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Открытие микротрубочек в растениях, а также их последующее изучение было связано 
с использованием электронной микроскопии. В дальнейшем разрабатывались способы визуализа-
ции цитоскелета в растительной клетке посредством иммунолокализации с применением флуо-
ресцентной и лазерной сканирующей конфокальной микроскопии (K. Celler с соавт., 2016). Все 
перечисленные методы предполагают фиксацию анализируемого биологического материала. Од-
нако тубулиновый цитоскелет — крайне динамичная структура, поэтому в последние годы актив-
но развиваются методики прижизненного наблюдения микротрубочек с помощью флуоресцентных 
белков (K. Celler с соавт., 2016). Тем не менее, иммуногистохимический анализ все еще остается 
востребованным (J. Dyachok с соавт., 2016) в силу ряда причин. Так, прижизненные наблюдения 
ограничены клетками поверхностных слоев органов и тканей (корневые волоски, эпидерма) 
(F.M. Perrine-Walker с соавт., 2014; J. Dyachok с соавт., 2016). Более того, у многих видов рас-
тений размеры их органов намного крупнее, чем у Arabidopsis thaliana, что делает невозможным 
проведение анализа изменений в организации цитоскелета in vivo (J. Dyachok с соавт., 2016). 
Еще один ограничивающий фактор — трудности с проведением трансформации у некоторых ви-
дов растений, в частности у гороха (Pisum sativum) (A. Iantcheva с соавт., 2013). Поэтому сохра-
няется актуальность оптимизации протокола фиксации растительного материала для эффектив-
ного использования иммуногистохимического анализа тубулинового цитоскелета. Нами было 
показано, что такая оптимизация важна при вовлечении в исследования новых видов бобовых 
растений. Так, разработанный нами ранее протокол фиксации для гороха потребовал изменений 
при анализе паттерна микротрубочек в клубеньках Medicago truncatula. Модификации в исполь-
зуемом протоколе фиксации могут быть также необходимы при исследовании различных мутан-
тов по симбиотическим генам у одного вида растений, так как такие мутации могут оказывать 
сильное влияние на физико-химические свойства тканей клубенька. Мы использовали разные 
протоколы фиксации для линии дикого типа M. truncatula A17, мутанта dnf-1 и мутантов efd-1 и 
TR3 (ipd3). Кроме того, в представляемой работе показано, что приготовление срезов фиксирован-
ных клубеньков с помощью микротома с вибрирующим лезвием позволяет значительно повысить 
сохранность структуры тубулинового цитоскелета по сравнению с использованием фиксированных 
образцов, заключенных в воск Стидмана, и последующим получением срезов на ротационном мик-
ротоме. Как оказалось, возраст клубеньков тоже существенно влияет на результаты визуализации 
тубулинового цитоскелета. При сравнении его паттернов тубулинового цитоскелета в разных типах 
клеток важную роль играет количественный анализ. Мы показали, что для такого анализа перспек-
тивно использование программы MicroFilament Analyzer (E. Jacques с соавт., 2013) с дополнитель-
ными сценариями проверки частоты встречаемости микротрубочек с определенной ориентацией. 
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Изучение организации тубулинового цитоскелета началось с ис-
пользования методов электронной микроскопии, которые позднее были 
дополнены иммуногистохимическим анализом с применением флуорес-
центной и лазерной сканирующей конфокальной микроскопии (1). Все 
эти приемы предполагают фиксацию биологического материала. В то же 
время тубулиновый цитоскелет представляет собой динамичную структуру, 
поэтому широкое распространение получили подходы, основанные на 
изучении микротрубочек с использованием флуоресцентных белков in vivo 
(1). Тем не менее, иммунолокализация микротрубочек в растительных 
клетках остается востребованной (2). Это обстоятельство объясняется тем, 
что прижизненные наблюдения микротрубочек ограничены поверхност-
ными слоями клеток (корневые волоски, эпидерма), размер многих орга-
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нов растений превышает таковой у Arabidopsis thaliana (2). Кроме того, су-
ществуют методические трудности с трансформацией многих растений (2). 
Так, до сих пор не разработан протокол эффективной трансформации для 
гороха (3). Немаловажен и тот факт, что фиксация позволяет визуализиро-
вать организацию элементов цитоскелета, которую не всегда удается выявить 
с помощью флуоресцентных белков в прижизненных наблюдениях (4).  

