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Реферат. Изучены особенности накопления in vitro биомассы корневой культуры Tagetes patula L. в процессе 
масштабирования в лабораторных условиях в разных объемах питательной среды и культуральных сосудов. Вы-
явлено, что характер роста линии hairy roots и ее морфология зависят от объема инкубационного сосуда. Установ-
лена закономерность увеличения интенсивности роста и удлинения ростового цикла культуры в колбах большего 
объема (до 500 мл).
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Summary. The features of the in vitro accumulation of biomass of Tagetes patula L. root culture in the process of 
scaling under laboratory conditions in different volumes of the nutrient medium and culture vessels were studied. It was 
revealed that the growth pattern of the hairy roots line and its morphology depend on the volume of the incubation vessel. 
The pattern of increasing the growth rate and lengthening of the growth cycle of the culture in larger flasks (up to 500 ml) 
was established.
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Введение. Культура hairy roots («бородатые корни») привлекает все большее внимание исследо-
вателей в качестве альтернативного источника ценных вторичных метаболитов и используется для био-
синтеза целого ряда биологически активных веществ (Zhou et al., 2007; Sevon, Oksman-Caldentey, 2012; 
Кузовкова и др., 2015; Олина и др., 2016; Эрст и др., 2017, 2018). Данная система имеет ряд существен-
ных преимуществ как относительно клеточных суспензий, отличающихся генетической нестабильно-
стью, так и в сравнении с корнями интактных растений, характеризующихся относительно медленным 
ростом (Лучакивская и др., 2012). Генетически трансформированные корни получают при помощи поч-
венной агробактерии семейства Rhizobiaceae Agrobacterium rhizogenes. Попадая в поврежденные части 
растений, бактерии способны интегрировать в ядерный геном клетки-хозяина Т-ДНК своей Ri-плазми-
ды, стимулируя неограниченный рост корневой системы. При этом корни сохраняют в условиях in vitro 
способность к синтезу корнеспецифичных для данного растения вторичных метаболитов (Кузовкина, 
Вдовиченко, 2011; Кулуев и др., 2015). 

Методом Agrobacterium-опосредованной трансформации in vitro нами получена активно расту-
щая корневая культура одного из представителей рода Tagetes – T. patula L. (бархатцы отклоненные) 
(Bychkova et al., 2018; Khlebova et al., 2019). Известно, что ткани данного вида накапливают ценные 
ароматические серосодержащие вещества – тиофены, обладающие выраженной биоцидной активно-
стью (Taha et al., 2013; Gupta et al., 2016; Politi et al., 2016; Krzyzaniak et al., 2017; Mir et al., 2019). Од-
нако их содержание в интактных растениях отличается нестабильностью, зависит от стадии развития 
и условий выращивания. Культура hairy roots является альтернативным источником получения данных 
веществ, позволяющим избежать проблем, связанных с непостоянным уровнем синтеза вторичных ме-
таболитов, а также представляет собой модельную систему для изучения путей их биосинтеза.

Промышленное производство ценных метаболитов предполагает стабильное получение корне-
вой биомассы в больших объемах, характер роста которой может отличаться от мелкомасштабного 
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культивирования (Кулуев и др., 2015). Выращивание трансформированных корней на твердых средах 
малоэффективно вследствие низкой скорости роста и используется, как правило, на первоначальных 
этапах с целью индукции первичной культуры hairy roots. Отработка технологии выращивания корней 
в условиях погруженной культуры в колбах различного объема является необходимым этапом подбора 
условий для крупномасштабного наращивания биомассы с использованием биореакторов (Михайлова 
и др., 2017; Мусин и др., 2017). Целью данной работы явилось изучение особенностей роста трансфор-
мированных корней T. patula при их масштабировании in vitro в жидких питательных средах.

