoliy
keistis labai greitai (Bjérkman, 1988; Leitz et, &009). Taigi, msy nuomone,
pirmyjy dviejy minwiy daigy inversijos laikotarpiu statoljtjudéjimas iSilgai
Sakny statocity gakjo silpti dél intensyviai gravitacijos ir vidgkteliniy jégy
kryptimi judartiy statoliyy ir juos supadios citoplazmosgveikos.

Apvertus 1g daigus 180° kampu, per pigsias dvi minutes amiloplastai
hipokotiliuose nuo morfologinio endodermigsteliy dugno kilo zymiai

spatiau, nei po perdimo j klinostag (35 pav. ir 3 lent.), kuomet buvo
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panaikintas vienkryptis gravitacijos poveikis. A&izdu, jog hipokotily
statocituose gravitacin jéga veilé statoliy judéjimg daug stipriau uz
vidulastelines ¢gas ir prieSingai, nei Salrstatocituose, sustipring poveik.
Gali bati, kad reologiris citoplazmos savys morfologisSkai ,apatiése” Sakmy
ir hipokotiliy statocity srityse skiriasi, toél gravitacijos poveikis amiloplasgt
judéjimui néra panasus. Kita vertus, akivaizd Siy lgsteliy struktirinés
organizacijos skirtumai. Sakrstatocituose smulkios vakusl pasiskirgiusios
po Vvisy lasteks tirj (30 pav.) ir statolit judéjimas iSilgai hsteks vyko tolygiali
(31 pav.). Hipokotilj statocituose amiloplastai, nepriklausomai nuo
gravitacires situacijos, buvo iSsédte ir judéjo daugiausiaigsteliy periferija
(34 pav.), aplenkdami centéism vakuots srii (35 pav.). Todl tikétina, kad
hipokotiliy statocituose centrés vakuoés trikdo vidubsteliniy jégy veikiamy
amiloplasty judéjima.

Palyginus realias amiloplastjudesio reikSmes nustatyti akivaizd
laikiniai jy judéjimo skirtumai Sakg ir hipokotiliy gravisensoriése hstekse. 1
g Sakn statocituose kaip po peikmo j klinostat, taip ir po inversijos,
zenklus statolif poslinkis iSilgai 4steks jvyko per pirmsias dvi minutes (2
lentek). Per § laikotarp abiem atvejais vidutinis plastidgijudéjimo greitis
buvo apie 1,1 pm/min. PanaSias reikSmegansosios pipirds Sakm
statocituose nustatlversen (1968) ir Volkmann (1991) su kolegomis,
analizuodami statolitjudesius 6 mingiy inversijos laikotarpiu (1,1 pm/min. ir
1,2 ym/min., atitinkamai).

1 g hipokotiliy endodermio gstekse statistiSkai patikimas amiloplast
pakilimas nuo morfologiniogkteliy dugno nustatytas tik po 6 klinostatavimo
minwiy (3 lentet), o jis vyko mazdaug 0,5 pm/min. gfei. Kosmose, po
perkelimo iS imituotos 1g gravitacijosj realg mikrogravitacig 0,3 pm/min.
greciu amiloplastai judjo 6 minwiy laikotarpiu gjamosios pipiras Sakm
statocituose (Gaina et al., 2003) ir 0,15 pm/mieicgu 29 min. laikotarpiu Iy
leSio Sakm statocituose (Driss Ecole et al., 2000). Taigrkplels 1 g daigusj
imituotg3 ar realy mikrogravitacij, amiloplastai 6 mintiy laikotarpiu

gravisensorigse hstekse kyla nuo morfologinio gbtely dugno panaSiu
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grekiu. Be to, pakeitus gravitacijos veikimo kry@80° kampu (inversija),
statolity kilimas nuo morfologiniogsteliy dugno hipokotili statocituose vyko
Zzymiai gretiau (33 ir 37 pav.), nei Salnstatocituose (3,0 um/min. ir 1,1
um/min., atitinkamai). Peékus daigus imituota mikrogravitacig, prieSingai,
statolity judéjimas Sia kryptimi buvo intensyvesnis Sgkmei hipokotily
statocituose.

S¢jamosios  pipirdas  daigy, augusi  klinostatu imituotos
mikrogravitacijos, kaip ir realios,alygomis, Sakn statocituose amiloplastai
buvo susigrupayvcentrireje lasteks dalyje (38A pav.), hipokotiliendodermio
lastebse iSsibargt po vig lastek ir dauguma y, dél centrines vakuoés
spaudimo susitekk Igsteks periferijoje (42A pav.). Paveikus tokius daigus
nafiralia gravitacine §ga Saknies viffés arba prieSinga kryptimi, jau po
pirmos minués abiey orgam gravisensoriése hstebse stebimas akivaizdus
statolity poslinkis ggos kryptimi (38B,D, 42B,D pav.). Taigi, plasisl
nekliudomai judjo link abiej statocito poly veikiant gravitacijai ir, gali @i,
aktino mikrofilamentams. Be to, Sis faktas leidiegti, kad ir Sakn, ir
hipokotiliy statocity centrires srities citoplazma yra beveik homogeniska.
Véliau hipokotilio endodermiogbktekse statoli4 sedimentacija morfologinio
lasteks dugno kryptimi sékéjo, tatiau prieSinga kryptimi vyko panaSiu gtiei
iki 12-tos dirginimo minuis (43 pav.). Sakn statocituose panas statolity
judéjimo pokyiai prasicjo véliau, t.y. nuo 4-tos dirginimo minég. Taigi,
galima teigti, kad glygos statoliy judéjimui iSilgai Sakm ir hipokotiliy
statocity ariéjant prie jj poliy yra skirtingos.