Исследования тубулинового цитоскелета в симбиотических клу-
беньках также начинались с применения электронной микроскопии (5). В 
последующие годы с использованием иммунолокализации и флуоресцент-
ной и лазерной сканирующей конфокальной микроскопии выявили орга-
низацию микротрубочек в корневых волосках при формировании инфекци-
онных нитей, а также примордия симбиотического клубенька у Medicago 
sativa и M. truncatula (6). В дальнейшем было изучено изменение тубулино-
вого цитоскелета при формировании и росте инфекционной нити в кор-
невых волосках M. truncatula и Lotus japonicus с помощью флуоресцентных 
белков in vivo (7-10).  

Методы иммуногистохимического анализа с флуоресцентной и ла-
зерной сканирующей конфокальной микроскопией, а также электронная 
просвечивающая микроскопия использовались при исследованиях тубули-
нового цитоскелета в клубеньках разных видов бобовых растений. В резуль-
тате были выявлены паттерны микротрубочек в зрелых клубеньках M. trun-
catula (11), Glycine max (12), Pisum sativum (13), Lupinus albus (14). Тем не 
менее, в этих работах отсутствует детальное описание трехмерной органи-
зации микротрубочек, особенно вокруг инфекционных нитей и инфекци-
онных капель (15). 

В проведенных ранее исследованиях структурной организации мик-
ротрубочек в зрелых клубеньках один подход заключался в том, что тол-
стые срезы получали вручную, фиксировали и проводили визуализацию 
тубулинового цитоскелета (12-14). Другой подход включал фиксацию клу-
беньков с последующим заключением их в воск Стидмана (16), приготовле-
ние серийных срезов, которые после регидратации использовали для имму-
нолокализации (6). 

В настоящей работе мы впервые представили усовершенствован-
ный способ фиксации клубеньков, сравнили возможность приготовления 
срезов с использованием заключающих сред и срезов фиксированных клу-
беньков, получаемых с применением микротома с вибрирующим лезвием, 
оптимизировали методику иммунолокализации и метод количественного 
анализа тубулинового цитоскелета. 

Наша цель состояла в разработке подхода для исследования тубу-
линового цитоскелета в клубеньках бобовых растений.  

Описание методики. Оптимизация способа фиксации клу-
беньков. Для изучения организации тубулинового цитоскелета в клубень-
ках гороха за основу брали модифицированную методику фиксации кор-
ней кукурузы (17). Нами предложена новая методика фиксации симбио-
тических клубеньков (18). Клубеньки гороха инкубировали 7 мин под 
вакуумом и 15 мин без вакуума в фиксирующем растворе (3 % формальде-
гид («Ted Pella», США), 0,25 % глутаральдегид («Ted Pella», США), 0,3 % 
Tween 20 («Sigma-Aldrich», США), 0,3 % Triton X-100 («Хеликон», Россия) 
в 1/3 концентрации буфера MTSB (50 мМ пиперазин-N,N'-бис(2-этансуль-
фоновая кислота («AMRESCO, Inc.», США), 5 мM MgSO4 и 5 мM эти-
ленгликоль-бис(2-аминоэтиловый эфир)-N,N,N',N'-тетрауксусная кислота 
(«GERBU Biotechnik GmbH», Германия), pH 6,9), процедуру повторяли 6-
7 раз. После этого клубеньки оставляли на ночь при 4 С.  
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Оптимизация методики заключения в воск Стидмана. По-
сле фиксации клубеньки промывали в буфере 1/3 MTSB 3 раза по 20 мин 
и заключали в воск Стидмана (16) по M. Stumpe с соавт. (19) с модифика-
циями. Для дегидратации материала использовали серию последователь-
ных концентраций этанола (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 и 96 %), дли-
тельность обработки первыми четырьмя концентрациями — соответствен-
но 10, 20, 30 и 40 мин, для последующих — 50 мин. Окрашивание образ-
цов 0,1 % толуидиновым синим в этаноле выполняли в течение ночи. По-
сле 2-кратной отмывки (1 ч, 96 % этанол) клубеньки проводили через воз-
растающие концентрации воска Стидмана (10, 20, 35, 50, 65 и 80 %) в 
смеси с этанолом (40 С, время инкубации на каждом этапе — 2 ч). Далее 
материал погружали на ночь в 100 % воск Стидмана при 40 С, затем пе-
реносили в свежий 100 % воск Стидмана, после 2 ч инкубации в котором 
клубеньки раскладывали в формы, заливали 100 % воском Стидмана. Полу-
ченные блоки с клубеньками выдерживали при 4 С в течение 30 мин и го-
товили серийные срезы толщиной 16 мкм с помощью ротационного мик-
ротома HM360 («Microm», Германия).  