Материалы и методы. Объектом исследования служила стабильно растущая линия hairy roots 
бархатцев отклоненных, полученная в Алтайском центре прикладной биотехнологии (Алтайский го-
сударственный университет) путем трансформации листовых эксплантов стерильных растений диким 
штаммом почвенной агробактерии A4. Данная линия сохраняет свой рост и морфологические харак-
теристики в течение многократных пассажей при выращивании в жидкой питательной среде Мураси-
ге-Скуга (Murashige, Skoog, 1962) в колбах объемом 100 мл в условиях термостатируемого орбитально-
го шейкера. Для оценки параметров роста генетически трансформированной корневой линии T. patula 
100 мг одновозрастного инокулюма переносили в колбы объемом 100, 250 и 500 мл с исходным 20 % 
количеством среды Мурасиге-Скуга и культивировали на шейкере со скоростью 90 об/мин при темпе-
ратуре 24 ± 1 °С без освещения в течение 9 недель. В ходе эксперимента еженедельно определяли сы-
рую массу корней (г/колбу), затем делали перерасчет биомассы на 1 л среды. Статистический анализ 
данных проводили с использованием пакета прикладных программ Microsoft Excel 2007. Рассчитыва-
ли среднюю, ошибку средней. Достоверность различий полученных результатов оценивали с помощью 
критерия НСР0,05.

Результаты и обсуждение. Динамика роста корней в разных объемах питательной среды имела 
свои особенности (рис.). Лаг-фаза у всех культур была примерно одинаковой – продолжительностью 
неделя, переходя в фазу ускоренного роста. Культуры в 100 и 250 мл колбах, начиная со второй недели, 
характеризовались экспоненциальным ростом. В колбах большего объема, содержащих 100 мл пита-
тельной среды, продолжался рост ускорением, и только с третьей недели наступала экспоненциальная 
фаза, обеспечивая быстрый набор биомассы. В 100 мл колбах с 4-й по 6-ю неделю рост корней прак-
тически останавливался, а затем происходило снижение сырой массы. В колбах на 250 мл экспоненци-
альная стадия продолжалась до восьми недель, переходя в стационарную фазу на 9-й неделе. Больший 
объем среды в сосудах на 500 мл обеспечивал более длинную фазу экспоненциального роста, которая к 
9-й неделе несколько снижалась, но, тем не менее, набор биомассы продолжался. 

Рис. Кривая роста культуры трансформированных корней Tagetes patula L. в условиях одного цикла пролонгиро-
ванного выращивания в колбах разного объема.
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Особенности роста корней в разных объемах питательной среды обусловили различную про-
дуктивность изучаемой линии hairy roots (табл. 1). Так, к концу 4-й недели культивирования масса кор-
ней в 500 мл колбе составила 11,32 г, что на 46,4 % превысило массу, полученную в 100 мл сосуде. При 
продолжительном культивировании корней (до 9-ти недель) в небольшом объеме среды (20 мл) про-
изошло снижение сырой биомассы относительно максимального значения, сформированного в тече-
ние 6-й недели (8,90 г) почти на 30 %. В литературе описаны подобные данные, полученные на других 
видах растений. Так, например, 8-недельное культивирование без пересадки корневых линий табака в 
малом объеме питательной среды приводило к потере массы, несмотря на обновление среды (Zayed, 
Wink, 2009). Пересчет результатов на 1 л среды показал, что набор биомассы в малом объеме идет бы-
стрее, однако вследствие истощения среды блокируется по истечении 4-х недель (табл. 2). Больший 
объем, в свою очередь, обеспечивал более длительный рост культур. 

Таблица 1

Сырая масса корней линии hairy roots Tagetes patula L. в условиях одного цикла выращивания в 
колбах различного объема, г/колбу

Возраст культуры, 
неделя

Объем колбы/среды
100/20 мл 250/50 мл 500/100 мл

1 0,21 ± 0,02 0,19 ± 0,02 0,24 ± 0,03
2 0,92 ± 0,08 1,26 ± 0,07 1,23 ± 0,11
3 2,91 ± 0,23 3,15 ± 0,22 2,34 ± 0,24
4 7,73 ± 0,44 9,14 ± 0,32 11,32 ± 1,02
5 8,82 ± 0,92 10,93 ± 1,02 13,87 ± 1,13
6 8,90 ± 0,72 13,01 ± 1,23 15,34 ± 2,44
7 8,65 ± 0,67 14,44 ± 2,02 16,54 ± 2,51
8 7,65 ± 0,78 15,98 ± 1,94 17,43 ± 1,99
9 6,12 ± 0,42 15,96 ± 2,06 17,87 ± 2,43

