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Аннотация 

   С использованием метода линейного спектрального 

разделения сигналов изучено формирование апо-

пластных барьеров у ячменя (Hordeum vulgare) сорта 

Bowman и его почти изогенной линии BLP. 

При исследовании апопластных барьеров, окрашен-

ных флуоресцентным красителем берберином, 

автофлуоресценция клеточных стенок может затруд-

нять интерпретацию данных, полученных с помощью 

конфокальной лазерной сканирующей микроскопии. 

Для устранения этой проблемы были проанализиро-

ваны три стратегии применения алгоритмов линейно-

го спектрального разделения сигналов – автоматиче-

ское (слепое) разделение, разделение с использовани-

ем ROI и спектральный фингерпринтинг. В результате 

применения стратегии спектрального фингерпринтин-

га во всех случаях удалось добиться разделения 

сигналов, а также выявить различия в формировании 

апопластных барьеров в исследуемых корнях ячменя 

сорта Bowman и линии BLP. Было предположено, что 

данное различие обусловлено влиянием локуса black 

lemma and pericarp 1 (Blp1), который контролирует 

формирование черной окраски зерновки ячменя 

у линии BLP. Таким образом, примененный в данной 

работе подход – обнаружение и выделение целевого 

сигнала красителя берберина на фоне автофлуорес-

ценции, может быть использован в исследованиях 

механизмов устойчивости растений к ряду неблаго-

приятных факторов, влияющих на формирование 

апопластных барьеров. 

Ключевые слова 

   апопластные барьеры ◆ флуоресцентная микроскопия ◆ 

конфокальная лазерная сканирующая микроскопия (КЛСМ) 
◆ линейное спектральное разделение ◆ спектральный 

фингерпринтинг ◆ почти изогенные линии Bowman ◆ 

автофлуоресценция клеточных стенок 

Поступила в редакцию: 10.11.2025 

Принято в печать: 23.12.2025 

LINEAR SPECTRAL UNMIXING 

IN THE STUDY OF APOPLAST BARRIERS 

WITH CONFOCAL LASER 
SCANNING MICROSCOPY 

Galin I.R.1*, Demchenko K.N.2 
1 Ufa Institute of Biology of the Ufa Federal Research Centre 

of the RAS, Ufa, Russia 
2 Komarov Botanical Institute RAS, 

Saint Petersburg, Russia 
*E-mail: ilshat.rafkatovitch@gmail.com 

Abstract 

   The formation of apoplastic barriers in barley (Hordeum 

vulgare), the cultivar Bowman, and its near-isogenic line 

BLP was studied using the linear unmixing method. 

When studying apoplastic barriers stained 

with the fluorescent dye berberine, cell wall 

autofluorescence can complicate the interpretation of data 

obtained by confocal laser scanning microscopy. 

To address this issue, we evaluated three linear spectral 

unmixing strategies – blind unmixing, ROI-based 

unmixing, and spectral fingerprinting. The spectral 

fingerprinting strategy successfully separated signals 

in all cases, revealing differences in the apoplastic barrier 

formation between the Bowman and the BLP line. This 

difference was hypothesized to be caused by the influence 

of the black lemma and pericarp 1 (Blp1) locus, 

which controls the development of black pigmentation 

in the barley grain of the BLP line. Thus, the method 

employed in this study – detecting and isolating the target 

signal of the berberine dye against the autofluorescence 

background – can be used in research on plant resistance 

mechanisms to a variety of adverse factors that affect 

the formation of apoplastic barriers.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Автофлуоресценция различных молекул в растительных тканях может мешать 

исследованию развития органов растений с использованием флуоресцентных красителей, 

особенно если спектры эмиссии автофлуоресценции и флуорофора выбранного красителя 

перекрываются. В результате эмиссия автофлуоресценции маскирует сигнал флуорофора. 

В корнях одним из главных источников автофлуоресценции являются суберин и лигнин – 

биополимеры вторичной клеточной стенки, обладающие широким спектром флуоресценции 

вследствие наличия в составе множества типов флуорофоров [Donaldson 2020]. Лигнин 

придает прочность клеточной стенке, а суберин формирует водонепроницаемый барьер 

в эндодерме корня [Geng et al. 2013]. Эти биополимеры входят в состав поясков Каспари, 

которые формируют апопластные барьеры в корнях, тем самым блокируя апопластный путь 

движения воды и минералов для защиты растений от вредных веществ и патогенов [Schreiber 

et al. 1999, 2007; Geng et al. 2013]. Таким образом, формирование апопластных барьеров 

является ключевым механизмом адаптации растений к различным видам стресса 

и регуляцией транспорта воды и питательных веществ в корне, что определяет важность 

и актуальность изучения формирования поясков Каспари [Kim et al. 2018]. 

