
1040 

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ БИОЛОГИЯ, 2020, том 55, ¹ 5, с. 1040-1055 
 

 Методы исследований  
 
УДК 582.98:581.43:57.086:577.21 doi: 10.15389/agrobiology.2020.5.1040rus 

 
ОСОБЕННОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ  
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Е.Л. ИЛЬИНА, А.С. КИРЮШКИН, К.Н. ДЕМЧЕНКО  
 

Современные исследования тонких процессов развития растений невозможно представить 
без использования широкого спектра флуоресцентных белков (R. Day и M. Davidson, 2009; 
D. Chudakov с соавт., 2010), применение которых, однако, ограничено из-за несовершенства при-
емов их визуализации в растительных тканях. Растения представляют собой сложные объекты для 
микроскопических исследований: даже применение наиболее совершенных методов имеет значи-
тельное ограничение по глубине проникновения света по причине его рассеивания и поглощения 
клеточными стенками. Соответственно, для изучения распределения репортерных флуоресцентных 
белков в крупных органах, типичных для большинства растений, необходима фиксация раститель-
ного материала и приготовление толстых гистологических срезов с помощью микротома с вибри-
рующим лезвием. Химические вещества, традиционно используемые для фиксации, обезвоживания 
и заключения растительных образцов в заливочную среду приводят к изменению структуры флуо-
ресцентных белков и, как следствие, к потере флуоресценции. Поэтому сохраняется актуальность 
оптимизации протоколов фиксации тканей растений, приготовления срезов, а также изучения рас-
пределения флуоресцентных белков при помощи лазерной сканирующей конфокальной микроско-
пии. В представленной работе нами впервые предложен комплексный подход к фиксации тканей 
трансгенных растений и приготовлению срезов при изучении паттернов клеточного ответа на аук-
син и экспрессии транскрипционных факторов с применением лазерной сканирующей конфокаль-
ной микроскопии. Нашей целью было обобщение современных подходов в использовании эффек-
тивной универсальной методики визуализации тканевого и клеточного паттернов распределения 
флуоресцентных репортерных белков на срезах крупных органов немодельных растений. Первый 
шаг для использования флуоресцентных белков в растениях — создание генетических конструкций, 
несущих гены интереса и гены репортерных флуоресцентных белков. При этом необходимо нали-
чие оптимальной методики трансформации для выбранного вида растений. В работе описано при-
менение технологии клонирования Gateway® для получения векторов для трансформации расте-
ний, отвечающих современным экспериментальным задачам. Для изучения локализации ауксина in 
vivo мы получили серию векторов с генами, кодирующими флуоресцентные белки (eGFP, tdTomato, 
mRuby3), под контролем ауксин-чувствительного промотора DR5 (E. Ilina с соавт., 2012). Проде-
монстрировано преимущество использования ярких флуоресцентных белков с ядерной локализа-
цией (mNeonGreen-H2B, tdTomato-H2B, mRuby3-H2B), а также возможность их применения для 
дополнительной визуализации ядер клеток в сочетании с высокоспецифичным окрашиванием кле-
точных стенок красителем SCRI Renaissance2200. Представлена методика конструирования век-
торов для изучения тканевого паттерна экспрессии генов регуляторов развития на примере ранее 
идентифицированных нами генов транскрипционных факторов GATA24 (А. Kiryushkin с соавт., 
2019) и LBD16 у представителей семейства Cucurbitaceae (Тыквенные). На примере кассеты 
pAtUBQ10::DsRED1 (E. Limpens с соавт., 2004), несущей ген красного флуоресцентного белка под 
управлением конститутивного промотора, продемонстрирована высокая эффективность использо-
вания флуоресцентных белков для скрининга трансгенных органов растений. Представлена новая 
методика фиксации и просветления растительных тканей, содержащих репортерные флуоресцент-
ные белки, и приготовления срезов на примере трансгенных корней у тыквенных. Показано пре-
имущество использования расплавленной агарозы для ориентации растительных объектов при про-
боподготовке по сравнению с заливочными средами. Также показано значение модифицированной 
нами заключающей просветляющей среды ClearSee (D. Kurihara с соавт., 2015) для повышения 
фотостабильности флуоресцентного белка на срезах. Таким образом, продемонстрированы преиму-
щества, которые предоставляет применение комплекса современных методических подходов про-
боподготовки и лазерной сканирующей конфокальной микроскопии для изучения биологии разви-
тия крупных немодельных растений. 
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Значительный прогресс последних десятилетий в изучении структуры 
и функции растений обусловлен широким использованием модельных объек-
тов — Arabidopsis thaliana, рис, табак, кукуруза, Medicago truncatula, Lotus 
japonicus. Каждая из моделей позволила значительно расширить понимание 
конкретного процесса жизнедеятельности растений. В последние годы разви-
тие омиксных технологий и увеличение числа модельных организмов (1) поз-
волило совершить значительный прорыв в понимании молекулярно-генетиче-
ских механизмов развития и функционирования растений. Однако расшире-
ние числа модельных растительных объектов и перечня секвенированных ге-
номов в базах данных plaBiPD (https://www.plabipd.de/plant_genomes_pa.ep) и 
Phytozome (http://phytozome-next.jgi.doe.gov), накопление информации о 
структуре их транскриптомов и протеомов возродили интерес к углубленному 
изучению более сложных немодельных растений, таких как представители 
семейства Cucurbitaceae (Тыквенные) (2-4). 

Исследования молекулярных и физиологических механизмов разви-
тия растений сегодня невозможно представить без использования широкого 
спектра репортерных флуоресцентных белков (5). Области их применения 
многообразны. Это изучение тканевого паттерна активности экспрессии ге-
нов; визуализация распределения, транспорта и взаимодействия белков; ме-
чение органелл, клеток и тканей; поиск новых лекарств; современный селек-
ционный процесс и т.д. (6-8). Однако в тканях многих растений применение 
репортерных флуоресцентных белков имеет существенные ограничения.  

