
See discussions, stats, and author profiles for this publication at: https://www.researchgate.net/publication/372447312

Quantitative determination of inulin content in hairy roots of

common chicory Cichorium intybus L / Количественное

определение содержания инулина в волосовидных корнях

цикория обык...

Article  in  Journal of Siberian Federal University Biology · July 2023

CITATIONS

0
READS

60

4 authors, including:

Some of the authors of this publication are also working on these related projects:

Cross-pollination of Brassicaceae View project

Plant hairy roots View project

Shvets D.Yu

Bashkir State Medical University

11 PUBLICATIONS   8 CITATIONS   

SEE PROFILE

Musin Khalit

Ufa Scientific Center of the Russian Academy of Science

32 PUBLICATIONS   27 CITATIONS   

SEE PROFILE

Bulat R. Kuluev

Ufa Scientific Center of the Russian Academy of Science

250 PUBLICATIONS   764 CITATIONS   

SEE PROFILE

All content following this page was uploaded by Bulat R. Kuluev on 19 July 2023.

The user has requested enhancement of the downloaded file.

https://www.researchgate.net/publication/372447312_Quantitative_determination_of_inulin_content_in_hairy_roots_of_common_chicory_Cichorium_intybus_L_Kolicestvennoe_opredelenie_soderzania_inulina_v_volosovidnyh_kornah_cikoria_obyknovennogo_Cichorium_in?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_2&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/publication/372447312_Quantitative_determination_of_inulin_content_in_hairy_roots_of_common_chicory_Cichorium_intybus_L_Kolicestvennoe_opredelenie_soderzania_inulina_v_volosovidnyh_kornah_cikoria_obyknovennogo_Cichorium_in?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_3&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/Cross-pollination-of-Brassicaceae?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/Plant-hairy-roots?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_1&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Shvets-Dyu?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_4&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Shvets-Dyu?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Bashkir_State_Medical_University?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Shvets-Dyu?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Musin-Khalit?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_4&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Musin-Khalit?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Ufa_Scientific_Center_of_the_Russian_Academy_of_Science?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Musin-Khalit?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Bulat-Kuluev-2?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_4&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Bulat-Kuluev-2?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Ufa_Scientific_Center_of_the_Russian_Academy_of_Science?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Bulat-Kuluev-2?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Bulat-Kuluev-2?enrichId=rgreq-9050d489f54e8223c90369932cb91897-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM3MjQ0NzMxMjtBUzoxMTQzMTI4MTE3NTQ2NDU4OUAxNjg5NzUwNzcwOTcw&el=1_x_10&_esc=publicationCoverPdf


– 218 –

Journal of Siberian Federal University. Biology 2023 16(2): 218–231 
~ ~ ~

EDN: RBDTRY

УДК 575.222.7:581.1

Quantitative Determination of Inulin Content  
in Hairy Roots of Common Chicory  
Cichorium intybus L.

Elvina A. Baimukhametova*a, Darya Yu. Shvetsa, b,  
Khalit G. Musina and Bulat R. Kulueva, c

a Institute of Biochemistry and Genetics, IBG UFRC RAS  
Ufa, Russian Federation 

b Bashkir State Medical University 
Ufa, Russian Federation 

c Ufa University of Science and Technology 
Ufa, Russian Federation

Received 18.05.2022, received in revised form 26.10.2022, accepted 03.04.2023

Abstract. Chicory (Cichorium intybus L.) is a perennial herbaceous plant, a promising source of inulin 
in functional nutrition. Inulin is a polysaccharide consisting of fructofuranose residues. Its traditional 
production is associated with a number of difficulties, such as the need for thorough cleaning of the 
roots and dependence on climatic conditions, but these can be overcome by means of biotechnology. As 
biotechnological production of inulin is currently non-existent in Russia, obtaining cultures of chicory 
hairy roots capable of producing inulin is of paramount value. It can provide an opportunity for launching 
biotechnological production of inulin in Russia in the future. In this study, twelve lines of hairy root 
culture of C. intybus ‘Kofeek’ and wild type plants were obtained and the content of inulin in them was 
quantified. For this purpose, leaf explants obtained from in vitro plants were subjected to transformation 
with the A4 strain Agrobacterium rhizogenes containing the binary vector pCambia 1301. The content 
of inulin was determined by the spectrophotometric method. The inulin content in hairy root culture 
of wild type chicory plants and chicory ‘Kofeek’ averaged 1.46±0.46 % and 1.34±0.34 %, respectively, 
while the native roots of wild chicory contained 13.13±1.9 % inulin, and ‘Kofeek’ 11.55±2.32 %. The 
results indicate that the content of inulin in hairy roots is significantly lower than in native ones. 
Obtaining inulin from hairy roots under conditions of industrial cultivation in bioreactors may have a 
number of advantages, such as independence of weather conditions, no need for preliminary cleaning 
of the roots, and the possibility of year-round cultivation, which may partially compensate for the low 
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content of inulin. However, further research aimed at increasing inulin content in hairy root culture is 
of immense importance.