Суберин в апопластных барьерах, включая пояски Каспари, выявляют с помощью 

окрашивания разными красителями. Так, для световой микроскопии используют 

синтетический жирорастворимый азокраситель Sudan III [Zeier et al. 1999], а для выявления 

суберина во флуоресцентной микроскопии используют алкалоид растительного 

происхождения берберин [Soukup 2014]. Выбор в пользу берберина как флуоресцентного 

красителя оправдан тем, что пробоподготовка таких образцов обычно занимает меньше 

времени, что важно при экспресс-оценке формирования апопластных барьеров, а также 

позволяет использовать конфокальную лазерную сканирующую микроскопию (КЛСМ), 

обладающую лучшим пространственным разрешением по сравнению со световой 

микроскопией. 

Однако, при исследовании корней на наличие формирующихся поясков Каспари 

методом КЛСМ собственная автофлуоресценция клеточных стенок также существенно 

усложняет дальнейшую интерпретацию данных. Cуществуют различные способы решения 

данной проблемы, такие, как предварительное фотообесцвечивание (photobleaching) 

[Neumann, Gabel 2002] использование технологии Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy 

(FLIM) позволяющей регистрировать длительность флуоресценции после возбуждения 

[Wallrabe, Periasamy 2005], а также математических алгоритмов, к которым относится 

линейное спектральное разделение сигналов [Zimmermann et al. 2003; Kraus et al. 2007; Ilina 

et al. 2020]. Однако, фотообесцвечивание образцов под воздействием интенсивного 

источника света может повредить структуру образцов, а технология FLIM наиболее 

информативна при существенном различии между временем жизни целевого флуорофора 

и флуорофоров автофлуоресценции [Donaldson, Radotic 2013], поэтому данная работа была 

сосредоточена на изучении различных стратегий линейного спектрального разделения 

сигналов при исследовании формирования апопластных барьеров. 

В качестве объекта исследования была выбрана контрастная пара генотипов ячменя: 

сорт Bowman и его почти изогенная линия BLP, характеризующаяся чёрной пигментацией 

чешуй и перикарпа зерновки вследствие накопления меланиноподобных пигментов 

(фитомеланинов) [Glagoleva et al. 2017]. Почти изогенные линии Bowman (Bowman near-

isogenic lines, NILs) максимально схожи с референтным сортом, но несут небольшой 
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донорный сегмент (локус), что делает их удобными для изучения эффекта конкретного 

локуса без влияния общего генетического фона [Druka et al. 2011]. Известно, что линия BLP 

контролируется моногенно наследуемым локусом black lemma and pericarp 1 (Blp1) 

с плейотропным эффектом [Glagoleva et al. 2017]. В данном случае предполагается, что локус 

Blp1 обуславливает повышение экспрессии генов, кодирующих ферменты, которые 

участвуют в биосинтезе суберина и лигнина. Анализ РНК-секвенирования (RNA-seq) линии 

BLP показал изменение экспрессии генов, вовлечённых в биосинтез мономеров суберина, 

кутикулярного воска, кутина и начальных реакций биосинтеза фенилпропаноидов, 

что указывает на связь между пигментацией семени и повышением уровня фенольных 

соединений, а также их окислением [Glagoleva et al. 2022]. Также анализ 130 фенольных 

соединений методом ультра высокоэффективной жидкостной хроматографии с анализом на 

основе массы и фрагментации в тандемной масс-спектрометрии (УВЭЖХ МС/МС) выявил 

накопление в зерновках чёрнозерного ячменя сорта Erlenghei (тоже несущего локус Blp1) 

17 дифференциальных метаболитов по сравнению с белозерным ячменем, связанных с путём 

биосинтеза фенилпропаноидов (кофейная, феруловая, сирингиловая кислоты и др.) [Liu et al. 

2023]. Поскольку путь биосинтеза фенилпропаноидов поставляет предшественников для 

биосинтеза лигнина [Yao et al. 2021] и полифенольного домена суберина [Nomberg et al. 

2022], мы уделяем особое внимание влиянию локуса Blp1, на формирование апопластных 

барьеров, через изменения в пути биосинтеза фенилпропаноидов [Andersen et al. 2021]. 