Arabidopsis признан удобным объектом для микроскопических иссле-
дований. Большинство работ с применением флуоресцентных белков про-
водятся на этом модельном растении. Arabidopsis имеет тонкие корни тол-
щиной около 100 мкм, что делает возможным изучение распределения флу-
оресцентных белков в тканях корня при помощи конфокальной микроско-
пии прижизненно без приготовления срезов. Листья у Arabidopsis также тон-
кие, но оптически непрозрачные из-за хлорофилла, что позволяет изучать 
распределение флуоресцентных белков только в поверхностных слоях. Для 
Arabidopsis разработана методика просветления тканей ClearSee, которая со-
храняет флуоресценцию некоторых репортерных белков и позволяет изу-
чать их распределение в оптически непрозрачных органах (9), а также сов-
мещать визуализацию флуоресцентных белков и окрашенных неспецифи-
ческими красителями Direct Red 23 или Direct Yellow 96 клеточных стенок 
(10), что дает возможность соотнести локализацию экспрессии гена с кон-
кретной клеткой или тканью. Известна также методика иммуногистохими-
ческих исследований без приготовления срезов органов ePro-ClearSee, ко-
торая была адаптирована для исследований в области эпигенетики и позво-
ляет изучать модификации гистонов и ДНК (11). Кроме того, модифици-
рован способ окрашивания по Шиффу с последующим просветлением ор-
ганов, позволяющий изучать распределение индиго (продукта GUS-окра-
шивания) по всей толщине любого органа Arabidopsis (12). Однако такое 
окрашивание несовместимо с применением флуоресцентных белков. 

Абсолютное большинство растений, в том числе важные сельскохо-
зяйственные культуры, обладают более сложным анатомическим строением 
по сравнению с Arabidopsis, их органы состоят из большего числа слоев кле-
ток в тканях и, соответственно, обладают большими размерами. Макси-
мальная глубина проникновения лазера конфокального микроскопа в ткани 
растений относительно невелика по причине рассеивания и поглощения 
света клеточными стенками и достигает максимального значения 100 мкм. 
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Мультифотонная лазерная микроскопия достаточно сложна в примене-
нии, хотя и позволяет осуществить более глубокое проникновение в толщу 
тканей растений при использовании длинноволнового (900-1000 нм) фем-
тосекундного лазера (13, 14). Новейшая технология плоскостного освеще-
ния (light-sheet fluorescence microscopy), которая базируется на широко-
польной флуоресцентной микроскопии, позволяет проникать в образец на 
глубину до 500 мкм (15-17). Однако это применимо только к прозрачным 
или просветленным объектам животного и растительного происхождения. 
Даже для Arabidopsis эта технология, успешно совмещенная с деконволю-
цией и реконструкцией изображения (Fiji плагин Multiview-Reconstruction, 
https://imagej.net/Multiview-Reconstruction), имеет значительные ограниче-
ния по глубине проникновения света и разрешающей способности, как и 
традиционные методы микроскопии (18). 

Таким образом, несмотря на несомненный прогресс последних лет 
в области микроскопических технологий, для изучения распределения ре-
портерных флуоресцентных белков или слияния их генов с генами изучае-
мых белков в толстых органах растений необходима оптимизация протокола 
фиксации растительного материала и приготовления толстых гистологиче-
ских срезов. Химические вещества, традиционно используемые для фикса-
ции, обезвоживания и заключения образцов растительных тканей в зали-
вочную среду приводят к изменению структуры флуоресцентных белков и, 
как следствие, к потере флуоресценции. Для работы с флуоресцентными 
белками растений некоторые авторы применяют криомикротомию, с помо-
щью которой можно получить толстые (25-50 мкм) срезы растительных тка-
ней, где сохраняется флуоресценция таких белков (19). Однако подобные 
подходы не получили широкого распространения.  

При работе с растительными объектами целесообразно использо-
вать наиболее яркие и фотостабильные флуоресцентные белки, например 
mNeonGreen, mRuby3 или mScarlet (20, 21), что дает возможность прово-
дить сканирование образцов на большую глубину. Также необходимо учи-
тывать возможность автофлуоресценции клеток в различных частях спектра. 
Следовательно, векторы для трансформации растений должны соответство-
вать задачам эксперимента и объекту. Существующие наборы векторов для 
маркирования органелл растительной клетки (22) или же коммерческие ге-
нетические конструкции не всегда подходят наилучшим образом к конкрет-
ной научной задаче, поэтому существует необходимость применения гибкой 
и производительной технологии, позволяющей сконструировать оптималь-
ный для такой задачи вектор. Технологии клонирования Gateway® (23) и 
Golden Gate (24) эффективны, обеспечивают направленное клонирование и 
позволяют осуществить сборку практически любых сочетаний фрагментов 
ДНК (например, промотора, кодирующей части и терминатора) в векторе, 
пригодном для трансформации растений.  

Настоящая работа посвящена методическим приемам изучения мо-
лекулярно-генетических механизмов развития у крупных немодельных рас-
тений. Нами впервые предложен комплексный подход к фиксации тканей 
трансгенных растений и приготовлению срезов при изучении паттернов 
клеточного ответа на ауксин и экспрессии транскрипционных факторов с 
применением лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. Опи-
сано применение технологии клонирования Gateway® для получения новых 
генетических конструкций (векторов) для трансформации растений, отве-
чающих современным экспериментальным задачам.  

Нашей целью было обобщение современных подходов в использо-
вании эффективной универсальной методики визуализации тканевого и 
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клеточного паттернов распределения флуоресцентных репортерных белков 
на срезах крупных органов немодельных растений на примере тыквенных. 