Вместо заключения клубеньков в воск Стидмана также использова-
ли толстые (50 мкм) срезы без заливки в среду. Для этого клубеньки после 
фиксации промывали в 1/3 MTSB, заключали в блоки 3 % агарозы («Хели-
кон», Россия) и готовили серийные срезы толщиной 50 мкм на микротоме 
с вибрирующим лезвием HM650V («Microm», Германия), после чего препа-
раты промывали в 1/3 MTSB. 

Оптимизация метода иммунолокализации. С этой целью 
модифицировали соответствующие протоколы, описанные F. Baluška с со-
авт. (17) и M. Stumpe с соавт. (19). Полученные срезы помещали на сила-
низированные стекла, покрытые яичным белком, и расправляли добавлени-
ем дистиллированной воды. После высушивания препаратов при комнатной 
температуре заливочную среду удаляли 3-кратной обработкой в 96 % этано-
ле в течение 10 мин, затем в 70 и 40 % этаноле по 10 мин с завершающей 
2-кратной инкубацией в 1/3 MTSB в течение 15 мин. Для предотвращения 
неспецифического связывания срезы инкубировали в блокирующем рас-
творе (5 % бычий сывороточный альбумин, BSA), 0,5 % нормальная козья 
сыворотка («Sigma-Aldrich», США), 0,2 % рыбий желатин — cold water fish 
skin gelatin («Sigma-Aldrich», США) в 1/3 MTSB) в течение 30 мин при 28 С 
и в растворе ацетилированного BSA («Sigma-Aldrich», США) (2 мг/мл) в 
буфере TBS (50 мМ Tris-HCl, 150 мМ NaCl, pH 7,5) в течение 30 мин при 
28 С. Для визуализации тубулина срезы инкубировали в течение ночи при 
4 С с мышиными моноклональными первичными антителами к -тубу-
лину (клон DM1A) («Sigma-Aldrich», США) в разведении 1:1000 в 1 % BSA 
в TBS. Препараты промывали 5 раз по 10 мин в буфере TBS, блокировали 
в растворе 5 % BSA в TBS при 28 С и инкубировали со вторичными 
козьими антителами к мышиному -глобулину, конъюгированными с Alexa 
Fluor 488 («Life Technologies», США), в разведении 1:500 в TBS при 28 С в 
течение 90 мин. Затем срезы промывали в TBS 3 раза по 10 мин, окраши-
вали йодидом пропидия (0,5 мкг/мл) в течение 7 мин для визуализации 
ядер и бактерий, еще раз промывали в TBS 3 раза по 10 мин и помещали 
под покровные стекла в заключающую среду ProLong Gold® antifade reagent 
(«Thermo Fisher Scientific», США).  