Keywords: hairy roots, Agrobacterium rhizogenes, Agrobacterium-mediated transformation.
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Количественное определение содержания инулина  
в волосовидных корнях цикория обыкновенного  
Cichorium intybus L.
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Х. Г. Мусинa, Б. Р. Кулуева, в

аИнститут биохимии и генетики УФИЦ РАН 
Российская Федерация, Уфа 

бБашкирский государственный медицинский университет 
Российская Федерация, Уфа 

вУфимский университет науки и технологий 
Российская Федерация, Уфа

Аннотация. Cichorium intybus L.  – ​многолетнее травянистое растение, представляющее 
интерес в  качестве источника инулина. Инулин  – ​полисахарид, состоящий из  остатков 
фруктозы в  форме фуранозы, являющийся перспективным компонентом функционального 
питания. Производство инулина традиционным способом сопряжено с  рядом трудностей, 
таких как необходимость тщательной очистки корней и зависимость от климатических условий, 
но их можно преодолеть с помощью биотехнологии. Поскольку в России на данный момент 
промышленное биотехнологическое производство инулина отсутствует, представляет интерес 
получение культур волосовидных корней C. intybus, способных продуцировать инулин, что 
в  перспективе может привести к  созданию в  России биотехнологического производства. 
Целью данного исследования было получение волосовидных корней C. intybus и  анализ 
количественного содержания в них инулина. Двенадцать линий волосовидных корней диких 
растений C. intybus и сорта Кофеек были получены путем агробактериальной трансформации 
штаммом A4 Agrobacterium rhizogenes с  бинарным вектором pCambia 1301 листовых 
эксплантов растений, культивированных в условиях in vitro. Содержание инулина определяли 
спектрофотометрическим методом. Содержание инулина в  волосовидных корнях от  диких 
растений C. intybus и сорта Кофеек в среднем составило 1,46±0,46 % и 1,34±0,34 % от сырой 
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массы соответственно, в то время как в нативных корнях диких растений C. intybus содержалось 
13,13±1,9 % инулина, а сорта Кофеек – ​11,55±2,32 %. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что содержание инулина в волосовидных корнях существенно ниже, чем в нативных. 
Получение инулина из  волосовидных корней в  условиях промышленного культивирования 
в  биореакторах может иметь ряд преимуществ, таких как независимость от  природных 
условий, отсутствие необходимости предварительной очистки корней, а  также возможность 
круглогодичного культивирования, что в перспективе может частично компенсировать низкое 
содержание инулина. Однако требуется проведение дальнейших исследований, направленных 
на повышение содержания инулина в культуре волосовидных корней цикория.

Ключевые слова: волосовидные корни, Agrobacterium rhizogenes, агробактериальная 
трансформация.
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Введение

Цикорий обыкновенный (Cichorium intybus 
L.) – ​травянистое растение из семейства Астро-
вые (Asteraceae), широко возделываемое во мно-
гих странах мира. C. intybus является важным 
источником биологически активных веществ – ​
корни содержат в большом количестве раз-
личные кислоты (кофейную, хлорогеновую, 
аскорбиновую, цикориевую – ​до 30 % на су-
хую массу), а также флавоноиды, алкалоиды, 
оксикумарины, терпеноиды (Petropoulos et al., 
2017; Malik, Rehman, 2021), однако основным 
компонентом, ради которого культивируют 
C. intybus, является инулин, содержание кото-
рого в корнях этого растения может достигать 
до 20 % на сырую массу (Perović et al., 2021).

Инулин представляет собой водораство-
римый запасной полисахарид, принадлежащий 
к группе фруктанов и применяемый как в ме-
дицине, так и в современной системе здорового 
питания. Ряд исследований показал участие 
инулина в поддержании нормальной микрофло-
ры кишечника, нормализации обмена веществ 

(Hughes et al., 2022), включая снижение уровня 
глюкозы в крови (Rao et al., 2019) и увеличение 
усвояемости различных минералов (Costa et 
al., 2020), а также в снижении риска развития 
желудочно-кишечных заболеваний, таких как 
язвенный колит, болезнь Крона (Akram et al., 
2019), рак толстой кишки (Wan et al., 2020; 
Perović et al., 2021). Бифидогенное, антикан-
церогенное, иммуномодулирующее действия 
инулина, подтвержденные результатами кли-
нических испытаний, делают его перспектив-
ным компонентом функционального питания 
(Kaur, 2019).