Описание методики. Создание  молекулярно - генетических 
конструкций с использованием технологии клонирования  
Gateway®. Общий принцип технологии клонирования  Gateway®. Для 
использования репортерных флуоресцентных белков в растениях необходимы 
генетические конструкции (векторы), в составе которых гены, кодирующие 
эти белки, будут доставлены в клетки. При конструировании векторов, при-
годных для трансформации растений, была использована технология клони-
рования Gateway® («Thermo Fisher Scientific», США) (25). Для осуществле-
ния LR plus клоназной реакции в одной пробирке соединяли три различ-
ных вектора ввода (entry vector), содержащих соответственно промотор 
изучаемого гена, кодирующую часть и терминатор транскрипции, и вектор 
назначения (destination vector), после чего вносили ферментативную смесь 
LR ClonaseTM II Plus («Thermo Fisher Scientific», США; далее LR plus кло-
наза), которая осуществляет реакцию рекомбинации (рис., А).  

Также для конструирования векторов для трансформации растений 
использовали ферментативную смесь LR ClonaseTM II, осуществляющую пе-
ренос одного фрагмента ДНК из вектора ввода в вектор назначения посред-
ством рекомбинации между attL и attR сайтами. В основе технологии лежит 
система рекомбинации бактериофага лямбда (26). Векторы ввода и назначе-
ния содержат разноименные гомологичные участки ДНК бактериофага 
лямбда attL и attR, способные рекомбинировать друг с другом под действием 
LR plus клоназы, которая представляет собой смесь ферментов интегразы и 
эксцизионазы бактериофага лямбда и белок Integration Host Factor, кодируе-
мый бактерией Escherichia coli (26). Разноименные attL-участки находятся по 
краям фрагментов ДНК, клонированных в вектор ввода, что позволяет осу-
ществлять их направленный перенос в определенном порядке в вектор 
назначения. Для получения векторов ввода использовали ферментативную 
смесь BP Clonase™, которая осуществляет рекомбинацию между attB сай-
тами, фланкирующими целевой фрагмент ДНК, и attP сайтами вектора-до-
нора (donor vector). Клонирование целевого фрагмента ДНК в вектор ввода 
проводили также традиционно, используя последовательные рестрикции и 
лигирования целевого фрагмента ДНК и вектора ввода. 

В представляемой работе были использованы следующие векторы 
ввода: 369_pENTRattL4attR1_BSAI («Thermo Fisher Scientific», США) для 
клонирования промоторной части, pUC18-entry 8 (27) для клонирования 
репортерной части и донорный вектор pDONR P2-P3 («Thermo Fisher 
Scientific», США) для клонирования терминатора. В качестве вектора назна-
чения для LR клоназной реакции использовали вектоp pKGW-GG-RR (28), 
содержащий прилегающий к att сайтам слитый репортерный ген eGFP-GUS 
(25), кодирующий зеленый флуоресцентный белок eGFP и β-глюкуронидазу 
(GUS), а также кассету pAtUBQ10::DsRED1 (29) для скрининга трансгенных 
корней по флуоресценции белка DsRED1. В качестве вектора назначения 
для LR plus клоназной реакции использовали вектоp 242 pKGW-RR-MGW, 
содержащий ту же кассету pAtUBQ10::DsRED1 (см. рис., А), и вектор 236 
pKGW-RR-MGW, не содержащий такой кассеты (для отбора трансгенного 
материала). 

Все виды клоназных реакций (LR plus-, LR- и BP) проводили со-
гласно рекомендациям производителя («Thermo Fisher Scientific», США). 
Наличие и правильность сборки кассеты в векторе назначения проверяли 
методом ПЦР и секвенированием. Вектор назначения трансформировали в 
клетки штамма R1000 Rhizobium rhizogenes и затем использовали для 
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трансформации проростков кабачка и огурца согласно разработанной ранее 
методике (3), приводящей к созданию композитных растений, состоящих 
из побега дикого типа и трансгенной корневой системы. 

 

 

Примеры использования репортерных флуоресцентных белков при изучении паттернов клеточного 
ответа на ауксин и экспрессии транскрипционных факторов с применением конфокальной лазер-
ной сканирующей микроскопии (микроскоп LSM 780, «Zeiss», Германия). Продольные срезы 
кончиков фиксированных корней, толщина среза 65 мкм. Проекции максимальной интенсив-
ности оптических срезов.  

А. Общая схема вектора 242 pKGW-RR-MGW с клонированным в него промотором, 
кодирующей частью гена флуоресцентного белка и терминатором транскрипции. Обозначена 
кассета pUBQ10::DsRED для скрининга трансгенного материала. 
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Б. Визуализация максимума клеточного ответа на ауксин в трансгенных корнях у 
проростков огурца, несущих вставку DR5::mRuby3-H2B. Зеленый канал — клеточный ответ на 
ауксин (флуоресценция mRuby3 с ядерной локализацией), пурпурный канал — клеточные 
стенки, окрашенные SCRI Renaissance2200. Белые стрелки указывают на примордии бокового 
корня. Фл — протофлоэма. Масштабная линейка 100 мкм. 

В, Г. Визуализация паттерна экспрессии гена СpLBD16b в кончике корня у пророст-
ков кабачка, несущего вставку СpLBD16b::mNeonGreen-H2B, на продольном (В) и поперечном 
срезе (Г). Зеленый канал — распределение СpLBD16b (флуоресценция mNeonGreen с ядерной 
локализацией), пурпурный канал — клеточные стенки, окрашенные SCRI Renaissance2200. 
Фл — протофлоэма, П — перицикл. Масштабная линейка 50 мкм. 

Д. Визуализация ядер клеток в трансгенных корнях у проростков кабачка, несущих 
вставку UBQ10::H2B-Venus. Зеленый канал, ядра клеток (флуоресценция Venus). К — кора, 
ЦЦ — центральный цилиндр. Масштабная линейка 100 мкм. 

Е. Визуализация ядер клеток в трансгенных корнях у проростков кабачка, несущих 
вставку pAct::tdTomato-H2B. Красный канал, ядра клеток (флуоресценция tdTomato). К — кора, 
ЦЦ — центральный цилиндр. Масштабная линейка 100 мкм. 