Значительные различия в формировании апопластных барьеров в корнях чернозерного 

и белозерного ячменя, в свою очередь могут служить хорошим селективным маркером 

при отборе растений устойчивых к таким стрессам, как засоление, действие тяжелых 

металлов, проникновение патогенов, радиальная потеря кислорода и т.д. [Kim et al. 2018; 

Uddin et al. 2024]. 

Цель настоящей работы – оценить эффективность линейного спектрального 

разделения для выявления различий в формировании апопластных барьеров в корнях двух 

генотипов ячменя (Hordeum vulgare) Bowman и его почти изогенной линии BLP, 

отличающихся наличием меланиновой окраски колоса, посредством выделения сигнала 

красителя берберина из общего сигнала автофлуоресценции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объект исследования и получение растительного материала 

В работе использовали зерновки Ячменя обыкновенного (Hordeum vulgare L.) сорта 

Bowman (Bowman From Fargo, NGB 22812) и его почти изогенной линии i:BwBlp1 (Black 

lemma and pericarp 1.b, BW062, NGB 20470, далее линия BLP) из генного банка NordGen 

(www.nordgen.org), которые были любезно предоставлены коллегами из Института 

цитологии и генетики СО РАН. Зерновки проращивали в темноте в течение трех суток, 

а далее выращивали на светоплощадке при 14-часовом фотопериоде и освещенности 

400 мкмоль м−2 с−1, на плотиках, помещенных на 10% модифицированную среду Хогланда-

Арнона-I (0.5 мМ KNO3, 0.5 мМ Ca(NO3)2, 0.1 мМ KH2PO4, 0.1 мМ MgSO4, 0.5 мМ CaSO4) 

в течение 12 суток. Детально технология выращивания описана ранее [Vysotskaya 

et al. 2020]. 

Пробоподготовка растительного материала 

В работе анализировали сегменты из трех зон центрального корня проростков: 

сегмент кончика корня (0.5 см от кончика корня), сегмент средней части корня, далее 
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средняя зона (на удалении 5 – 6 см от кончика корня) и сегмент в 2 см от перехода корня 

в побег, далее базальная зона (на удалении 9 – 10 см от кончика корня). 

Приготовление поперечных срезов проводили как описано в работе [Kitaeva et al. 

2016] с некоторыми модификациями. Сегменты корней фиксировали в 3% 

параформальдегиде в фосфатно-солевом буфере (PBS, Phosphate-Buffered Saline; 137 мM 

NaCl, 2.7 мM KCl, 10 мM Na2HPO4, 1.8 мM KH2PO4; pH=7.4) под вакуумом (10 мбар) 

в течение 1 ч и далее 24 ч без вакуума при температуре 4℃. После фиксации сегменты 

корней отмывали в PBS и далее заключали в 2% агарозный гель для последующего 

получения поперечных срезов на микротоме с вибрирующим лезвием Leica VT1200S (Leica 

Biosystems, США). 

Полученные поперечные срезы корней толщиной 50 мкм окрашивали на суберин 

и лигнин – 0.1% бисульфатом берберина (ЗАО "Вифитех", Оболенск, Россия) в H2Oдист 

(масса/объем, м/о) в течение 1 ч с последующим подкрашиванием контрастирующим 

красителем на клеточные стенки для уменьшения фоновой автофлуоресценции – 0.5% 

толуидиновым синим O (ООО "Диаэм", Москва, Россия) в H2Oдист (м/о) в течение 10 мин 

[Soukup et al. 2007]. Окрашенные срезы помещали на предметные стекла и заключали 

под покровные стекла в растворе 50% глицерина в H2Oдист (объем/объем, о/о) с добавлением 

6.17 мМ FeCl3 для стабилизации красителя [Lux et al. 2015]. 

Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия 

Срезы анализировали на конфокальном лазерном сканирующем микроскопе Olympus 

Fluoview FW3000 (Olympus, Япония) с использованием объектива Olympus UPLSAPO 

40x/NA 0.95, при возбуждении (Ex) лазером 488 нм [Man et al. 2018; Song et al. 2019] и длине 

волны эмиссии Em – 500–590 нм. Получение серии изображений (λ-стек) проводили с шагом 

5 нм. 

Документация изображений 

Документацию изображений и применение алгоритмов линейного спектрального 

разделения к полученным сериям изображений выполняли с помощью программного 

обеспечения Olympus FV31S‑SW (Olympus). 

Стратегии применения алгоритма линейного спектрального разделения 

Для выявления окрашивания берберином апопластных барьеров на срезах корней 

ячменя, при имеющейся автофлуоресценции клеточных стенок, применяли алгоритмы 

линейного спектрального разделения сигналов [Zimmermann et al. 2003]. При этом 

при разделении спектров берберина и автофлуоресценции были испытаны три стратегии. 