Kuomet gjamosios pipirds daigai buvo veikiami natalia gravitacija
Saknies vir8nés kryptimi, statolif sedimentacijos étéjima abiey orgam
gravisensorigése hstekse, miisy nuomone, gygojo prieSingos krypties
vidulastelirés jegos, t.y. citoskeleto elemenigeneruojamos gtinés jegos,
kurios tempia plastides linkgdteks centro, bei trintieséga, kuri atsiranda
saveikaujant judantiems amiloplastams su aplinka. dtal Sakn statocit

ilgis apie penkis kartus mazesnis uz hipokptiendodermio gstely ilgj,
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galima prielaida, kad gividulasteliniy jégy visuma panasiai veikia gravitacija
indukuot statolity sedimentacy ir hipokotiliy endodermiogstekse.

Augaly jautrumo gravitropiniam dirginimui tyrign duomenimis, daig
Saknys yra apie deSimt karjautreses uz antzemines augalo dalis (Shen-
Miller et al., 1968; Merkys et al., 1984; Merkysadt, 1986). Gali titi, kad Sis
skirtumas susgs su skirtingomisagygomis statoliy sedimentacijai teigiamai ir
neigiamai gravitropiSk organ statocituose ankstyvosiomis gravitacijos jutimo
fazémis. Gravitacijos jutimo processSaknyse tyrimai atskledd jog statolitai
juda ne tik gravitacijos vektoriaus kryptimi, betkgta jj judéjimas ir iSilgine
kryptimi (lversen, Larsen, 1971; Volkmann et aB91; Laurinawius et al.,
2001; Driss-Ecole et al., 2003; Gaina et al., 20@8&bal, 2004; Leitz et al.,
2009). Atsizvelgiani Chararizoidy citoplazmos klampumo anatiz duomenis
(Scherp, Hasenstein, 2007) ar staojildesyy gyvose Arabidopsisthaliana
Sakny kolumeks lgstekse gravitropinio dirginimo skersine kryptimi metu
tyrimo duomenis (Leitz et al., 2009) manoma, jo@ahy gravitacijos jutimo
procesuose svarbus aktino-miozino vaidmuo bei glioznechanias savyls.
Leitz ir kt. (2009) nustét kad staigus amilog$ty poslinkis link statocito
centro gravitropiSkai dirgintose gyvogerabidopsis Sakny gravisensoriése
lastekse vyksta tuoj po daigreorentacijos 90 kampu ir pirminis atsakas
uzfiksuotas mazdaug po vienos sekimd

Atlikto amiloplast; sedimentacijos kinetikos, kuometgl stjamosios
pipirnés daigai buvo dirginami natalia gravitacija lateraline kryptimi, tyrign
duomenys taip pat leidzia teigti, jog albieaSiny organ gravisensoriése
lastebse kartu su gravitacija veikia vidgstelines j¢gos, vig pirma citoskeleto
generuojamos elastia j¢gos, aktyviai tempiafios amiloplastus iSilgine
kryptimi (47 ir 50 pav.)Kita vertus, per Segiminwiy dirginimo laikotarp
iSryskéjo kai kurie statolig judéjimo trajektoriy ir greiio skirtumai
hipokotiliy ir Sakny statocituose. Pirgpa minut amiloplastai hipokotilj
endodermio dstekse ju@jo zenkliai gretiau gravitacijos vektoriaus kryptimi
ir tuo pat metu slydo linkabteks centro apie 3tm/min. gre€iu (51 pav).

Taciau per sekatiag minuk hipokotiliy statocituose amiloplastai beveik nekeit
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savo padties, o Sakn statocituose jie ir toliau intensyviai slinko @i lasteks
apie 1,7um/min. gretiu, létai judedami zemyn O, um/min. gre€iu (48 ir 51
pav.). Tokie ir ¢lesni amiloplasf judesiai, kuomet nuo 4-tos dirginimo
minutés statolity slinkimas iSilgai Sakup statocity suktéjo, o iSilgai hipokotiliy
statocity — pagreijo, atitinka tyrimy rezultatus, ir patvirtina osy hipotez,
kad endodermiogkteliy morfologinio dugno srities strulkta ir citoplazmos
reologires savyls yra kitokios, nei atitinkamoje Sakitatocit; srityje.