Паттерн микротрубочек в клетках клубенька изучали с помощью 
лазерный сканирующих конфокальных микроскопов LSM510 META и 
LSM780 («Carl Zeiss», Германия). Пространственную организацию микро-
трубочек в разных типах клеток клубенька анализировали с применением 
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3D реконструкции полученных изображений (программное обеспечение 
ZEN, «Carl Zeiss», Германия) (18). 

Анализ тубулинового цитоскелета в клубеньках бобовых 
растений при различных методиках фиксации. Микротрубочки бы-
ли выявлены во всех типах клеток клубенька гороха P. sativum, однако ча-
сто наблюдалась фрагментация и деполимеризация микротрубочек (рис. 1, 
А, Б). Для повышения качества визуализации микротрубочек вместо за-
ключения клубеньков в воск Стидмана использовали толстые (50 мкм) сре-
зы без заливки в среду. Эта методика позволила избежать длительных про-
водок в этаноле и этапов заключения в воск Стидмана.  

 

Рис. 1. Иммунолокализация 
тубулинового цитоскелета в 
симбиотических клубеньках го-
роха Pisum sativum L. дикого 
типа SGE (А-Д) и мутанта efd-
1 Medicago truncatula Gaertn. 
(В, Г). Срезы получены при 
заключении в воск Стидма-
на (А, Б) или при заливке в 
3 % агарозу (В-Е), конфо-
кальная лазерная сканирую-
щая микроскопия (микроско-
пы LSM510 META и LSM780, 
«Carl Zeiss», Германия). Мик-
ротрубочки фрагментированы 
(А, Б), кортикальные и эндо-
плазматические микротрубоч-
ки четко выявляются (В-Е).  
 

А-Е: иммунолокализация ту-
булина, зеленый канал;  
А, В: окрашивание ДНК ядер 
и бактерий йодистым про-
пидием, красный канал;  
Д: окрашивание ДНК ядер 
4,6-диамидино-2-фенилиндол-
дигидрохлоридом (DAPI), фи-
олетовый канал; локализа-
ция красного флуоресцент-
ного белка (RFP) — визуа-
лизация бактерий, красный 
канал. Наложение единич-
ного оптического среза, диф-
ференциально-интерференци-
онный контраст и проекции 
максимальной интенсивности 
оптических срезов в красном 
и зеленом каналах (А, В), зе-
леном, красном и фиолето-
вом каналах (Д). Проекции 
максимальной интенсивности 

оптических срезов в зеленом канале (Б, Г, Е). Обозначения: я — ядро, ик — инфицированная 
клетка; стрелка указывает на инфекционную нить, острие треугольника — на инфекционную 
каплю. Масштабная шкала 10 мкм. 

 

Использование модифицированной методики на толстых срезах 
фиксированного материала позволило визуализировать тубулиновый цито-
скелет с высоким качеством. При этом четко выявлялись как кортикаль-
ные, так и эндоплазматические микротрубочки (см. рис. 1, В, Г). При 
применении такого подхода стал возможен детальный анализ тубулиново-
го цитоскелета в клетках различных гистологических зон клубеньков у го-
роха линий дикого типа SGE (20), Sprint-2 (21) и мутантов по симбиотиче-
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ским генам SGEFix-1 (sym40), SGEFix-2 (sym33) (22), Sprint-2Fix (sym31) 
(23), а также изучение организации микротрубочек вокруг различных сим-
биотических структур — инфекционных нитей, инфекционных капель и 
симбиосом (18). 

Однако разработанная нами методика не позволяла визуализировать 
тубулиновый цитоскелет с высоким качеством при изучении организации 
микротрубочек в симбиотических клубеньках M. truncatula. В зоне меристе-
мы наблюдалась диффузная флуоресценция тубулина, что, возможно, свя-
зано с плохой проницаемостью клеток M. truncatula при фиксации. Для по-
вышения проницаемости в состав фиксатора включили 10 % диметилсуль-
фоксид (DMSO) и увеличили время откачивания воздуха до 30 мин, без ва-
куума клубеньки оставляли на 10 мин, всю процедуру повторяли 3 раза.  