 

Конструирование векторов для из учения локализации i n 
v ivo клеточного  ответа  на а уксин. Ауксин известен как один из 
наиболее важных факторов, влияющих на развитие корневой системы у 
высших растений (30). Для изучения роли ауксина в инициации и развитии 
бокового корня у тыквенных была сконструирована серия векторов, содер-
жащих синтетический ауксин-чувствительный промотор DR5 (31) и репор-
терную часть для детекции клеточного ответа на ауксин. Вектор pKGW-RR-
MGW-DR5::eGFP-GUS был получен посредством LR клоназной реакции 
между вектором ввода pUC18-entry8-DR5, содержащим промотор DR5, и 
вектором назначения pKGW243-GG-RR (3). Распределение клеточного от-
вета на ауксин изучали на целых трансгенных корнях кабачка (DR5::eGFP-
GUS), окрашенных на активность -глюкуронидазы (GUS-окрашивание), а 
также на продольных и поперечных срезах трансгенных корней у кабачка. 
Недостаток GUS-окрашивания заключается в миграции индиго (продукт -
глюкуронидазной реакции), что может приводить к искажению данных по 
тканевой локализации ответа на фитогормон, поэтому для более детального 
изучения роли ауксина в инициации бокового корня кабачка целесообразно 
использовать флуоресцентные белки с ядерной локализацией. 

Также были синтезированы генетические конструкции 242 pKGW-
RR-MGW-DR5::mRuby3-H2B и 242 pKGW-RR-MGW-DR5::tdTomato-H2B, 
обеспечивающие локализацию репортерного белка в ядре. Распределение 
клеточного ответа на ауксин анализировали на продольных и поперечных 
срезах (60 мкм) кончиков трансгенных корней кабачка и огурца, несущих 
конструкции DR5::NLS-eGFP-GUS, DR5::mRuby3-H2B и DR5::tdTomato-H2B. 
Применение репортерных белков tdTomato и mRuby3, слитых с гистоном 
человека H2B (32), позволило получить наиболее точные данные по распре-
делению клеточного ответа на ауксин в делящихся клетках в процессе ини-
циации бокового корня в меристеме родительского корня у огурца (см. рис., 
Б) по сравнению с репортерной конструкцией DR5::NLS-eGFP-GUS (3), со-
держащей сигнал ядерной локализации NLS. Также важно, что яркость бел-
ков tdTomato и mRuby3 в три раза превышает яркость белка eGFP, кроме 
того, mRuby3 обладает повышенной фотостабильностью (33, 34). Было по-
казано, что формирование максимума ответа на ауксин, связанного с ини-
циацией примордия бокового корня, у огурца происходит на удалении 200-
300 мкм от инициалей рядов перед первым антиклинальным делением кле-
ток перицикла, а также эндодермы. Кроме того, показано вовлечение аук-
сина в дальнейшее развитие примордия бокового корня. 

Таким образом, применение промоторов, чувствительных к изучае-
мому фитогормону, в соединении с репортерными конструкциями дает воз-
можность проанализировать вовлечение гормона в тот или иной морфоге-
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нетический процесс. Предлагаемый подход подразумевает использование 
наиболее ярких фотостабильных флуоресцентных белков с ядерной локали-
зацией, которые позволяют в десятки раз повысить яркость метки по срав-
нению с белками с цитоплазматической локализацией, поскольку при изу-
чении ранних стадий инициации бокового корня или схожих процессов 
необходимо детектировать слабый сигнал от нескольких клеток перицикла, 
расположенных в толще корня. При этом маркеры ядерной локализации 
также необходимо подбирать под экспериментальную задачу. Так, приме-
нение сигнала ядерной локализации NLS не позволяло достоверно устано-
вить наличие или отсутствие маркера в делящейся клетке, поскольку в про-
цессе деления клетки ядерная оболочка разбирается и флуоресцентный бе-
лок диффундирует в цитоплазму. Вместе с тем NLS визуализировал ядра в 
форме, близкой к форме нативных ядер. Соединение репортерных белков с 
гистоном H2B позволяет визуализировать фигуры митоза, так как гистон в 
процессе митоза остается связанным с ядерной ДНК. Однако у тыквенных 
некоторым недостатком слияния репортера с гистоновым белком может 
быть неравномерность распределения метки в фиксированных альдегидами 
хроматических ядрах (см. рис., Г). 

Конструирование векторов для изучения тканевого пат-
терна экспрессии  г енов р е г уляторов  развити я. Для исследования 
тонких процессов развития органа растений, например инициации боко-
вого корня, возникает необходимость выяснить, в каких тканях и клетках 
экспрессируется изучаемый ген. Ассиметричные клеточные деления часто 
опосредуют дифференцировку клеток в многоклеточных организмах и иг-
рают важную роль в развитии новых органов. У большинства цветковых 
растений боковые корни образуются из клеток перицикла, расположенных 
на ксилемном полюсе. Эти клетки ассиметрично делятся на мелкие цен-
тральные и фланкирующие клетки большего размера с разной судьбой. У 
Arabidopsis LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN 16 (LBD16) и дру-
гие члены семейства LBD играют важную роль в установлении асимметрии 
клеток-основательниц бокового корня. LBD16 специфично экспрессируется 
в паре клеток перицикла на ксилемном полюсе до первого антиклинального 
деления в процессе инициации бокового корня. Клетки перицикла на кси-
лемном полюсе, в которых происходит экспрессия LBD16, предположи-
тельно являются клетками-основательницами бокового корня (35), специ-
фикация которых происходит в базальной части меристемы корня и зависит 
от осциллирующей экспрессии генов, включая ген транскрипционного 
фактора GATA23 (36). 

Использовав базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 
Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov), Cucurbit Genomics Database 
(http://cucurbitgenomics.org), PlantTFDB (http://planttfdb.gao-lab.org), мы иден-
тифицировали в геноме кабачка (Cucurbita pepo) гены CpGATA24 (37) и 
CpLBD16b — ортологи ауксин-регулируемых генов Arabidopsis GATA23 и 
LBD16, вовлеченных в определение компетенции клеток перицикла к ини-
циации бокового корня. 