Несмотря на то что потребность в инулине 
в России составляет 15–20 тыс. т в год, его про-
мышленное производство в нашей стране отсут-
ствует; на отечественном рынке присутствует 
исключительно импортный инулин (Будько, 
2019). Однако ежегодный рост заинтересован-
ности в культуре C. intybus говорит о необхо-
димости и перспективности организации про-
изводства инулина из этого растения в России. 
При промышленном производстве C. intybus 
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предпочтение отдают полевому возделыванию, 
однако у такого способа есть свои минусы: се-
зонность, необходимость борьбы с сорняками, 
вредителями и инфекционными заболевания-
ми, зависимость от погодных условий. В этой 
связи интересной представляется возможность 
биотехнологического производства инулина 
из культур клеток и тканей C. intybus в био-
реакторах, что позволит обойти большинство 
вышеперечисленных проблем.

Перспективной технологией получения 
ценных вторичных метаболитов является ис-
пользование так называемой культуры волосо-
видных (бородатых) корней, получаемых с по-
мощью бактерий вида Agrobacterium rhizogenes 
(Rency et al., 2019). A. rhizogenes характеризу-
ются способностью переносить сегмент своей 
ДНК, называющийся Т-ДНК, из Ri-плазмиды 
в случайный участок в геноме растений, при 
этом встроенный фрагмент будет стабильно на-
следоваться (Canaday et al., 1992; Gelvin, 2021). 
Результатом трансформации в таком случае 
являются волосовидные корни, отличающиеся 
от нативных корней рядом физиологических 
характеристик – ​способностью к неограни-
ченному росту на безгормональных средах, 
плагиотропизмом, сильным ветвлением, а глав-
ное – ​способностью продуцировать те же ме-
таболиты, что и нативные корни, иногда даже 
в больших количествах (Gantait, Mukherjee, 
2021; Pedreño, Almagro, 2020). Именно эти ха-
рактеристики делают возможным культивиро-
вание изолированных культур волосовидных 
корней в специальных ферментерах или био-
реакторах. Стоит отметить, что количество 
накапливаемых в волосовидных корнях вто-
ричных метаболитов часто зависит от места 
встраивания Т-ДНК в геном растения (Demirci 
et al., 2020), поэтому каждый полученный ко-
рень следует расценивать как отдельную ли-
нию, так как каждый из них образуется из еди-
ничной трансформированной клетки. Ранее 

были получены волосовидные корни C. intybus, 
синтезирующие ген интерферона α2b человека 
ifn-α2b, ген теломеразы человека hTert, также 
ген Mycobacterium tuberculosis esxA:: fbpBΔTMD 
(Матвеева и др., 2011; Matvieieva et al., 2015). 
Fathi с соавторами (2019) проводили исследова-
ния по индукции корнеобразования у C. intybus 
при удалении из питательной среды различных 
макронутриентов.

Целью настоящего исследования было 
создание волосовидных корней C. intybus 
и анализ количественного содержания в них 
инулина.

Материалы и методы

Волосовидные корни C. intybus получали 
путем агробактериальной трансформации ли-
стовых эксплантов, полученных от растений, 
культивированных в  условиях in vitro. Для 
получения культуры in vitro семена диких 
растений C. intybus (собраны в июле-августе 
2020  г. в  г.  Уфе) и  сорта Кофеек («Аэлита», 
Россия) стерилизовали в  70  %-ном раство-
ре этилового спирта (1 мин) и  2  %-ном рас-
творе гипохлорита натрия (10 мин) («Хим-
реактивснаб», Россия). Затем семена 5–6 раз 
промывали стерильной дистиллированной 
водой и высаживали по 10 штук на чашку Пе-
три с агаризованной средой Мурасиге-Скуга 
(МС).