При анализе организации тубулинового цитоскелета в клубеньках 
M. truncatula использовали несколько генотипов: линию дикого типа А17 и 
полученные на ее основе мутантные линии dnf1-1 (24), efd-1 (25) и TR3 
(ipd3) (26, 27). Описанная выше модификация фиксатора была пригодной 
для клубеньков линий А17 и dnf1-1. В то же время после фиксации клу-
беньки линий TR3 (ipd3) и efd-1 становились слишком мягкими для при-
готовления срезов. Поэтому клубеньки efd-1 и TR3 (ipd3) фиксировали без 
добавления DMSO, а в фиксирующем растворе для клубеньков TR3 (ipd3) 
снизили концентрации Tween 20 и Triton X-100 до 0,05 %. Также было 
отмечено влияние концентрации солей буферного раствора, на основе ко-
торого приготовлен фиксатор. При фиксации клубеньков M. truncatula 
всех генотипов наблюдали сжатие клеток. Поэтому клубеньки линий А17 
и dnf1-1 фиксировали с использованием буфера 1/6 MTSB, а клубеньки 
линий TR3 (ipd3) и efd-1 — 1/10 MTSB. В результате высокое качество ви-
зуализации тубулинового цитоскелета было достигнуто для всех исследо-
ванных генотипов M. truncatula (18) (рис. 1, Д, Е). 

Важным фактором при визуализации тубулинового цитоскелета слу-
жит возраст анализируемых клубеньков. Микротрубочки лучше сохранялись 
в 2-недельных клубеньках гороха и M. truncatula, чем в 4-недельных.  

Анализ тубулинового цитоскелета в клетках из различных гистоло-
гических зон клубенька позволил выявить неодинаковые паттерны микро-
трубочек (18). Для подтверждения различий в наблюдаемых паттернах ис-
пользовали количественный анализ. 

Количественный анализ тубулинового цитоскелета. С этой 
целью мы использовали программу ImageJ (28, 29). Инструмент Angle Tool 
позволяет создать линию поверх анализируемого изображения, после чего 
формируется таблица со значениями углов наклона таких линий. Этот ме-
тод оказался крайне неудобен тем, что обрабатывается не вся клетка цели-
ком, а лишь одна линия и, следовательно, получение данных для большого 
числа изображений с различно ориентированными микротрубочками в клу-
беньках занимает много времени. В дальнейшем мы использовали дополни-
тельный модуль к программе ImageJ — FibrilTool (30) для определения 
среднего в ориентации микротрубочек в произвольно выбранной на изоб-
ражении области. Примененный подход существенно сокращает время ана-
лиза микротрубочек, ориентированных сходным образом, но при их неупо-
рядоченной ориентации (например, в азотфиксирующих клетках симбиоти-
ческого клубенька) исследователь получает данные по среднему направле-
нию, что в указанном случае не дает всей необходимой информации. Мы 
также использовали дополнительный программный модуль OrientedJ (31), 
который позволяет получить распределение ориентаций микротрубочек сра-
зу на всем изображении, однако при этом становится невозможно разделить 
информацию об ориентации элементов в разных клетках. К несомненным 
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плюсам программного модуля OrientedJ следует отнести возможность полу-
чить «карту распределения» микротрубочек по частоте в зависимости от уг-
ла ориентации, каждому из которых соответствует свой цвет. 

 

 
Рис. 2. Количественный анализ микротрубочек в неинфицированной клетке азотфиксирующего 
клубенька гороха Pisum sativum L. дикого типа SGE. Конфокальная лазерная сканирующая 
микроскопия (микроскоп LSM780 META, «Carl Zeiss», Германия).  