Для изучения тканевой локализации активности генов-ортологов ка-
бачка СpLBD16b и CpGATA24 с помощью LR plus клоназной реакции были 
сконструированы векторы 242 pKGW-RR-MGW-pCpLBD16b::mNeonGreen-
H2B и 242 pKGW-RR-MGW-pCpGATA24::mNeonGreen-H2B. Нуклеотидные 
последовательности промоторов генов СpLBD16b и CpGATA24 амплифици-
ровали на матрице геномной ДНК кабачка и клонировали в вектор 
369_pENTRattL4attR1_BSAI. В качестве репортера для локализации активно-
сти промоторов этих генов выбрали один из самых ярких и фотостабильных 
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белков с коротким временем созревания mNeonGreen (38, 39), слитый с 
гистоном H2B. Нуклеотидная последовательность mNeonGreen-H2B была 
амплифицирована на матрице плазмиды («Allele Biotechnology and Pharma-
ceuticals, Inc.», США, плазмида #H2B-213) (20) и клонирована в вектор 
pUC18-entry8. В качестве терминатора транскрипции использовали вектор 
373_pENTRattR2attL3-TermAct, содержащий терминатор гена Actin2 Arabi-
dopsis (24). Результирующие бинарные векторы использовались для транс-
формации растений кабачка и изучения тканевой локализации активности 
промоторов генов CpGATA24 (37) и CpLBD16b (см. рис., В, Г). Впервые 
было выявлено участие CpGATA24 в инициации примордия на стадии пер-
вых антиклинальных делений в перицикле, а также отсутствие экспрессии 
CpLBD16b в клетках перицикла на ксилемном полюсе корня. Кроме того, 
было показано, что экспрессия CpLBD16b локализована в инициальных 
клетках рядов корня и формирующейся протофлоэме (см. рис., В, Г).  

Таким образом, экспрессия репортерных генов, кодирующих флуо-
ресцентные белки, особенно с ядерной локализацией, под контролем видо-
специфичных промоторов изучаемых генов позволяет получить надежные 
данные о тканевом распределении экспрессии этих генов и об их вовлече-
нии в тот или иной процесс морфогенеза даже в крупных органах растений.  

Конститутивные промоторы как инструмент для визуа-
лизации. Отбор трансгенного материала — необходимая стадия экспери-
ментов по трансформации растений. Например, при агробактериальной 
трансформации растений кабачка штаммами R. rhizogenes в месте инокуля-
ции образуется каллус, состоящий из клеток, несущих вставку Т-ДНК би-
нарного вектора, и из нетрансформированных клеток, а также, возможно, 
из клеток, в которых вставка подверглась сайленсингу. Впоследствии из 
каллуса начинают развиваться трансгенные корни, состоящие только из 
трансформированных клеток, корни дикого типа и химерные корни, состо-
ящие из клеток разных типов; последнее создает трудности при анализе 
трансгенных корней. Эффективный скрининг трансгенных корней позво-
ляет осуществить кассета, состоящая из гена, кодирующего флуоресцент-
ный белок под управлением конститутивного промотора, находящаяся в 
пределах Т-ДНК в бинарном векторе. Спектр эмиссии скринингового и ре-
портерного белков должен различаться (традиционно подбирают пары с 
флуоресценцией в красной и зеленой областях спектра). В случае вектора 
242 pKGW-RR-MGW для отбора трансгенных корней использовали кассету 
pAtUBQ10::DsRED1, состоящую из гена, кодирующего красный флуорес-
центный белок DsRED1, под контролем промотора конститутивного гена 
убиквитина Arabidopsis AtUBQ10 (см. рис., А), при этом репортерные гены 
кодировали флуоресцентные белки из зеленой части спектра (см. рис., Б-Г).  

В большинстве микроскопических исследований возникает необхо-
димость визуализации ядер клеток. Обычно ядра клеток подкрашивают кра-
сителями на ДНК (например, DAPI или йодид пропидия), однако такие 
красители неравномерно проникают в глубину препарата и окрашивают все 
нуклеиновые кислоты (ДНК митохондрий и хлоропластов, а иногда и РНК). 
Современный подход к визуализации ядер — применение конститутивных 
промоторов, под контролем которых находится ген, кодирующий флуорес-
центный белок с ядерной локализацией. Наличие такой кассеты в Т-ДНК 
вектора позволяет одновременно осуществлять скрининг трансгенного мате-
риала корней и визуализировать ядра в клетках на срезах изучаемого органа.   

Для визуализации ядер в тканях корня тыквенных мы получили 
новые генетические конструкции, в которых гены, кодирующие скринин-
говые белки, контролируются конститутивными промоторами. В векторе 
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242 pKGW-RR-MGW-pUBQ10::H2B-Venus репортерный ген желтого флуо-
ресцентного белка Venus слит с геном человеческого гистона H2B и нахо-
дится под управлением промотора гена убиквитина Arabidopsis (pUBQ10). 
Для репортерного белка Venus характерно короткое время созревания, вы-
сокая фотостабильность и повышенная яркость по сравнению с eGFP (33, 
40). Вектор 236 pKGW-RR-MGW-pACT2::tdTomato-H2B содержит репортер-
ный ген tdTomato, слитый с геном гистона H2B под контролем конститу-
тивного промотора гена актина Arabidopsis (pACT2).  

Было показано, что оба промотора (гена убиквитина и гена актина), 
хотя и обеспечивают достаточно высокий уровень экспрессии генов, кодиру-
ющих флуоресцентные белки, но все же проявляют различную активность в 
тканях корня (см. рис., Д, Е). В клетках коры и ризодермы оба промотора 
были активнее, чем в тканях центрального цилиндра корня, что создает 
трудности при изучении инициации бокового корня и других процессов, 
протекающих в перицикле и остальных тканях центрального цилиндра. 