НСР 0,71 1,05 0,87

Таблица 2

Сырая масса корней линии hairy roots Tagetes patula L. в условиях одного цикла выращивания в 
колбах различного объема, г/л среды

Возраст культуры, 
неделя

Объем колбы/среды
100/20 мл 250/50 мл 500/100 мл

1 10,50 ± 1,10 3,87 ± 0,80 2,49 ± 0,63
2 46,51 ± 5,32 25,28 ± 2,23 12,35 ± 1,01
3 145,88 ± 12,97 63,23 ± 8,11 23,46 ± 2,44
4 386,78 ± 21,15 182,84 ± 10,36 113,27 ± 9,31
5 441,75 ± 18,87 218,65 ± 15,41 138,78 ± 12,23
6 445,80 ± 24,08 260,27 ± 13,25 153,45 ± 13,44
7 432,57 ± 26,09 288,83 ± 15,32 165,47 ± 12,41
8 382,54 ± 22,15 319,65 ± 17,28 174,34 ± 10,01
9 306, 21 ± 20,48 319,23 ± 16,31 178,76 ± 13,43

НСР 20,75 12,46 6,32

Визуальные наблюдения за развитием корневой массы показали, что независимо от объема со-
суда, после переноса инокулюма в свежую среду на начальных этапах происходил рост корней в длину. 
Затем по мере заполнения внутреннего пространства колбы в объеме среды они начинали интенсив-
но ветвиться, формируя вторичную и третичную сеть. В 100 мл колбе ветвление наблюдали, начиная с 
третьей недели. При увеличении объема колбы заполнение шло медленнее, и ветвление начиналось с 
4–5-й недель культивирования. К этому времени в колбе объемом 100 мл (20 мл среды) ветвление прак-
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тически прекращалось, вследствие заполнения всего жидкого пространства, что приводило к остановке 
набора биомассы (табл. 1, 2). С увеличением объема среды и сосуда ветвление продолжалось. В 250 мл 
колбе замедлялось к 8–9-й неделям, а в максимально испытанном объеме (500 мл) не останавливалось 
до конца эксперимента (конец 9-й недели), обеспечивая рост биомассы, о чем свидетельствует кривая 
роста (рис.). При этом корни свободно плавали, постоянно омываясь питательной средой, что позволял 
ее объем.

В малом объеме среды (20 мл), начиная с 7–8-й недели цикла, с корнями происходили некото-
рые метаморфозы, заключающиеся в неравномерном утолщении их первичных стволов, характерных 
для корневой системы интактных растений in vivo. Подобные изменения наблюдали Х. Г. Мусин и др. 
(2017) при выращивании hairy roots табака и витании. Кроме того, авторы сообщили о формировании 
каллусных наростов на корнях после прекращения ветвления главных стволов. При этом в колбах боль-
шого объема (до 2 л) каллусные образования отсутствовали или были очень мелкими. В нашем экспе-
рименте изученная линия бархатцев отклоненных каллус не инициировала. Вероятно, подобные мор-
фологические новообразования в сильной степени зависят от генотипа исходного растения и корневой 
линии.

Таким образом, процесс масштабирования биомассы корней изученной нами линии показал, 
что характер роста культуры и ее морфология при прочих равных условиях в сильной степени зависят 
от объема питательной среды и инкубационного сосуда. Установлена закономерность повышения ин-
тенсивности роста в колбах большего объема. При этом происходит смещение экспоненциальной фазы 
кривой роста в сторону увеличения временного интервала, что обеспечивает более длительный рост 
культуры. Это определяет вектор поиска путей наращивания больших объемов биомассы корней в на-
правлении увеличения объема сосуда. Возможно, различные манипуляции по модификации условий 
выращивания (например, обновление среды путем долива свежей порции) позволят добиваться более 
высоких результатов и двигаться к более масштабному производству биомассы сырья T. patula альтер-
нативными биотехнологическими методами. 
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