А: иммунолокализация тубулина, зеленый канал, окрашивание ДНК ядер и бакте-
рий йодистым пропидием, красный канал; проекции максимальной интенсивности оптиче-
ских срезов в красном и зеленом каналах. Б: зеленый канал, переведенный в градации серо-
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го. В: повернутое изображение, в котором продольная ось клетки ориентирована верти-
кально. Г: анализ в MicroFilament Analyzer, зеленым цветом выделены проанализирован-
ные клетки, желтым — обнаруженные программой микротрубочки. Д: все микротрубочки с 
углом 90 (относительно продольной оси клетки), выявленные MicroFilament Analyzer в иссле-
дуемой клетке. Е: распределение обнаруженных в клетке микротрубочек по величине угла. 

 

 
Рис. 3. Количественный анализ микротрубочек в инфицированной клетке азотфиксирующего 
клубенька гороха Pisum sativum L. дикого типа SGE. Конфокальная лазерная сканирующая 
микроскопия (микроскоп LSM510 META, «Carl Zeiss», Германия).  

А: иммунолокализация тубулина, зеленый канал, окрашивание ДНК ядер и бакте-
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рий йодистым пропидием, красный канал; проекции максимальной интенсивности оптиче-
ских срезов в красном и зеленом каналах. Б: зеленый канал, переведенный в градации серо-
го. В: повернутое изображение, в котором продольная ось клетки ориентирована вертикально. 
Г: анализ в MicroFilament Analyzer, зеленым цветом выделены проанализированные клетки, 
желтым — обнаруженные программой микротрубочки. Д: все микротрубочки с углом 0 (отно-
сительно продольной оси клетки), выявленные MicroFilament Analyzer в исследуемой клетке. 
Е: распределение обнаруженных в клетке микротрубочек по величине угла. 

 

Оптимальным оказалось использование программы MicroFilament 
Analyzer (32), функционал которой позволяет проводить анализ распреде-
ления микротрубочек в нескольких клетках, выделяемых на изображении 
как вручную, так и автоматически. На изображении детектировались от-
резки микротрубочек с углом 0, затем 1 и так далее до 179. В результате 
была создана таблица, содержащая углы и координаты каждой линии, и 
получен график распределения частот углов. 

Исходные трехмерные изображения были переведены нами в про-
екции максимальной интенсивности. Однако при использовании полно-
размерных изображений (1024½1024 пикселя) детекция микротрубочек была 
затруднена. Размер изображений был уменьшен с использованием бикуби-
ческой интерполяции до 512½512 пикселей. Затем выбирался канал, соот-
ветствующий тубулину, меченному антителами, который сохраняли в виде 
изображения в режиме градаций серого. Эти действия проводили при по-
мощи программы ImageJ, поскольку она позволяет применять вышеизло-
женные операции на множестве изображений сразу благодаря встроенно-
му языку макрокоманд. Полученные изображения далее анализировали в 
программе MicroFilament Analyzer. Поскольку неправильно детектирован-
ные отрезки приводили к увеличению значений частоты встречаемости 
некоторых углов, необходимо было минимизировать число таких отрезков. 
Для этого был подготовлен сценарий на языке R, который выбирал из 
таблицы отрезки с заданным углом (углами) и при помощи программы 
ImageMagick наносил линии, соответствующие им, на копию исходного 
изображения. Так была выполнена оценка достоверности обнаружения 
определенных углов программой MicroFilament Analyzer и при необходи-
мости корректировались опции этой программы. 

Для построения графиков, отображающих распределение отрезков 
с определенными углами в клетке, был написан сценарий на языке R, ис-
пользующий пакет ggplot2 (33). Этим сценарием обрабатывалась элек-
тронная таблица, полученная в MicroFilament Analyzer. Углы пересчитыва-
лись таким образом, чтобы нулевой угол располагался на графике верти-
кально, а значения углов возрастали по часовой стрелке. Недостающую до 
полного круга половину углов добавляли и разбивали обнаруженные углы 
на три класса: продольные, диагональные и поперечные. 