Первая стратегия основана на автоматическом (слепом) способе разделения спектров: 

алгоритм находит независимые компоненты и выделяет спектры из общего полученного 

сигнала, обеспечивая быстрый результат и минимальные предпосылки к структуре сигнала 

[Neher et al. 2009]. Вторая стратегия заключается в выборе зоны интереса (ROI, Region 

of Interest) и поиске той зоны, где предполагается наличие сигнала целевого флуорофора, 

после чего алгоритм применяется к выделенной области для демонстрации источников 

разделения. Этот подход позволяет выделить несколько спектров из общего сигнала 

и впоследствии работать с ними отдельно. Третья стратегия предполагает использование 

эталонного спектра как образца для разделения, где источник для разделения заранее 

выделяется и записывается в виде эталонного спектра, который затем используется 
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алгоритмом. Данная стратегия известна под названием спектральный фингерпринтинг 

[Dickinson et al. 2001]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  

Анализ флуоресценции берберина с применением стандартного канального метода 

лазерной сканирующей конфокальной микроскопии 

На поперечных срезах трех зон корня ячменя сорта Bowman и линии BLP после 

окрашивания суберина берберином и подкрашивания клеточных стенок толуидиновым 

синим с целью снижения их автофлуоресценции в желто-зеленой области спектра были 

получены изображения в диапазоне длин волн 500–590 нм (Рис. 1). Флуоресценцию 

наблюдали в клеточных стенках всех тканей корня, что затрудняет интерпретацию 

специфического окрашивания апопластных барьеров. 

Рисунок 1. Визуализация флуоресценции берберина в различных зонах корня ячменя 

с использованием конфокальной лазерной сканирующей микроскопии в канальном 

(стандартном) режиме. Поперечные срезы 12-ти суточных проростков ячменя сорта Bowman 

(а, б, в) и линии BLP (г, д, е), полученные на вибратоме из трех зон корня, были окрашены 

берберином и подкрашены толуидиновым синим. Длина волны возбуждения – 488 нм, диапазон 

детекции флуоресценции – 500–590 нм. а, г – кончик корня; б, д – средняя часть корня; в, е – 

базальная часть корня. Масштабная линейка – 30 мкм. 

Использование алгоритмов линейного спектрального разделения сигналов для 

визуализации флуоресценции берберина 

Для определения мест с преимущественным окрашиванием берберином были 

получены спектральные серии изображений (λ-стеки) поперечных срезов корня ячменя в 

трёх зонах корня (Рис. 3–5). В системе Olympus FV31S-SW доступно несколько способов 

спектрального разделения сигнала, соответствующих разным стратегиям, см. раздел 

«Материалы и методы». В нашем исследовании были протестированы три стратегии, но на 
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изображениях Рис. 3–5 приведены результаты стратегии спектрального фингерпринтинга, 

которая показала наилучшую эффективность во всех случаях применения и может быть 

рекомендована нами к применению при сходных условиях. При применении стратегий с 

использованием слепого источника разделения и разделения с использованием ROI, 

успешного разделения удалось добиться только для корней линии BLP в средней и базальной 

зоне (Дополнительные материалы: Рис Д1, Д2). Для сорта Bowman не удалось добиться 

однозначного и воспроизводимого разделения в тех же зонах корня (Дополнительные 

материалы: Рис. Д3, Д4). Для получения воспроизводимого разделения после применения 

двух стратегий была применена стратегия спектрального фингерпринтинга, для которой 

требуется получение эталонов источников флуоресценции входящих в общий сигнал. 

Получение эталонного спектра флуоресценции берберина 

Для идентификации спектра флуоресценции берберина при последующем линейном 

разделении сигналов, а также для применения стратегии спектрального фингерпринтинга, 

нами был получен эталонный спектр суберина пробкового слоя коры дуба пробкового 

(Quercus suber), окрашенного бисульфатом берберина (Рис. 2). При возбуждении лазером 

488 нм эмиссию суберинизированного слоя коры дуба, окрашенного берберином, наблюдали 

на всем исследованном диапазоне 500–585 нм с пиком в 520–525 нм (Рис. 2). По данным 

литературы эмиссия флуорофора водного раствора берберина находится в диапазоне 450–

700 нм [Díaz et al. 2009]. В качестве контроля, при тех же условиях, были получены спектры 

разделения общего сигнала излучения суберина пробкового слоя коры дуба пробкового, 

который окрасили только толуидиновым синим. С сигнатурами полученных спектров можно 

ознакомиться в дополнительных материалах (Дополнительные материалы: Рис. Д5). 