Листья полученных 30-дневных расте-
ний нарезали на экспланты размером 1х1 см 
и  использовали для дальнейшей трансфор-
мации бактериями вида A. rhizogenes штам-
ма A4, несущими бинарный вектор pCambia 
1301, которые предварительно наращивали 
в жидкой среде LB (Lysogeny Broth) с добав-
лением селективных антибиотиков рифам-
пицина 100  мг/л («Фармасинтез», Россия) 
и  канамицина 100  мг/л («Sigma», США). Аг-
робактерии осаждали центрифугированием, 
осадок ресуспендировали в 5 мл среды minA 
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(K2HPO4–1,37; KH2PO4–0,45; (NH)4SO4–0,1; 
цитрат натрия  – ​0,05; MgSO4×7H2O  – ​0,025; 
сахароза – ​0,2 (w/w%); pH 5,4) с добавлением 
25 мкМ ацетосирингона («Sigma», США). Су-
спензию агробактерий наращивали на  орби-
тальном шейкере Innova 40 («New Brunswick 
Scientific», Германия) в  течение двух часов 
(OD 600=0,6–0,8), после чего проводили ино-
куляцию листовых эксплантов C. intybus аг-
робактериями в  10 мл жидкой питательной 
среды МС с добавлением 500 мкл суспензии 
в  течение 30 минут. Экспланты, предвари-
тельно подсушенные на  фильтровальной 
бумаге, затем помещали на  агаризованную 
среду МС на  совместное культивирование 
в  течение 2 суток при температуре 23  °C, 
после чего их переносили на среду МС с це-
фотаксимом (250  мг/л) («Биохимик», Россия) 
для элиминации агробактерий. Спустя 18 
суток после трансформации образовавшие-
ся корни отсоединяли от  материнского экс-
планта и пересаживали на отдельную чашку 
Петри. Из  них отбирали корни, способные 
к  быстрому плагиотропному росту на  твер-
дых питательных средах, которые не темнели 
и не имели визуальных морфологических па-
тологий. Каждый корень рассматривали как 
отдельную линию. Для оценки ростовых па-
раметров каждую линию корней пересажива-
ли в три отдельные чашки Петри, используя 
их как повторности, и выращивали в течение 
30 суток на твердой среде, каждые 5 суток из-
меряя длину главного корня.

Из  полученных 12 линий, которые обо-
значили L1-L12 (L1, L2, L3, L5, L8, L9 – ​от ди-
ких растений C. intybus, L4, L6, L7, L10, L11, 
L12  – ​от  растений C. intybus сорта Кофеек), 
выделяли тотальную ДНК с  использовани-
ем цетилтриметиламмония бромид (ЦТАБ). 
Для подтверждения успешности трансфор-
мации проводили ПЦР‑анализ на  наличие 
генов HPT (ген устойчивости к антибиотику 

гигромицину) и  uidA (ген β-глюкуронидазы) 
с  использованием пар праймеров HPT1F 
CTACACAGCCATCGGTCCAGA и  HPT1R 
ATCGTTATGTTTATCGGCACTTTG, GUS  1F 
TGTGGAATTGATCAGCGTTGGTG и GUS 1R 
AGCCGACAGCAGCAGTTTCATC (ЗАО «Ев-
роген», Россия).

Затем для оценки особенностей роста 
культур волосовидных корней проводили 
измерение сырой массы корней в  течение 
30 суток культивирования. Для этого линии 
корней сажали на жидкую питательную сре-
ду МС в трех повторностях и культивирова-
ли в  орбитальном шейкере Innova 40 («New 
Brunswick Scientific», Германия) при 25  °C, 
100 об/мин. Измерение сырой массы корней 
проводили в  стерильных условиях ламинар-
ного бокса «Ламинар С‑1,2» («LamSystems», 
Россия) каждые 5 суток.

В  дальнейшем биомассу волосовидных 
корней C. intybus, полученную при культиви-
ровании, использовали для количественного 
определения содержания инулина. Для срав-
нения содержание инулина определяли также 
в  нативных корнях C. intybus сорта Кофеек 
и  диких растений C. intybus, выращенных 
в  вегетационных сосудах с  универсальным 
грунтом в  течение 150 суток в  условиях те-
плицы.

