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Введение. Культура тканей растения — способность растительных 

клеток размножаться на искусственных питательных средах. Она основана 

на выращивании в длительной пересадочной культуре тканей растений в 

виде недифференцированной каллусной массы в стерильных условиях [1]. 

Процесс клонального микроразмножения растений состоит из четырех 

этапов [2]. Первый этап – выбор растения донора, изолирование и 

стерилизация экспланта, создание условий для его роста на питательной 

среде in vitro. 

                                                 
1 Работа выполнена в рамках реализации ФЦП «Исследования и разработки по 
приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на  
на 2007 - 2013 годы» при финансовой поддержке Минобрнауки России 
(Государственный контракт №14.518.11.7055 от 20.07.2012 г.) на базе 
Биотехнологического комплекса по воспроизводству высших растений в условиях 
«чистой комнаты». 
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Все факторы, влияющие на рост и развитие растений условно можно 

разделить на физические, химические и гормональные. К физическим 

факторам относятся температура, свет, кислотность среды и др. 

От температуры как фактора, координирующего работу ферментов, 

зависит скорость метаболических процессов, а также транспирации, 

влияющих на поглощение. При низких температурах транспортные белки в 

мембране работают медленнее. А при высоких, вследствие повышения 

проницаемости мембран, пассивно выделяются ионы из клетки [3]. Свет – 

один из важнейших факторов роста и развития растений, так как он 

выполняет две функции: субстратную и регуляторную. В темноте 

поглощение солей замедляется и постепенно прекращается, плохо 

развиваются корни. На свету же усиливается транспирационный ток. С 

увеличением температуры увеличивается и величина минимальной 

интенсивности света. Там, где комбинация этих факторов наиболее 

благоприятна, резко увеличивается рост. 

На клональное микроразмножение и рост растений также влияет и 

кислотность среды, определяющая доступность для растений питательных 

веществ. Известно, что сильнокислые или щелочные среды лимитируют 

поступление некоторых элементов, например, фосфора и железа, делая их 

относительно нерастворимыми и этим ограничивая рост растений. В то же 

время при высокой кислотности большое количество этих элементов 

переходит в растворенное состояние и становится токсичным для 

эксплантов. 

Как правило, ткани и органы растений культивируют на питательной 

среде с рН 5,6—5,8 [4]. Однако эти условия не всегда могут быть 

оптимальными. Например, для культуры зародышей сосны обыкновенной 

было показано, что изменение кислотности питательной среды от 4,7 до 

5,2 позволяет увеличить в 2,5—3 раза способность зародышей 

образовывать адвентивные почки, а для культуры ели обыкновенной 
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наиболее благоприятный уровень рН среды находился в пределах 5,2—5,6. 

Эти данные полностью совпадают с кислотностью почвы, на которых 

успешно произрастают данные породы в естественных условиях. Поэтому 

в экспериментах по культуре ткани необходимо уделять особое внимание 

кислотности питательной среды, учитывая кислотность почв естественного 

произрастания исследуемых растений. 

Современные методы исследования динамики формирования 

меристематических очагов в культуре растительной ткани можно 

разделить на физические и химические. Из них большинство методов 

являются разрушающими [5], то есть, для проведения эксперимента 

образец либо подвергается участию в химической реакции (химические 

методы), и по количественному составу продуктов последней судят об 

изучаемом объекте, либо образец должен пройти серию физико-

химических превращений для пригодности исследования 

соответствующим методом (например, методы исследования 

коэффициентов преломления раствора, методы электронной микроскопии, 

рентгеновской дифракции и т. п.). 

К неразрушающим образец методам относятся, в основном, 

спектроскопические, такие как методы диэлектрической спектроскопии 

(ДС и ВДС), электронный парамагнитный резонанс (ЭПР), электронный 

спиновый резонанс (ЭСР), ядерный магнитный резонанс (ЯМР) и 

некоторые другие. 

Среди всех перечисленных методов, особое место занимает ЯМР [6]. 

Основные его преимущества можно сформулировать так: 

• ЯМР является неразрушающим материал методом; 

• Несложный процесс приготовления образцов; 

• Большей частью в образцах не присутствует дополнительный 

компонент (например, растворитель), что часто повышает точность 

эксперимента, позволяя не учитывать влияние примесей; 
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• ЯМР является экспресс - методом, то есть время проведения и 

интерпретации эксперимента не превышает нескольких минут; 

• Информация о состоянии ядер атомов - их взаиморасположении и 

формах движения, получаемая посредством ЯМР, во многом более 

ценна и точна в отношении физико-химической интерпретации, чем 

например данные ЭПР-, ЭСР-, ВДС- экспериментов. 

Ядерный магнитный резонанс - неразрушающая и неинвазивная 

методика, у которой есть большое количество анатомических и 

физиологических приложений к растительным клеткам, органам растения 

и живым растениям [7, 8, 9, 10, 11]. 1Н ЯМР долго использовался для 

исследования физического состояния воды в растительной ткани и для 

неразрушающего измерения молекулярного смещения, такого как поток и 

диффузия в растениях [12]. 