Рисунок 2. Нормализованый спектральный профиль суберина 

пробкового слоя коры дуба, окрашенной берберином и толуидиновым 

синим. λ-стек получен в диапазоне длины волны 500–585 нм (ось x) с 

шагом 5 нм, длина волны лазера возбуждения– 488 нм. 
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Линейное спектральное разделение сигналов в зоне кончика корня у сорта Bowman 

и линии BLP 

В зоне кончика корня разделение сигналов оказалось возможным только благодаря 

стратегии спектрального фингерпринтинга (Рис. 3), тогда как попытки применения других 

стратегий как у сорта Bowman (Дополнительные материалы: Рис. Д6), так и у линии BLP 

(Дополнительные материалы: Рис. Д7) не показали результата. Анализ результатов работы 

применения алгоритма спектрального фингерпринтинга выявил наличие разделения 

сигналов, что можно увидеть при сравнении зон кончика корня, полученных до (Рис. 1а, 1г) 

и после разделения сигналов (Рис. 3б, 3д). После применения стратегии спектрального 

фингерпринтинга мы наблюдали существенное различие в окрашивании берберином 

(зеленый канал) (Рис. 3б, 3д) и толуидиновым синим (красный канал) (Рис. 3а, 3г). 

Толуидиновый синий окрашивал все клеточные стенки клеток кончика корня как у сорта 

Bowman, так и у линии BLP (Рис. 3б, 3д). Анализ тепловых карт с цветовой кодировкой 

интенсивности сигнала флуоресценции в зеленом канале не выявил существенной разницы 

между формированием апопластных барьеров у сорта Bowman и линии BLP (Рис. 3в, 3е). 

Берберин окрашивал преимущественно сосуды ксилемы примерно с одинаковой 

интенсивностью у исследуемых образцов сорта Bowman и линии BLP. 

Рисунок 3. Визуализация флуоресценции берберина в апикальной части корня ячменя сорта 

Bowman (а, б, в) и линии BLP (г, д, е) с использованием алгоритма линейного спектрального 

разделения сигналов. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия в спектральном 

режиме (λ-стек). Зеленый канал – флуоресценция берберина, красный канал – флуоресценция 

клеточных стенок окрашенных толуидиновым синим. Для зеленого канала приведена тепловая 

карта интенсивности сигнала флуоресценции (в, е). Условные обозначения: 1 – сосуды 

периферической метаксилемы; 2 – формирующиеся пояски Каспари. Масштабная линейка – 

30 мкм. 
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Линейное спектральное разделение сигналов в средней зоне корня сорта Bowman 

и линии BLP  

В средней зоне корня у сорта Bowman добиться разделения удалось только 

при применении стратегии спектрального фингерпринтинга (Рис. 4а, 4б), в то время 

как реализация способа автоматического применения алгоритма линейного спектрального 

разделения сигналов и способа с использованием ROI не дала результатов (Дополнительные 

материалы: Рис Д3, Д4). 

У линии BLP в средней зоне корня разделение было успешным при всех примененных 

стратегиях (Рис. 4г, 4д; Дополнительные материалы: Рис. Д1, Д2). На Рис. 4 представлены 

результаты разделения сигналов после применения стратегии спектрального 

фингерпринтинга в средней зоне корня ячменя сорта Bowman и линии BLP, где видна 

значительная разница между зеленым и красным каналами. Анализ тепловых карт с цветовой 

кодировкой интенсивности сигнала флуоресценции в зеленом канале показал существенную 

разницу между формированием апопластных барьеров у сорта Bowman и линии BLP 

(Рис. 4в, 4е). Так пояски Каспари и сосуды метаксилемы в средней зоне корня у линии BLP 

были окрашены интенсивнее, чем у сорта Bowman, а окрашивание центрального сосуда 

метаксилемы наблюдали только у линии BLP. 