Разработанный подход мы использовали для количественного ана-
лиза тубулинового цитоскелета (распределения микротрубочек) в неинфи-
цированной (рис. 2) и азотфиксирующей (рис. 3) клетках клубенька горо-
ха. Полученные результаты подтвердили предполагаемые ранее (с исполь-
зованием визуального анализа) различия в паттернах микротрубочек у кле-
ток различных типов в симбиотическом клубеньке гороха (18). 

Итак, полученные результаты убедительно демонстрируют, что 
изучение тубулинового цитоскелета с применением иммунолокализации в 
клубеньках бобовых растений характеризуется рядом особенностей. Кри-
тический фактор — состав фиксатора, который должен быть адаптирован 
как для каждого вида изучаемого бобового растения, так и для симбиоти-
ческих мутантов этих видов. Необходимое условие — отказ от заключаю-
щих сред и получение срезов фиксированных клубеньков с помощью 
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микротома с вибрирующим лезвием, что значительно повышает сохран-
ность структуры тубулинового цитоскелета. Также важен возраст анализи-
руемых клубеньков. Следовательно, приступая к анализу организации 
тубулинового цитоскелета, нужно понимать, что такого рода исследова-
ние — нетривиальная задача, которая требует критического подхода к ис-
пользованию ранее разработанных методик.  
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A b s t r a c t  
 

The discovery of microtubules in plants, as well as their subsequent study, was made possi-
ble by the methods of electron microscopy. Further, methods for visualizing the cytoskeleton in a 
plant cell were actively developed using immunolocalization combined with laser scanning confocal 
microscopy (K. Celler et al., 2016). All the above-listed methods involve the fixation of the analyzed 
biological material. It should be noted that the tubulin cytoskeleton is an extremely dynamic struc-
ture; therefore, techniques of microtubule visualization in living plant cells using fluorescent proteins 
have been actively developed in recent years (K. Celler et al., 2016). Nevertheless, immunohisto-
chemical analysis is still an essential method (J. Dyachok et al., 2016). First of all, this is due to the 
fact that in vivo observations are limited to plant cells of the surface layers (root hairs, epidermis) 
(F.M. Perrine-Walker et al., 2014; J. Dyachok et al., 2016). Moreover, for many plant species, the 
size of their organs is much larger than that of Arabidopsis thaliana, which makes it impossible to 
analyze changes in the organization of the cytoskeleton in vivo (J. Dyachok et al., 2016). Another 
limiting factor is that for several plant species, transformation protocols have not yet been developed 
or are very difficult, e.g., pea (Pisum sativum L.) (A. Iantcheva et al., 2013). In optimization of the 
protocols for effective immunohistochemical analysis of the tubulin cytoskeleton, the fixation of 
plant material is an important step. In our study, it was shown that this optimization is required 
when new legume species are studied. For instance, the protocol for pea nodule fixation developed 
by us required changes when applied to the nodules of Medicago truncatula. Moreover, modifications 
in the protocol for fixation may even be necessary when examining different mutants in the symbi-
otic genes of a plant species, because such mutations can exert a strong influence on the physico-
chemical properties of the nodule tissues. Therefore, we used various fixation protocols for the wild-
type line of M. truncatula A17 and its mutants dnf1-1, efd-1 and TR3 (ipd3). It has also been shown 
that the preparation of sections of fixed nodules using a microtome with a vibrating blade can signifi-
cantly improve the preservation of the structure of the tubulin cytoskeleton as compared to the use of 
fixed specimens embedded in Steedman’s wax and subsequent sectioning using a rotary microtome. 
It was found that the age of the nodules is also an important factor in the visualization of the tubulin 
cytoskeleton. To compare the patterns of tubulin cytoskeleton in different cell types, quantitative 
analysis is required. We found that the MicroFilament Analyzer (E. Jacques et al., 2013) with addi-
tional scripts seemed well suited for checking the frequency of microtubules with a given orientation. 

 

Keywords: legume-rhizobial symbiosis, microtubules, immunolocalization, Pisum sativum, 
Medicago truncatula, quantitative analysis, MicroFilament Analyzer. 
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