Содержание воды и гидравлическая удельная электропроводность, 

включающая транспорт внутри клеток, по мембранам, между клетками, и 

дальний транспорт ксилемы и флоэмы, сильно зависит от дефицита воды в 

растении. Благодаря возможности измерить эти процессы транспорта 

неинвазивно, в неповрежденном растении, будет возможно исследовать 

многие аспекты функционирования и производительности растения.  

Приведенные доводы свидетельствуют в пользу того, что ЯМР 

является исключительно важным методом исследования динамики 

меристематических очагов в культуре растительной ткани, хотя, конечно 

же, ни в коей мере не умаляют значения всех остальных методов 

исследования. 

Таким образом, ядерный магнитный резонанс является 

неразрушающим материал экспресс методом, дающим информацию о 

различных морфологических и физиологических параметрах растительных 

объектов, например, о размерах вакуолей в клетках растений, 

проницаемости клеточной мембраны, содержании воды в клетках [13], 
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скорости и объеме потока веществ в проводящей системе [14]. 

Современные ЯМР эксперименты позволяют получать количественное 

распределение молекул воды различной подвижности (степени связности). 

Цель работы - изучение возможности применения метода ЯМР-

спектроскопии для оценки динамики формирования меристематических 

очагов в культуре ткани в зависимости от кислотности питательной среды 

и определение оптимальных параметров развития эксплантов растений на 

основе водных потоков в меристематических очагах. 

Материалы, методы и объекты исследований. Обязательным 

условием клонального микроразмножения является использование 

объектов, сохраняющих генетическую стабильность на всех этапах 

процесса – от экспланта до растения в поле. Этому условию 

удовлетворяют апикальные меристемы побега [15]. Поэтому объектом для 

исследований являлись изолированные меристемы ели европейской (Picea 

abies), культивируемые на искусственных питательных средах in vitro. 

Изолированные почки промывали детергентами, в проточной воде и 

стерилизовались поверхностно погружением в 70%-ый этанол на 30 

секунд, с последующим погружением на 5 минут в 3%-ый раствор 

лизоформина. После этого почки были промыты в стерильной 

дистиллированной воде в 3- кратной повторности по 5 минут.  

В качестве исходной среды для культивирования эксплантов ели 

европейской была выбрана среда SH (Schenck and Hildenbrandt) с 

добавлением кинетина (Кн) в концентрации 10 мг/л. Концентрация 

сахарозы в среде составляла 30 г/л, агара 6 г/л. Культивирование 

проводили при 21˚С, освещенности 1800 люкс, фотопериоде 16/8. 

Кислотность среды варьировала от 4,8 до 6,0 с градаций в 0,1. Данные с 

образцов собирались в различные периоды культивирования (через 2, 3 и 4 

недели). 
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Методика выполнения измерений предназначена для проведения 

исследований биохимических, биофизических и биологических процессов 

в живом растении.  

Чтобы характеризовать подвижность сегментов макромолекул и 

функциональных групп, использовалось время спин-спиновой релаксации 

Т2, которое возрастает с уменьшением времени корреляции движений 1
1H в 

изучаемом образце [16]. На основе измерений амплитуды ССИ 

определялось количество протонов водорода в образце, так как эти 

величины связаны линейно. Для определения времени ядерной магнитной 

релаксации Т2 и амплитуды сигнала ЯМР исследуемых образцов 

использовались импульсные последовательности Карра – Перселла – 

Мейбума – Гилла (КПМГ) [17,18], спада свободной индукции (ССИ) и 

спинового эха Хана. Время спин-решеточной релаксации (Т1) 

определялось путем снятия кривой восстановления продольной 

намагниченности (импульсная последовательность 900 – τ – 900).  

Все измерения проводились на ЯМР-анализаторе «Spin Track», 

зарегистрированном в Государственном реестре средств измерений 

Российской Федерации под номером 32677 – 06 [5], поддерживающем все 

возможные приложения ЯМР низкого разрешения. Процедура подготовки 

образца в большинстве приложений сводится лишь к помещению 

анализируемого вещества в пробирку и установке ее в датчик прибора. 

Основные параметры ЯМР-анализатора «Spin Track» приведены в 

таблице 1. 
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Таблица 1 - Основные характеристики ЯМР-анализатора «Spin Track» 
 

Параметр Значение 
Постоянное магнитное поле B0 (в зависимости от типа 
магнита) 

0,1..1,5 T 

Диапазон рабочих частот спектрометра 2-60 МГц 
Программируемый фазовый сдвиг РЧ импульсов 00, 900, 1800, 2700 
Время восстановления чувствительности (для датчика с 
ампулой на 10мм, 0.47T) 

7 мкс 

Разрешение по времени в последовательности 0.1 мкс 
Импульсная последовательность Полностью 

программируемая 
Коэффициент усиления приемного тракта 70 .. 95 дБ 
Шаг дискретизации АЦП Программируемый 
Минимальный шаг дискретизации АЦП 0,2 мкс 
Число разрядов АЦП 10 
Операционная система управляющих программ Windows 9x, NT, Me, 

2000, XP 
Связь с компьютером Full Speed USB 2.0 
Программная совместимость данных ASCII, Microsoft Excel® 
Область чувствительности датчика с ампулой на 10 мм 
(высота заполнения пробирок образцом) 

10 мм 

 

Теоретические расчеты, моделирование и аппроксимация 

экспериментальных данных проводились с использованием современного 

программного обеспечения Origin 6.1 и MATHCAD 2001 Professional. 