Рисунок 4. Визуализация флуоресценции берберина в средней части корня ячменя сорта 

Bowman (а, б, в) и линии BLP (г, д, е) с использованием алгоритма линейного спектрального 

разделения сигналов. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия в спектральном 

режиме (λ-стек). Зеленый канал – флуоресценция берберина, красный канал – флуоресценция 

клеточных стенок окрашенных толуидиновым синим. Тепловая карта интенсивности сигнала 

флуоресценции для зеленого канала – в, е. Условные обозначения: 1 – сосуды периферической 

метаксилемы; 2 – пояски Каспари; 3 – центральный сосуд метаксилемы. Масштабная линейка 

– 30 мкм. 
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Линейное спектральное разделение сигналов в базальной зоне корня сорта Bowman 

и линии BLP 

В базальной зоне корня ячменя сорта Bowman разделение оказалось возможным 

только благодаря стратегии спектрального фингерпринтинга (Рис. 5а, 5б), а с помощью 

остальных стратегий разделения добиться не удалось (Дополнительные материалы: Рис. Д3, 

Д4). У линии BLP все стратегии показали хорошее разделение (Рис. 5г, 5д; Дополнительные 

материалы: Рис. Д1, Д2). На Рис. 5 представлены результаты разделения сигналов после 

применения стратегии спектрального фингерпринтинга в базальной зоне корня ячменя 

у сорта Bowman и линии BLP. В базальной зоне корня анализ тепловых карт с цветовой 

кодировкой интенсивности сигнала флуоресценции в зеленом канале выявил существенную 

разницу между формированием апопластных барьеров у сорта Bowman и линии BLP 

(Рис. 5в, 5е). У линии BLP пояски Каспари и сосуды периферической метаксилемы были 

окрашены интенсивнее, чем у сорта Bowman, а окрашивание центрального сосуда 

метаксилемы было обнаружено только у линии BLP. 

Рисунок 5. Визуализация флуоресценции берберина в базальной части корня ячменя сорта 

Bowman (а, б, в) и линии BLP (г, д, е) с использованием алгоритма линейного спектрального 

разделения сигналов. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия в спектральном 

режиме (λ-стек). Зеленый канал – флуоресценция берберина, красный канал – флуоресценция 

клеточных стенок, окрашенных толуидиновым синим. Тепловая карта интенсивности сигнала 

флуоресценции для зеленого канала – в, е. Условные обозначения: 1 – пояски Каспари; 2 – 

сосуды периферической метаксилемы; 3 – центральный сосуд метаксилемы. Масштабная 

линейка – 30 мкм. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Анализ изображения корней сорта Bowman и линии BLP без применения линейного 

спектрального разделения сигналов 

Проведенный нами анализ изображений корней, окрашенных берберином, в общем 

сигнале не выявил различий в формировании апопластных барьеров между сортом Bowman 

и линией BLP, несущей локус Blp1, обеспечивающий наличие меланиновой окраски колоса 

(Рис. 1). Ранее, в работе Иванова с соавт. [2024], авторы анализировали изображения 

без последующего разделения сигналов. Однако, при сравнении полученных результатов 

формирования апопластных барьеров у нескольких почти изогенных линий различия 

удалось установить лишь у линии gBLP (в паре сравнения с Bowman), которая также 

относится к чернозерным линиям ячменя. При этом контраста между сортом Bowman 

и линией BLP выявлено не было, что соответствует нашим результатам при получении 

изображений без применения алгоритмов линейного спектрального разделения сигналов 

(Рис. 1), где эмиссия автофлуоресценции маскирует сигнал берберина. 

Маскирующее действие автофлуоресценции в растительных образцах 

В работе Brundrett с соавт. [1988] при получении изображений срезов корней 

Чистотела большого (Chelidonium majus), сочетание окрашивания берберином 

с окрашиванием контрастирующим красителем (анилиновый синий) снижало 

автофлуоресценцию стенок сосудов ксилемы и субериновых ламелл эндодермы, 

что позволило визуализировать свечение в области радиальных стенок поясков Каспари. 

В нашем эксперименте ожидалось, что применение контрастирующего красителя 

толуидинового синего также позволит выявить характерную структуру поясков Каспари, 

который наряду с анилиновым синим, голубым Эванса и кристаллическим фиолетовым 

также снижает автофлуоресценцию клеточных стенок в зеленой и желто-зеленой областях 

спектра и применяется в сочетании с окрашиванием берберином [Soukup 2014]. Однако, 

в наших образцах при использовании конфокальной микроскопии в канальном режиме 

заметного снижения уровня автофлуоресценции не наблюдалось (Рис. 1). Исходя из этого, 

мы применили метод линейного спектрального разделения для выявления характерного 

для поясков Каспари свечения радиальных стенок (Рис. 3–5). 