Содержание инулина в  волосовид-
ных и  нативных корнях определяли спек-
трофотометрическим методом по  разнице 
в  содержании фруктозидов и  фруктазанов 
(Яницкая, Митрофанова, 2012). Для этого 
гомогенизировали 150–200  мг сырой массы 
корней C. intybus в 1 мл 96 %-ного этилового 
спирта или дистиллированной воды и нагре-
вали при 90  °C 30 минут в  термостате Тер-
мит («ДНК-Технология», Россия). Затем про-
водили осаждение на  центрифуге MiniSpin 
(«Eppendorf», Германия) при 10  тыс. об/мин 
15 мин, к  100 мкл супернатанта добавляли 
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100 мкл воды и 10 мкл 10 % PbAc («Химре-
активснаб», Россия). Полученную смесь ре-
суспендировали в  ротационном смесителе 
RM‑1L («ELMI», Латвия) в  течение 10 мин, 
добавляли 10 мкл 5  % Na2HPO4 («Химреак-
тивснаб», Россия), встряхивали в  течение 
5 мин, доводили объем до  1 мл водой или 
спиртом, соответственно, и  центрифуги-
ровали при 10  тыс. об/мин 15 мин. Затем 
отбирали 200 мкл водного и  спиртово-
го экстракта в  пробирки для дальнейшего 
определения инулина. В  каждую пробирку 
добавляли 180 мкл воды, 20 мкл резорцина 
(1 %) («ЛенРеактив», Россия) и 600 мкл HCl 
конц. («Химреактивснаб», Россия) и инкуби-
ровали смесь при 80 °C, 20 мин. В качестве 
раствора сравнения использовали смесь без 
добавления экстракта. Оптическую плот-
ность анализируемого образца измеряли 
на спектрофотометре EnSpire 2300 Multilabel 
Reader («PerkinElmer», США) при длине вол-
ны 480 нм. Для построения калибровочной 
кривой использовали растворы стандарта 
инулина («Sigma», США) 0,016, 0,08, 0,4, 
2 мг/мл. Используя один и  тот же экстракт, 

проводили 3 независимых измерения, вы-
числяли среднее и ошибку измерения.

Результаты всех исследований представ-
лены в виде гистограмм и таблиц со средни-
ми значениями выборки. Барами обознача-
ли стандартную ошибку среднего (М±SE). 
Нормальность распределения проверяли 
одновыборочным критерием Колмогорова-
Смирнова. Достоверность различий оцени-
вали при помощи U‑критерия Манна-Уитни 
(р<0,05), а также с помощью дисперсионного 
анализа, сопровождаемого post-hoc вычисле-
нием критерия Фишера для наименьших зна-
чимых различий (LSD) (р<0,05).

Результаты

На листовых эксплантах C. intybus воло-
совидные корни начинали появляться через 
14 суток после инокуляции агробактериями 
(рис.  1). Корни размером 1–1,5  см переноси-
ли на твердую среду МС без добавления фи-
тогормонов. Через 7 суток изолированного 
культивирования наблюдали интенсивный 
плагиотропный рост корней с  образованием 
боковых ответвлений, что косвенно указы-

Рис. 1. Получение волосовидных корней C. intybus: а – ​листовые экспланты диких растений C. intybus; б – ​
листовые экспланты C. intybus сорта Кофеек

Fig. 1. Obtaining hairy roots of C. intybus: a – ​leaf explants of wild chicory; б – ​leaf explants of chicory ‘Kofeek’
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вало на  трансгенность полученных корней 
(рис. 2). Таким образом, полученные волосо-
видные корни диких растений C. intybus и со-
рта Кофеек после трансформации в  течение 
7  суток адаптировались к  росту в  изолиро-
ванных условиях.

Эффективность трансформации экс-
плантов C. intybus составила 60  %. Оценка 
ростовых параметров корней, появившихся 
на  разных эксплантах, позволила отобрать 

12 наиболее интенсивно растущих линий L1-
L12 для дальнейшего их культивирования 
(рис.  2). Отобранные корни имели характер-
ный для волосовидных корней фенотип. Ре-
зультаты измерения длины главного корня 
при росте на твердой среде в течение 30 суток 
показали, что все исследованные линии кор-
ней характеризуются экспоненциальным ро-
стом. Наибольший прирост длины главного 
корня наблюдался у линии L3, наименьший – ​

Рис. 2. Волосовидные корни, растущие на чашках Петри на твердой среде: L1, L2, L3, L5, L8, L9 – ​линии 
волосовидных корней, полученные от диких растений C. intybus (Д), L4, L6, L7, L10, L11, L12 – ​линии 
волосовидных корней, полученные от растений C. intybus сорта Кофеек (К)

Fig. 2. Hairy roots growing on Petri dishes on a solid medium: L1, L2, L3, L5, L8, L9 – ​lines of hairy roots 
obtained from wild chicory plants (Д), L4, L6, L7, L10, L11, L12 – ​lines of hairy roots obtained from chicory 
‘Kofeek’ (К)
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у линии L1 (табл. 1). Однако данные различия 
были статистически недостоверны.

При культивировании на  жидкой среде 
волосовидные корни, накапливая интенсив-
но биомассу, спустя 30 суток представляли 
переплетенные между собой разветвленные 
корни. Стоит отметить, что рост волосовид-
ных корней не  имел тенденции к  снижению 
скорости в течение длительного времени (120 
суток). За  30 суток культивирования мас-
са корней в  среднем увеличивалась в  8 раз 
(с 154,8±32,6 мг до 1240,7±63,4 мг) (рис. 3).