Таким образом, конститутивные промоторы в сочетании с геном, 
кодирующим флуоресцентный белок, служат ценным инструментом, кото-
рый может быть использован как для скрининга трансгенного материала, 
так и для визуализации ядер клеток. Однако выбор конститутивного про-
мотора требует внимания исследователя. Так, во многих векторах для транс-
формации растений в скрининговой кассете используется сильный консти-
тутивный промотор вируса мозаики цветной капусты (CaMV) p35S. Ранее 
нами уже было показано, что при трансформации растений кабачка «пу-
стым» вектором pMDC162-GFP (23) p35S промотор, находящийся в Т-ДНК 
этого вектора в кассете p35S::GFP, вызывает эктопическую экспрессию гена 
GUS, перед которым нет промотора и который, следовательно, не должен 
экспрессироваться в тканях корня (3). В литературе также описаны случаи 
влияния промотора 35S на экспрессию целевой кассеты, что вызывает по-
лучение артефактов в исследованиях (41, 42). Наличие нативного промотора 
pAtUBQ10 в кассете pAtUBQ10::DsRED1 вектора 242 pKGW-RR-MGW не 
приводит к искажениям в экспрессии целевой кассеты (3). Также известен 
факт неравномерной активности промоторов конститутивных генов в раз-
ных тканях органов растений. Так, p35S более активен в клетках централь-
ного цилиндра, что проявляется, как яркое окрашивание ядер клеток цен-
трального цилиндра и тусклое — клеток коры (43). В исследованиях наибо-
лее часто используются промоторы конститутивно экспрессирующихся ге-
нов Arabidopsis — гена убиквитина и гена актина (18, 29, 44, 45), хотя из-
вестны и другие промоторы конститутивных генов растений, например кло-
нированный из тополя Populus tomentosa PtMCP (46). Также описан промо-
тор гена RIBOSOMAL PROTEIN S5A (RPS5A), который селективно экспрес-
сируется в делящихся клетках (47) и может быть использован в исследова-
ниях как маркер пролиферативной активности.  

Методика  пробопод готовки для  локализации флуорес-
центных  белков на  срез ах  фиксированных  ор ганов. Важнейшая 
задача в исследованиях с использованием репортерных флуоресцентных 
белков — сохранение их способности к флуоресценции в течение как можно 
более длительного времени. Для этого мы модифицировали методику фик-
сации растительных тканей и приготовления срезов (на примере трансген-
ных корней кабачка и огурца).  

В связи с тем, что при фиксации в 100 мМ фосфатном буфере клетки 
корня претерпевают плазмолиз, мы изменили состав фиксатора (48), 
предложенного Brian Lin (Tufts University, Boston, MA, США). Снижение мо-
лярности фосфатного буфера в 5 раз (до 20 мМ) позволило решить проблему 
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плазмолиза. Аналогичный подход также был использован при иммуноло-
кализации цитоскелета на срезах фиксированных симбиотических клубень-
ков (49, 50). Для большинства флуоресцентных белков (GFP, Venus, 
tdTomato, mRuby3) оптимально значение pH 7,2. Однако для предотвраще-
ния быстрого затухания флуоресцентного белка mNeonGreen в корнях 
трансгенных растений мы использовали буфер с pH 8,0. Финальный состав 
фиксатора был следующим: 1 % параформальдегид, 5 % диметилсульфоксид 
(DMSO), 75 мM L-лизин, 10 мM м-периодат натрия в 20 мМ фосфатном 
буфере, pH 7,2-8,0. Фиксировали кончики главного корня длиной 6-8 мм. 
Для удаления воздуха из тканей растительный материал в емкостях с фик-
сатором помещали в эксикатор под вакуум (1 aтм) на 3-5 мин, затем ва-
куум снимали, процедуру повторяли 3-4 раза. Корни выдерживали в фик-
саторе в течение 1 ч при комнатной температуре. После фиксации материал 
трижды промывали 20 мМ фосфатным буфером, содержащим 75 мM L-
лизин, в течение 15-20 мин.  

Фиксированный материал помещали в резиновые формы и заливали 
расплавленной 2 % LE агарозой («Lonza Group», Швейцария) при темпера-
туре 40-50 С. Готовые агарозные блоки наклеивали на плоские металличе-
ские держатели секундным цианакрилатным клеем Супер Момент («Хен-
кель», Россия). Для приготовления толстых срезов (65 мкм) корней исполь-
зовали автоматический прецизионный микротом с вибрирующим лезвием 
HM650V («Thermo Fisher Scientific Microm International GmbH», Германия). 
Для повышения качества срезов применяли сапфировый нож («Delaware 
Diamond Knives, Inc.», США). Оптимальной средой для резки была дистил-
лированная вода, поскольку в различных буферах — фосфатном, трис-бу-
ферном солевом растворе (TBS), буфере, стабилизирующем микротрубочки 
(MTSB), — срезы корней кабачка значительно деформировались. Важно, 
что клеточные стенки были окрашены специфическим красителем — 0,1 % 
SCRI Renaissance 2200 (SR2200, «Renaissance Chemicals, Ltd», Великобрита-
ния) (51) в dH2O (pH 8,0). Срезы окрашивали в течение 1 ч без последующей 
отмывки. Краситель готовили непосредственно перед применением. Если это 
было необходимо, ядра клеток альтернативно подкрашивали 0,3 мкг/мл 
DAPI в течение 30-50 мин.  

Срезы помещали в заключающую среду под покровные стекла. Мы 
показали, что большинство флуоресцентных белков (GFP, Venus, tdTomato) 
после предложенной фиксации сохраняют флуоресценцию в жидкой заклю-
чающей среде CFMR2 («Citifluor, Division of Electron Microscopy Sciences», 
США). Однако оптимальным, в том числе и для трансгенных корней, несу-
щих mNeonGreen, оказалось заключение срезов в модифицированный 
нами просветляющий состав ClearSee (9), содержащий монохлорид L-ли-
зина (L-lysine monochloride, 13,7 г/л), ксилитол (100 г/л), дезоксихолат 
натрия (150 г/л) и мочевину (240 г/л в 20 мМ фосфатном буфере, pH 8,0). 