Анализ флуоресценции суберина и берберина с применением алгоритмов линейного 

спектрального разделения сигналов 

В нашей работе были использованы различные алгоритмы линейного спектрального 

разделения сигналов – автоматический (слепой) способ, выбор области интереса (ROI) 

и спектральный фингерпринтинг. Однако не все стратегии спектрального разделения дали 

положительный результат. Выбор стратегии при разделении сигналов может быть сделан 

исходя из различных условий. Автоматический способ разделения и способ 

с использованием области интереса (ROI), предложенные ранее [Neher et al. 2009], хорошо 

показали себя в нашей работе у линии BLP в базальной и средней зонах корня, 

где получаемые нормализованные графики (Дополнительные материалы: Рис. Д1, Д2) 

хорошо повторяли выделенный спектральный профиль пробки дуба окрашенной берберином 

(Рис. 2). Такой результат, прежде всего, связан с высоким уровнем интенсивности целевого 

сигнала у линии BLP. При этом, в базальной и средней зонах корня сорта Bowman, 

при применении автоматического способа разделения, а также выделения спектра 

с помощью указания ROI, сигнал не был разделен (Дополнительные материалы: Рис. Д3, Д4). 

Однако, сигнал был успешно разделен при применении стратегии спектрального 
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фингерпринтинга (Рис. 3–5). Поскольку стратегия спектрального фингерпринтинга может 

быть применена даже, когда уровень целевого сигнала не обладает достаточно высокой 

интенсивностью, мы предполагаем, что в случае с корнями ячменя сорта Bowman, эмиссия 

красителя была недостаточно интенсивной по отношению к имеющейся автофлуоресценции 

для того, чтобы она могла быть выделена с помощью применения стратегий автоматического 

разделения и разделения с использованием ROI. У линии BLP (что также верно и для сорта 

Bowman) проблемы при разделении возникли в зоне кончика корня, где целевой сигнал стало 

возможно разделить также, лишь благодаря стратегии спектрального фингерпринтинга 

(Рис. 3), тогда как при применении других стратегий сигнал не был разделен 

(Дополнительные материалы: Рис Д6, Д7).  

В данной работе благодаря применению линейного спектрального разделения 

сигналов удалось впервые добиться визуального различия между сортом Bowman и линией 

BLP, что говорит об эффективности применяемого подхода. Результаты позволяют говорить 

об эффективности метода линейного спектрального разделения даже для флуорофора 

с низким квантовым выходом, какой показывает берберин [Díaz et al. 2009]. Эмиссия 

берберина была также успешно сепарирована от имеющейся автофлуоресценции клеточных 

стенок корней ячменя, которая, судя по литературным данным, находится в схожем 

диапазоне длины волны автофлуоресценции лигнина [Donaldson 2020]. 

Анализ влияния локуса Blp1 на формирование апопластных барьеров 

Полученные данные указывают на различия в окрашивании корней ячменя в средней 

и базальной зонах между сортом Bowman и линией BLP, что, учитывая объект исследования, 

вероятно связано с влиянием локуса Blp1. В обоих генотипах наблюдали формирование 

апопластных барьеров, однако у линии BLP, несущей локус Blp1 на изображениях срезов 

корней после применения линейного спектрального разделения сигналов, было обнаружено 

более интенсивное окрашивание поясков Каспари (Рис. 4, 5), по сравнению с сортом 

Bowman, что может свидетельствовать о влиянии локуса Blp1 на процессы 

как суберинизации, так и лигнификации при формировании апопластных барьеров в корнях. 

Ранее было показано, что наличие локуса Blp1 ответственно за повышение экспрессии генов, 

включенных в фенилпропаноидный путь и синтез мономера суберина, а также за накопление 

в семенах чернозерного ячменя метаболитов, участвующих в фенилпропаноидном пути 

[Glagoleva et al. 2022; Liu et al. 2023]. Поскольку синтез суберина и лигнина связаны 

с фенилпропаноидным путем [Yao et al. 2021; Nomberg et al. 2022], выявленные в нашем 

исследовании различия в формировании апопластных барьеров также могут быть следствием 

влияния локуса Blp1 на фенилпропаноидный путь через влияние на формирование 

вторичной клеточной стенки. 

Поскольку в поясках Каспари суберин и лигнин могут присутствовать одновременно 

[Schreiber et al. 1999], а берберин, согласно литературным данным, может окрашивать оба 

биополимера [Piccinini et al. 2024], то в дальнейшем, для разделения вклада суберина 

и лигнина в наблюдаемое окрашивание, целесообразно провести дифференциальное 

окрашивание апопластных барьеров на суберин и лигнин. Количественное определение 

относительного содержания лигнина в корнях сорта Bowman и линии BLP также может 

служить дополнительным доказательством влияния локуса Blp1 на формирование 

апопластных барьеров. 