Построение графиков и обработка данных осуществлялась при помощи 

пакета программ Microcal Origin 6.1. 

 

Результаты исследований. Для экспериментов по исследованию 

динамики формирования меристематических очагов в культуре 

растительных тканей были взяты стерильные меристемы ели европейской 

Picea abies. Для формирования меристематических очагов были созданы 

условия, благоприятные для каллусообразования эксплантов, из которых в 

последующем при определенных сочетаниях фитогормонов можно 

добиться получения морфогенных структур. 
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Результаты проведенных экспериментов по ЯМР-релаксации во 

временной области для Picea abies приведены в таблице 2.  

 
Таблица 2 - Экспериментальные данные ЯМР-релаксации образцов Picea abies в 

зависимости от кислотности среды и продолжительности культивирования 

Кислотность 
среды 

Время Т2 в зависимости от продолжительности 
культивирования, мкс 

Наличие 
меристематических 

очагов 2 недели 3 недели 4 недели 
4,8 184 173 158 есть  
4,9 222 203 175 есть 
5,0 222 201 194 есть 
5,1 253 227 222 есть 
5,2 222 214 208 есть 
5,3 240 184 170 есть 
5,4 222 189 169 есть 
5,5 245 223 211 есть 
5,6 222 243 265 нет 
5,7 185 197 199 нет 
5,8 215 221 243 нет 
5,9 208 211 245 нет 
6,0 231 245 271 нет 

 

Анализируя данные, можно сделать вывод, что кислотность среды 

влияет на формирование меристематических очагов у анализируемых 

образцов. Это объясняется тем, что уменьшение времени спин-спиновой 

релаксации Т2 говорит о снижении подвижности протонов в исследуемых 

образцах, что, в свою очередь, может свидетельствовать о формировании 

меристематических очагов в растительной ткани, которое сопровождается 

увеличением числа клеток и протонной плотности. Увеличение времени Т2 

в процессе культивирования свидетельствует об отсутствии формирования 

меристематических очагов у анализируемых образцов. 

На средах с кислотностью питательной среды в пределах 4,8-5,5 время 

спин-спиновой релаксации с течением времени уменьшается, что 

свидетельствует процессе формирования меристематических очагов. 

На рисунке 1 показана зависимость формирования меристематических 

очагов культуры Picea abies от кислотности питательной среды. 
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Рисунок 1 - Формирования меристематических очагов культуры Picea abies в 

зависимости от кислотности питательной среды 

 

Так, у образцов Picea abies наиболее интенсивное формирование 

меристематических очагов наблюдается на среде с кислотностью 5,2. 

Дальнейшее увеличение кислотности снижает интенсивность 

формирования меристематических очагов.  

Таким образом, у образцов Picea abies уменьшение времени спин-

спиновой релаксации Т2, а, следовательно, и наиболее интенсивное 

формирование меристематических очагов наблюдается на питательной 

среде с кислотностью 5,2.  

На следующих рисунках приведены графики спада поперечной 

намагниченности у образца Picea abies, культивируемого на среде с 

кислотностью 5,2 через 2 (рис. 2) и 4 (рис. 3) недели культивирования. 
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Рисунок 2 – Спад поперечной намагниченности у образца Picea abies, культивируемого 

на среде с кислотностью 5,2 через 2 недели культивирования 
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Рисунок 3 – Спад поперечной намагниченности у образца Picea abies, 

культивируемого на среде с кислотностью 5,2 через 4 недели культивирования 

Таким образом, применение ЯМР-спектроскопии в культуре ткани 

позволяет своевременно оценивать и, при необходимости, изменять 

условия культивирования эксплантов на различных этапах 
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микроклонального размножения, а также существенно увеличивать 

эффективность подбора компонентов питательных сред и, как следствие, 

ускорять процесс размножения растений [19]. 

Также с помощью магниторезонансной релаксации возможно 

проведение исследований биохимических, биофизических и 

биологических процессов в живом растении. ЯМР-спектроскопия 

позволяет получать распределение плотности вещества, исследовать 

диффузные и направленные потоки в объеме образца, не прибегая к 

препарированию. Это позволяет изучать объекты непосредственно в 

живом состоянии (in vivo). 

 
Работа выполнена в рамках реализации ФЦП «Исследования и разработки по 

приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на  
на 2007 - 2013 годы» при финансовой поддержке Минобрнауки России 
(Государственный контракт №14.518.11.7055 от 20.07.2012 г.) на базе 
Биотехнологического комплекса по воспроизводству высших растений в условиях 
«чистой комнаты». 
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