Таким образом, при работе с флуоресцентными белками существует 
множество методических сложностей, которые необходимо учитывать. Так, 
для сохранения свечения флуоресцентных белков необходимо сделать вы-
бор в пользу заключения материала в 2-3 % агарозу, в которой при резке 
удобно удерживать небольшие фрагменты растительного материала. Как 
уже было показано ранее, для иммунолокализации цитоскелета в азотфик-
сирующих корневых клубеньках бобовых (49, 50) материал не следует де-
гидратировать в серии спиртов и заключать в заливочные среды. При за-
ключении трансгенного материала, несущего репортерные флуоресцентные 
белки, в парафин или в воск Стидмана (среду с более щадящей пробопод-
готовкой, подходящей для иммунолокализации чувствительных белков) (52-
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54) требуется проводка по спиртам для обезвоживания, что приводит к 
быстрому затуханию флуоресценции таких белков. При монтаже в расплав-
ленную агарозу воздействие температуры (около 40 С) кратковременно, что 
не приводит к денатурации флуоресцентного белка. Концентрация агарозы 
также требует оптимизации: чем мягче объект, тем ниже должна быть кон-
центрация агарозы. Слишком плотная агароза может приводить к сильному 
сжатию и обезвоживанию мягкого объекта, что в случае кончика корня вы-
глядит как сжатие зоны растяжения. Вместо традиционно используемых йо-
дида пропидия (PI) или FM4-64 (окрашивание плазмалеммы) мы предла-
гаем упрощенный протокол окрашивания специфическим для клеточных 
стенок красителем SCRI Renaissance 2200, который позволяет четко визуа-
лизировать анатомическое строение на срезах (см. рис., В, Г). Наше иссле-
дование также показало важность выбора оптимальной заключающей среды 
для срезов, поскольку от этого параметра зависит стабильность и длитель-
ность флуоресценции. 

Лазерная сканирующая  конфокальная микр оскопия  
для  визуализации флуоресцентных б елков  в  фиксирован-
ных  тканях. Анализ препаратов и получение иллюстраций проводили с 
применением конфокального лазерного сканирующего микроскопа LSM 
780 («Zeiss», Германия) с использованием объективов 10½/0,45 и 20½/0,8 
серии Plan-Apochromat с высокой числовой апертурой, а для 40½/1,3 — с 
масляной иммерсией. Для детекции репортерных флуоресцентных белков 
eGFP и mNeonGreen использовали лазер с длиной волны 488 нм, для жел-
того белка Venus — 514 нм, для красных белков mRuby3 и tdTomato — 561 
нм. Клеточные стенки (SCRI Renaissance 2200) или ядра (DAPI) детектиро-
вали при возбуждении лазером с длиной волны 405 нм. Для визуализации 
неокрашенных анатомических структур применяли дифференциальный ин-
терференционный контраст в дополнительном канале проходящего света. 
Для получения и обработки изображений использовали программу ZEN 
версии 2.3 («Zeiss», Германия). 

На современном этапе исследований визуализацию флуоресцентных 
белков в толстых срезах тканей растений нельзя представить без примене-
ния конфокальной микроскопии. К возможностям, которые предоставляет 
лазерный сканирующий микроскоп, относится значительное повышение 
пространственного разрешения сигнала, что позволяет разделить струк-
туры, сливающиеся при применении широкопольной микроскопии из-за 
внефокусного света. Приготовление относительно тонких срезов (7-16 мкм) 
исследуемых объектов приводит к трудностям при восстановлении про-
странственной структуры участка ткани или органа, однако только тонкие 
срезы могут быть исследованы при помощи традиционных методов свето-
вой микроскопии. Применение толстых срезов (50-70 мкм) в комбинации 
с конфокальной микроскопией дает возможность получить серии оптиче-
ских срезов (z-стек). Далее в зависимости от целей исследования можно 
представить z-стек в виде двумерного изображения с использованием алго-
ритма проекции максимальной интенсивности или получить 3D-рекон-
струкцию структуры. Такой подход успешно используется для изучения 
процессов развития различных органов растений, в частности апикальных 
меристем побегов и корней, а также развития бокового корня (55, 56). 

Существенную проблему, с которой сталкиваются при исследовании 
развития органов растений, составляет перекрывание спектров нескольких 
флуоресцентных белков, а также автофлуоресценция элементов клеток и 
тканей (57-59). Главные источники автофлуоресценции при изучении рас-
тительных тканей — хлорофилл (флуоресценция в красной области спектра) 
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и лигнин (флуоресценция в зеленой и желтой областях спектра). Автофлу-
оресценция маскирует и затрудняет регистрацию флуоресценции исследуе-
мых флуорохромов. Она бывает достаточно сильной, и ее можно ошибочно 
принять за флуоресценцию репортеров, что приводит к искажению данных. 
Применение конфокальной микроскопии позволяет разделить автофлуо-
ресценцию и сигнал от репортеров. Для элиминации автофлуоресценции, а 
также для разделения перекрывающихся спектров нескольких флуоресцент-
ных репортерных белков применяют алгоритм линейного спектрального 
разделения (linear spectral unmixing) (58, 60). Оценку характера автофлуо-
ресценции удобно проводить, снимая спектры эмиссии на неокрашенном 
препарате (61). Обычно в изучаемых препаратах присутствует несколько 
красителей/флуоресцентных белков, каждый из которых маркирует струк-
туры клетки или отдельные клетки. При получении изображения флуоро-
форы детектируются либо по отдельности, либо в виде смеси в зависимости 
от их пространственного распределения внутри объекта. Цель алгоритма 
линейного спектрального разделения заключается в определении относи-
тельного вклада интенсивности каждого флуорофора для каждого пикселя 
(60). Если спектры всех флуорофоров, находящихся в образце, известны, то 
их содержание в пределах пикселя может быть вычислено по спектральной 
кривой каждого пикселя, которая определяется и записывается в процессе 
лямбда-сканирования. Как только происходит определение спектрального 
вклада каждого флуорофора, лямбда-стек может быть разделен на отдель-
ные каналы для каждого флуорофора. В частности, спектр автофлуоресцен-
ции можно представить как отдельный канал и вывести из финального 
изображения образца. Таким образом, применение комплекса современных 
подходов в конфокальной лазерной микроскопии позволяет преодолеть 
проблемы крупных и плотных образцов, получая объемную картину рас-
пределения флуоресцентных белков с высоким разрешением. 