Для однозначного подтверждения транс-
генной природы полученные линии корней 
исследовали на  наличие генов HPT и  uidA. 
ПЦР‑анализ показал наличие маркерных ге-
нов из  Т-ДНК бинарного вектора pCambia 
1301 во всех исследованных линиях (рис. 4), 
что свидетельствует о  том, что полученные 
корневые культуры C. intybus являются гене-
тически трансформированными.

Исследование содержания инулина 
в  волосовидных корнях проводили спектро-
фотометрическим методом через 30, 60, 90 
суток после начала изолированного культи-
вирования. Результаты показали постепен-
ное увлечение содержания инулина по  мере 
культивирования. Наибольшим содержани-
ем инулина через 90 суток культивирова-
ния характеризовалась линия под номером 
3–2,86±0,14  % на  сырую массу, достоверно 
(р=0,000) превышая остальные линии. Также 
относительно высокое содержание наблю-
далось у линий L6, L7, L12 (табл. 2). В целом 
содержание инулина в  остальных линиях 
волосовидных корней варьировало незначи-
тельно. В среднем содержание инулина в во-
лосовидных корнях диких растений C. intybus 
составляло 1,46±0,46  %, а  сорта Кофеек  – ​
1,34±0,34 %. В главном корне растения сорта 
Кофеек, выращенного в почвенных условиях, 
содержалось в  среднем 11,55±2,32  % инули-

Таблица 1. Длина главного корня (мм, среднее ± SE, n=3) у волосовидных корней C. intybus линий L1-L12 
при культивировании на твердой среде в течение 30 суток

Table 1. Lengths of the main roots (mm, mean ± SE, n=3) in C. intybus hairy root L1-L12 lines cultivated on a 
solid medium for 30 days

Номер 
линии

Сутки
1 5 10 15 20 25 30

L1 Д 34±1,70 47±2,35 55±2,75 82±4,10 101±5,05 125±6,25 148±7,40
L2 Д 31±1,55 42±2,10 52±2,60 96±4,80 129±6,45 152±7,60 172±8,60
L3 Д 42±2,10 53±2,65 62±3,10 99±4,95 131±6,55 163±8,15 189±9,45
L4 К 40±2,00 53±2,65 60±3,00 85±4,25 107±5,35 138±6,90 168±8,40
L5 Д 33±1,65 45±2,25 55±2,75 80±4,00 107±5,35 139±6,95 161±8,05
L6 К 34±1,70 46±2,30 57±2,85 94±4,70 118±5,90 148±7,40 170±8,50
L7 К 39±1,95 52±2,60 63±3,15 91±4,55 110±5,50 137±6,85 163±8,15
L8 Д 36±1,80 49±2,45 62±3,10 99±4,95 121±6,05 142±7,10 174±8,70
L9 Д 36±1,80 44±2,20 52±2,60 89±4,45 119±5,95 139±6,95 164±8,20
L10 К 34±1,70 42±2,10 50±2,50 85±4,25 111±5,55 132±6,6 165±8,25
L11 К 38±1,90 51±2,55 65±3,25 87±4,35 114±5,70 131±6,55 160±8,00
L12 К 35±1,75 49±2,45 61±3,05 81±4,05 111±5,55 132±6,60 159±7,95

К – ​линии волосовидных корней сорта Кофеек.
Д – ​линии волосовидных корней, полученных от диких растений C. intybus.
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Рис.  3. Сырая масса (мг, среднее ± SE, n=3) изолированно растущих на  жидкой среде волосовидных 
корней линий L1-L12

Fig. 3. Fresh weight (mg, mean ± SE, n=3) of isolated hairy root lines L1-L12 growing on a liquid medium

на на сырую массу, в то время как в боковых 
корнях – ​4,28±0,79 %. В главном корне диких 
растений C. intybus содержалось 13,13±1,9 % 
инулина, а в боковых – ​5,61±1,38 % (табл. 3). 
Между дикими растениями цикория и сорта 
Кофеек не  было найдено достоверных раз-

личий в  содержании инулина как в  главном 
(р=0,088), так и в боковых корнях (р=0,069).