Nepaisant prieStarimgnuomony dél citoskeletojtakos antzemiss augalo
dalies gravitacijos jutimo procesui,isy gauti rezultatai patvirtina nuosjat
kad, nepriklausomai nuo gravisensorinio audinioaargacijos ir statoait
struktiros, citoskeletas aktyviai dalyvauja gravitacijakyiais indukuotame
amiloplast; judéjime stjamosios pipiras hipokotilio endodermigktekse taip
pat, kaip ir Saknies statocituose

Atlikto tyrimo rezultatai suteikia pagriad tolimesniems prieSingai

gravitropiSk; augalo orgaip jautrumo gravitacijai procgsyrimams.
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ISVADOS

1. Gravitacigs jégos buvimas éra hitina slyga jamosios pipiras daig;
Sakny ir hipokotiliy gravisensorinio audinio formavimuisi, bet jai nikvent
(reali ir imituota mikrogravitacija) setéjo hipokotiliy endodermio gsteliy
augimas, ked#tsi Sy audiniy lastely (statocity) poliSkumas @ esminio

amiloplasty; pakilimo ksteliy centro kryptimi.

2. Nustatyta logaritmi priklausomylé tarp gravitacids jegos, nuolat
veikiarcios daigusjprastine Saknies viagés kryptimi, dydzio ir amiloplast
iISsidéstymo iSilgai Sakaq ir hipokotiliy statocit. Amiloplast; iSsicestymui
Sakny statocituose imingas unimodinis pasiskirstymas nepriklausomai nuo
gravitacijos dydzio. Hipokotilj statocituose unimodinis amiloplast
pasiskirstymas pasikéii bimodin, kuomet gravitaciejéga sumago nuo 1g

iki 0,029.

3. Sakm statocituose vidabteliniy jégy, kurios pakelia amiloplastus priesinga
gravitacijos vektoriui kryptimi iS apat#s lastely srities, dydis yra nuo 0,4

iki 1 g, hipokotiliy endodermio dstekse — nuo 0,9 iki 1 g. Vidulasteliniy
jégy, palaikariy mikrogravitacijos slygoms kidingg amiloplasi iSsidtstymy
Sakny statocituose, dydis yra nuo 0,0§4ki 0,02 g, o hipokotiliy — nuo 0,008

g iki 0,02g.

4. Pakeitus gravitacé#s jtgos dyd nuo 1g j imituota mikrogravitacig arba
pakeitus jprastire veikimo krypi 180° (inversija), amiloplastai kyla nuo
morfologinio gravisensorinilasteliy dugno. Sakn statocituose pirgsias dvi
minutes amiloplastai kilo panaSiu dgfiei daigus dirginant abiem metodais,
véliau judéjimas tsési inversijos atveju, bet siEjo mikrogravitacijos
salygomis. Hipokotily statocituose pirjy dviejy minwiy laikotarpiu
amiloplastai kilo Zenkliai intensyviau daiginversijos metu nei imituotos

mikrogravitacijos glygomis.
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5. Pakeitus gravitacéis j¢gos dyd nuo imituotos mikrogravitacijo$ 1 g ir
keiciant jos krypi link Saknies arba hipokotilio (inversija) apgkamiloplastai
ir Sakny, ir hipokotiliy gravisensoriése hstekse juda iS mikrogravitacijai
budingos paédties gravitacijos veikimo kryptimi, t@&au skirtingu greiiu.
Sakny statocituose amiloplagt judéjimas vyko abiem kryptimis panaSiu
grekiu pirmgsias keturias minutes. Hipokotjlistatocituose jie jugo pirmaja
minute apie du kartus gré&au link morfologinio steliy dugno, nei prieSinga

Kryptimi.

6. Dirginant daigus skersine kryptim fedlia (1 g) gravitacine ¢ga, vyksta
amiloplast; sedimentacija, bet jos trajektorija ir greitis dipotiliy ir Sakny
gravisensoriése hstebse skiriasi. Sakn statocituose amiloplastai pisja
minutg judéjo ir gravitacijos veikimo, ir dstebs centro kryptimi panaSiu
greciu, o antgja minukt — Zenkliai greliau lgsteks centro kryptimi.
Hipokotiliy statocituose amiloplastai pispgg minute zymiai greéiau jucjo
gravitacijos veikimo kryptimi neigbkteks centro link, o andfg minut —

panasSiu greiu abiem kryptimis.

7. Gravitacigs jegos ir viduhsteliniy jégy saveikosjtaka amiloplast kinetikai
priklauso nuo Saknir hipokotiliy statocity strukiiros savitung, bei realy jy

dydzio reik&mi.

8. Amiloplasty statikos ir kinetikos tyrimo duomenvisuma patvirtina, kad
vidulastelinés jégos, vig pirma generuojamos citoskeleto, moduliuoja nuo
gravitacires jegos priklausorp amiloplast iSsidestymg ir judéjima ir Sakny, ir

hipokotiliy gravisensoriése hstekse.
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