Итак, нами разработана и применена на практике новая комплекс-
ная методика, позволяющая изучить распределение репортерных флуорес-
центных белков на фиксированных срезах крупных органов немодельных 
растений. Показана важность тщательного подбора генетических конструк-
ций со скрининговой и репортерной кассетой с учетом особенностей рас-
тительного объекта, в первую очередь — автофлуоресценции. Оптимальным 
решением является конструирование таких векторов в соответствии с зада-
чами конкретного эксперимента, поэтому необходимое условие примене-
ния предлагаемого подхода — наличие методики трансформации для изу-
чаемого вида, которая позволяет доставить Т-ДНК вектора в геном расте-
ния. Критический фактор — состав и pH фиксатора, которые необходимо 
адаптировать с учетом как растительного объекта, так и используемого флу-
оресцентного репортерного белка. Для сохранения свечения флуоресцент-
ных белков также важен способ приготовления срезов. Оптимальна заливка 
материала в агарозу. Для визуализации клеточных стенок и морфологии 
тканей нами предложен упрощенный протокол окрашивания с SCRI 
Renaissance 2200. Также важен правильный подбор среды для заключения 
полученных срезов, так как ее свойства влияют на фотостабильность белка 
во время изучения препаратов. Наконец, точность конечного результата бу-
дет зависеть от разрешающей способности выбранного метода микроско-
пирования. Применение флуоресцентных репортерных белков для изучения 
процессов развития растений многообразно и не ограничивается изучением 
пространственного распределения клеточного ответа на изучаемый фито-
гормон, тканевой локализации активности промотора гена, кодирующего 
один из регуляторов развития, или непосредственно самого белка. Экспрес-
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сия генов флуоресцентных белков под контролем промоторов генов инте-
реса представляет собой крайне специфичную флуоресцентную метку, выра-
батываемую непосредственно растением и маркирующую не только струк-
туры клетки, но и физиологические процессы, чего невозможно достигнуть 
при окрашивании образца флуоресцентными красителями. Однако для лю-
бого исследования с применением флуоресцентных белков необходимо 
тщательное планирование эксперимента и пробоподготовки для обеспече-
ния сохранности образца. 
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A b s t r a c t  
 

Modern studies of detailed processes in plant development would not be possible without 
using a wide range of fluorescent proteins (R. Day and M. Davidson, 2009; D. Chudakov et al., 2010). 
However, applications of fluorescent proteins are restricted due to problems with their visualization in 
plant tissues. Plants are difficult objects for microscopic studies. Indeed, even the most advanced 
methods have significant limitations regarding the depth of light penetration due to the scattering and 
absorption of light by cell walls. Therefore, to study the distribution of reporter fluorescent proteins in 
large organs typical for most plants, it is necessary to fix the plant material and prepare thick histolog-
ical sections with a vibrating-blade microtome. Chemicals traditionally used for fixing, dehydrating, 
and embedding of plant tissues samples lead to changes in the structure of fluorescent proteins and, as 
a result, often to the loss of their fluorescence. Therefore, it is important to optimize the protocols for 
fixing plant tissues, preparing sections, and studying the distribution of fluorescent proteins by laser 
scanning confocal microscopy. In this work, we propose a novel, integrated, and potentially universal 
approach to fixation of tissues of transgenic plants and preparation of sections in the course of studying 
the patterns of cellular response to auxin and expression of transcription factors using laser scanning 
confocal microscopy. Our aim was to sum up modern approaches to the application of this technique 
for visualization of tissue and cellular patterns of fluorescent reporter proteins distribution on sections 
of large non-model plants. The first step for using fluorescent proteins in plants is the generation of 
genetic constructs that carry the promoter of the gene of interest fused to a reporter gene encoding a 
fluorescent protein. For this, a transformation protocol has to be available for the selected plant species. 
We have described the use of Gateway® cloning technology for the construction of vectors for plant 
transformation that meet modern experimental requirements. To study auxin localization in vivo we 
developed a series of vectors with genes encoding various fluorescent proteins (eGFP, tdTomato, 
mRuby3) under the control of the auxin-sensitive DR5 promoter (E. Ilina et al., 2012). We now 
demonstrate the advantage of nuclear-targeted fluorescent proteins (mNeonGreen-H2B, tdTomato-
H2B, mRuby3-H2B), as well as the possibility of their application for additional visualization of cell 
nuclei in combination with highly specific cell wall staining using SCRI Renaissance2200. An effective 
method is presented for constructing vectors to study cell-specific expression patterns of developmental 
regulators using the transcription factor genes GATA24 (A. Kiryushkin et al., 2019) and LBD16 in some 
Cucurbitaceae species as examples. We also applied an expression cassette, pAtUBQ10::DsRED1 (E. 
Limpens et al., 2004), carrying a gene encoding red fluorescent protein under the control of a consti-
tutive promoter, to demonstrate the advantages of the use of fluorescent proteins in screening for 
transgenic vs. wild type roots. A new method of fixation and clearing of plant tissues containing reporter 
fluorescent proteins and preparation of sections is presented, using transgenic roots of Cucurbitaceae 
as an example. The advantage of using melted agarose compared to embedding media for orienting 
plant parts during the preparation of samples is revealed. The increased photostability of fluorescent 
proteins in sections due to the use of clearing reagent ClearSee (D. Kurihara et al., 2015) as a mounting 
medium is demonstrated. In sum, we apply a complex of several modern methodological approaches 
of sample preparation and laser scanning confocal microscopy that offers significant advantages for 
studying the developmental biology of large non-model plants. 
 
 

Keywords: agrobacterial transformation, fluorescent proteins, confocal microscopy, plant de-
velopment, transcription factors. 