Обсуждение

Таким образом, нами была проведе-
на трансформация листовых эксплантов 

Рис. 4. Результаты ПЦР‑анализа волосовидных корней C. intybus: а – ​на наличие гена HPT, б – ​на наличие 
гена uidA, 1–12 – ​линии волосовидных корней, М – ​маркер молекулярного веса 1 kb (ЗАО «Евроген», 
Россия)

Fig. 4. Results of PCR analysis of hairy roots of chicory: a – ​for the presence of the HPT gene, б – ​for the presence 
of the uidA gene, 1–12 – ​lines of hairy roots, M – ​molecular weight marker 1 kb (CJSC “Evrogen”, Russia)
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Таблица 3. Содержание инулина (% от  сырой массы, среднее ± SE, n=3) в  главных и боковых корнях 
диких растений C. intybus и сорта Кофеек

Table 3. The content of inulin (% of fresh weight, mean ± SE, n=3) in the main and lateral roots of C. intybus 
‘Kofeek’ and wild type

Номер  
растения

C. intybus сорта Кофеек Дикие растения C. intybus
Главный корень Боковые корни Главный корень Боковые корни

1 9,80±0,49 3,14±0,16 13,31±0,67 9,09±0,46
2 13,53±0,68 5,33±0,27 15,84±0,79 7,05±0,35
3 16,93±0,85 5,01±0,25 13,62±0,68 7,41±0,37
4 16,52±0,83 3,42±0,17 12,80±0,64 4,90±0,26
5 12,53±0,63 4,14±0,21 10,31±0,52 5,98±0,3
6 9,29±0,47 5,42±0,27 14,19±0,71 5,47±0,27
7 12,20±0,61 3,76±0,19 13,97±0,70 4,62±0,23
8 9,42±0,48 3,27±0,16 11,02±0,55 6,59±0,33
9 8,83±0,44 4,62±0,23 16,96±0,85 4,69±0,23
10 8,74±0,44 3,19±0,16 10,32±0,52 2,53±0,13
11 10,40±0,52 5,48±0,27 15,45±0,77 5,89±0,29
12 10,48±0,52 4,57±0,23 9,81±0,49 3,19±0,16

Среднее 11,55±2,32a 4,28±0,79B 13,13±1,90a 5,61±1,38B

Средние, отмеченные одинаковыми буквами, достоверно не отличаются по U‑критерию Манна-Уитни (р<0,05).

Таблица 2. Содержание инулина (% от  сырой массы, среднее ± SE, n=3) в  волосовидных корнях, 
полученных от диких растений цикория и сорта Кофеек

Table 2. The content of inulin (% of fresh weight, mean ± SE, n=3) in hairy roots obtained from C. intybus 
‘Kofeek’ and wild type

Номер линии Содержание инулина 
через 30 суток, %

Содержание инулина 
через 60 суток, %

Содержание инулина 
через 90 суток, %

L1 Д 0,83±0,04 1,21±0,06 1,39±0,07b

L2 Д 1,08±0,05 1,25±0,06 1,39±0,07b

L3 Д 0,85±0,04 1,43±0,07 2,86±0,14a

L4 К 0,93±0,05 1,12±0,06 1,33±0,06d

L5 Д 0,58±0,03 0,62±0,03 0,66±0,03e

L6 К 0,89±0,05 1,19±0,06 1,68±0,08c

L7 К 0,91±0,05 1,63±0,08 1,67±0,08c

L8 Д 1,12±0,06 1,14±0,05 1,42±0,07b

L9 Д 0,32±0,02 0,71±0,03 1,04±0,05f

L10 К 0,13±0,01 0,25±0,01 0,34±0,02g

L11 К 0,66±0,03 0,81±0,04 1,33±0,06d

L12 К 0,92±0,05 1,07±0,05 1,70±0,08c

К – ​линии волосовидных корней сорта Кофеек.
Д – ​линии волосовидных корней, полученных от диких растений C. intybus.
Средние, отмеченные одинаковыми буквами, не имеют достоверных различий по LSD‑тесту (р<0,05).
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C. intybus, в  результате которой были полу-
чены 12 линий корней. Полученные культуры 
характеризовались способностью к  неогра-
ниченному росту на среде без фитогормонов, 
быстрым накоплением биомассы и отсутстви-
ем апикального доминирования. ПЦР‑анализ 
показал встройку Т-ДНК бинарного вектора 
pCambia1301, что возможно лишь при ге-
нетической трансформации агробактерия-
ми. Все эти данные говорят о том, что нами 
были получены истинные волосовидные кор-
ни C. intybus. Ранее публиковались данные 
о получении волосовидных корней C. intybus 
овощного сорта Палла Росса (Matvieieva et 
al., 2011), которые авторы использовали для 
регенерации из  них трансгенных растений. 
Здесь же мы сообщаем о создании волосовид-
ных корней диких растений C. intybus, а так-
же C. intybus корневого сорта Кофеек.