Формирование апопластных барьеров, как известно, предотвращает 

неконтролируемое проникновение токсичных веществ с током воды в растение [Kim et al. 
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2018; Uddin et al. 2024]. Поэтому исследования влияния локуса Blp1 на формирование 

апопластных барьеров являются перспективными при изучении устойчивости злаковых 

культур к различным стрессовым факторам, таким как, засуха, засоление или затопление, 

где скорость формирования апопластных барьеров может служить хорошим селективным 

маркером. Возможность быстрого выявления апопластных барьеров с помощью 

окрашивания флуоресцентными красителями, с последующим линейным спектральным 

разделением, при этом, является надежным подходом при подобном отборе.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Эффективность применения метода конфокальной лазерной сканирующей 

микроскопии с последующим линейным спектральным разделением сигналов была показана 

для модельных растений ячменя обыкновенного, которые различались наличием локуса Blp1. 

При этом было показано, что присутствие локуса Blp1 усиливает формирование апопластных 

барьеров. Кроме того, была показана эффективность различных стратегий применения 

алгоритмов линейного спектрального разделения, а стратегия спектрального 

фингерпринтинга может быть рекомендована для подобных исследований как одна 

из наиболее успешных во всех случаях ее применения, так как обладает достаточной 

чувствительностью для выявления существующих различий. Метод в целом рекомендуется 

для исследований, связанных со скоростью формирования апопластных барьеров, которая 

может служить селективным маркером устойчивости растений к различным видам стрессам. 
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ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ 

 

Рисунок Д1: Нормализованные графики эмиссии после применения слепого 

способа разделения (Blind Unmixing) в корнях линии BLP средней (сверху) 

и базальной (снизу) зоны окрашенных берберином и толуидиновым синим. 

Таблица справа от графиков показывает длину волны эмиссии 

и нормализованную интенсивность флуоресценции для графика, 

обозначенного зеленым цветом. 
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Рисунок Д2: Нормализованные графики эмиссии после применения разделения способом 

обозначения зоны интереса (ROI – region of interest) в корнях линии BLP средней (сверху) 

и базальной (снизу) зоны окрашенных берберином и толуидиновым синим. 1A и 2A – ROI, 

для которых рассчитаны графики справа. 
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Рисунок Д3: Нормализованные графики эмиссии после 

применения слепого способа разделения (Blind Unmixing) 

в корнях сорта Bowman средней (сверху) и базальной (снизу) 

зоны окрашенных берберином и толуидиновым синим. 

Таблица справа от графиков показывает длину волны 

эмиссии и нормализованную интенсивность флуоресценции 

для графика, обозначенного зеленым цветом. 
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Рисунок Д4: Нормализованные графики эмиссии после применения разделения способом 

обозначения зоны интереса (ROI – region of interest) в корнях сорта Bowman в средней (сверху) 

и базальной (снизу) зоны окрашенных берберином и толуидиновым синим. 1A и 2A – ROI, 

для которых рассчитаны графики справа.  
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Рисунок Д5: Нормализованные графики эмиссии пробкового слоя коры дуба пробкового 

(Quercus suber), окрашенного толуидиновым синим, после применения разделения 

с использованием ROI (а) и слепого способа разделения (б). Для (а): 1A – ROI, для 

которого рассчитан график (справа). Для (б): Таблицы справа от графиков показывают 

соответствие длины волны нормализованной интенсивности флуоресценции. 
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Рисунок Д6: Нормализованные графики эмиссии после применения разделения способом 

обозначения зоны интереса (ROI – region of interest) в зоне кончика корня сорта Bowman, 

окрашенных берберином и толуидиновым синим, после применения разделения 

с  использованием ROI (а) и слепого способа разделения (б). Для (а): 1A и 2A – ROI, для которого 

рассчитаны графики (справа). Для (б): Таблицы справа от графиков показывают соответствие 

длины волны нормализованной интенсивности флуоресценции. 
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Рисунок Д7: Нормализованные графики эмиссии после применения разделения способом 

обозначения зоны интереса (ROI – region of interest) в зоне кончика корня линии BLP, 

окрашенных берберином и толуидиновым синим, после применения разделения с 

использованием ROI (а) и слепого способа разделения (б). Для (а): 1A и 2A – ROI, для 

которого рассчитаны графики (справа). Для (б): Таблицы справа от графиков 

показывают соответствие длины волны нормализованной интенсивности флуоресценции. 
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