Проведенный нами спектрофотометри-
ческий анализ показал наличие в волосовид-
ных корнях инулина, содержание которого 
увеличивалось в  процессе культивирования, 
по крайней мере, в течение 90 суток. Резуль-
таты исследования свидетельствуют о  том, 
что волосовидные корни, полученные транс-
формацией A. rhizogenes, способны сохранять 
биосинтез корнеспецифичного метаболита. 
Содержание инулина в волосовидных корнях 
при этом было сопоставимо с  содержанием 
инулина в  боковых корнях растений, расту-
щих на  почве, как у  дикого растения, так 
и у сорта Кофеек (табл. 2 и 3). Исходя из по-
лученных нами данных, можно полагать, что 
дальнейшее увеличение продолжительно-
сти культивирования волосовидных корней 
C. intybus может способствовать увеличению 
содержания инулина.

Накопление корневых метаболитов у во-
лосовидных корней может быть как больше, 
так и меньше, чем у нативных корней (Gantait, 
Mukherjee, 2021; Pedreño, Almagro, 2020). Од-

нако в отличие от нативных корней при куль-
тивировании волосовидных корней возможно 
применение широкого спектра стимуляторов 
продукции метаболитов. Поэтому представ-
ляет интерес дальнейший поиск оптималь-
ного сочетания состава питательных сред 
и  условий культивирования для накопления 
наибольшей биомассы и  инулина в  волосо-
видных корнях. Так, например, Tabatabaee 
и  соавторы (2021) в  своих исследованиях 
установили, что повышение содержания са-
харозы в питательной среде до 60 г/л приво-
дит к значительному увеличению накопления 
инулина в  волосовидных корнях цикория 
до 53 % на сухую массу. К тому же ими было 
показано, что снижение содержания KH2PO4 
до  0,5 мМ также способствует увеличению 
накопления инулина почти в 2 раза по срав-
нению с  контролем (1,25 мМ). Также стоит 
отметить, что на уровень накопления инули-
на могут влиять регуляторы роста, что было 
показано в  исследованиях Kirakosyan и  со-
авторов (2022). Эксперименты, проведенные 
на каллусах C. intybus, показали увеличение 
содержания инулина при культивировании 
на  питательной среде, содержащей 2  мг/л 
БАП и 7,5 мг/л ИУК.

Выявленное нами довольно небольшое 
содержание инулина в  корнях C. intybus 
из почвы, вероятнее всего, связано с неопти-
мальными условиями для роста: маленькие 
вегетационные сосуды, нехватка освещения 
и  минеральных удобрений. Кроме того, из-
вестно, что для получения инулина в  про-
мышленных объемах используются специ-
альные сорта C. intybus корневого – ​С. intybus 
var. sativum, содержание инулина в  корнях 
которого может достигать 12–30 % на сырую 
массу в полевых условиях выращивания, по-
этому для дальнейших исследований целе-
сообразно проводить агробактериальную 
трансформацию корневого C. intybus, причем 
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полученные волосовидные корни, вероятнее 
всего, будут накапливать больше инулина.

Хотя полученные результаты и  свиде-
тельствуют о  том, что содержание инулина 
в волосовидных корнях ниже, чем в нативных 
корнях, получение инулина из волосовидных 
корней в условиях промышленного культиви-
рования в биореакторах может иметь ряд пре-
имуществ, таких как независимость от  при-
родных условий, отсутствие необходимости 
предварительной очистки корней, а  также 
возможность круглогодичного культивирова-
ния, что в перспективе может частично ком-
пенсировать низкое содержание инулина.

Заключение

В данной статье описывается исследование 
содержания инулина в волосовидных и натив-
ных корнях растений C. intybus. Полученные 
результаты показали, что содержание инулина 

в волосовидных корнях (1,46±0,46 % – ​в корнях 
диких растений C. intybus, 1,34±0,34 % – ​в кор-
нях сорта Кофеек), полученных с  помощью 
агробактериальной трансформации, ниже, 
чем в нативных корнях (к примеру, в главном 
корне цикория сорта Кофеек содержалось 
11,55±2,32 % инулина).

Получение инулина из  волосовидных 
корней в биореакторах может иметь ряд пре-
имуществ, например, таких как стабильность 
условий выращивания и возможность кругло-
годичного культивирования, что в перспекти-
ве может компенсировать низкое содержание 
инулина. Стоит отметить, что для промыш-
ленного производства из  волосовидных кор-
ней следует использовать специальные сорта 
C. intybus с  высоким содержанием инулина, 
а также изучить условия их культивирования 
в  биореакторах для увеличения производи-
тельности.
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