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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы, степень ее разработанности. Генетическую 

модификацию растений (ГМР) сегодня рассматривают как мощный фактор 

изменения среды обитания человека (Жученко, Чесноков, 2012). При анализе 

проблем биобезопасности генной инженерии основной упор делается на 

критериях и методах оценки пищевой безопасности ГМР и получаемых из 

них продуктов (Кузнецов, Куликов, Цыдендамбаев, 2010). Экологические 

последствия широкомасштабного коммерческого использования ГМР, 

вследствие малой изученности их возможных негативных воздействий на 

живые системы, остаются непредсказуемыми.  

С этих позиций при использовании ГМР должен контролироваться весь 

комплекс взаимодействий в биосфере, включая почвенные микроорганизмы, 

которые осуществляют важнейшие биосферные функции, играя роль 

связующего звена биологического и геологического круговорота веществ на 

планете (Добровольский и др., 2011). Для исключения возможности 

причинения ущерба почве при выращивании ГМР необходима оценка 

экологических рисков их возможного воздействия на почвенные 

микроорганизмы. Особый интерес представляют исследования ризосферных 

микробных комплексов, играющих важную роль не только в процессах роста 

и развития растения, но и в поддержании почвенного гомеостаза, реализации 

почвой своих экологических функций.  

Известны работы, посвященные оценке состояния микробных 

сообществ почвы, на которой выращивали ГМР. Полученные результаты 

свидетельствуют как об отсутствии видимого эффекта (Arshad et al., 2016;  

Vital-López L. et al., 2017; Zhou D. et al., 2017; Dunfield, Germida, 2001; Nielsen 

et al., 2001; Kay et al., 2002; Motavalli et al., 2004; Devare et al., 2007; Locke et 
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al., 2008; Wagner et al., 2008), так и о его наличии (O’Callaghan et al., 2005; 

Krogh, Griffiths, 2007). 

Отмечается сильное варьирование наблюдаемых эффектов в 

зависимости от конкретного вида и экологических условий выращивания 

растений, а также от техники трансформации и встраиваемой генетической 

конструкции (Turrini, Sbrana, Giovannetti, 2015). Большинство работ 

выполнены преимущественно с использованием генно-молекулярных 

методов, которые обладают высокой пропускной способностью, но не 

позволяют судить о физиологических особенностях и экологических 

функциях обнаруживаемых микроорганизмов. В связи с этим не утратил 

своего значения традиционный (чашечный) метод, позволяющий получать 

информацию об изменениях функциональной структуры модельных 

микробных комплексов (Мукашева, Шигаева, 2015).  

Выбор актиномицетов в качестве модельной группы микроорганизмов 

обусловлен их способностью продуцировать фитогормоны, антибиотики и 

другие физиологически активные соединения (Hopwood, 2007), участвовать в 

разложении органических остатков в почве. Многообразие аспектов 

взаимодействия с растением определяет актуальность биоиндикационного 

изучения комплексов актиномицетов в ризосфере ГМР.  

Цель и задачи исследования.  

Целью работы являлось выяснение возможности использования 

структуры ризосферных комплексов актиномицетов в оценке 

потенциального экологического риска для почвенной микробной системы 

при выращивании табака (Nicotiana tabacum L) и томата (Solanum 

lycopersicum L.) с усиленной антиоксидантной защитой.  

Для достижения намеченной цели решали следующие задачи:  
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1) Исследовать особенности ассоциативного взаимодействия 

актиномицетов с растениями семейства Solanaceae (на примере Solanum 

tuberosum L.). 

2) Получить репрезентативные выборки трансгенных по гену Fe-

СОД1 растений табака и томата путем клонального микроразмножения in 

vitro и последующего выращивания в условиях закрытого грунта. 

3) Провести в модельных опытах оценку функциональной 

активности гетерологичного гена Fe-СОД1 в вегетативном потомстве ГМР.  

4) Определить численность, разнообразие и таксономическую 

структуру комплексов актиномицетов в ризосфере растений исходных сортов 

и независимых трансгенных линий табака и томата. 

5) Выделить из ризосферы растений исходных сортов и 

трансгенных линий представителей рода Streptomyces в чистую культуру и 

провести их видовую идентификацию по фенотипическим и генотипическим 

признакам. 

6) Изучить метаболический потенциал (антибиотикорезистентность, 

антагонистическую и целлюлозолитическую активность, способность к 

синтезу ауксинов) выделенных культур для определения функциональной 

структуры ризосферных комплексов стрептомицетов. 

Научная новизна. Впервые в ризосфере  растений-трансформантов 

выявлены  перестройки в  функциональной структуре комплексов 

актиномицетов, имеющие  биоиндикационное значение. Установлены 

достоверные различия между ризосферными комплексами исходных сортов 

и трансгенных линий по частоте встречаемости и долевому вкладу 

стрептомицетов с фиторегуляторной активностью, участвующих в защите 

растений от фитопатогенов и в процессах биодеструкции растительных 

полимеров, в частности, целлюлозы. Впервые экспериментально показана 

связь между синтезом лектинов ризосферными стрептомицетами и их 
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способностью колонизировать ткани растения. Впервые продемонстрировано 

усиление антиоксидантной защиты растений N. tabacum и S. lycopersicum в 

результате экспрессии гетерологичного гена Fe-СОД1 из Arabidopsis thaliana, 

при стрессе, обусловленном токсичностью ионов алюминия в кислой почве. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Обоснована 

возможность использования актиномицетов в качестве модельной группы 

микроорганизмов в биоиндикации возможных нарушений экологического 

состояния почвы при коммерческом выращивании трансгенных культур. 

Показано, что генно-инженерное усиление антиоксидантной защиты может 

приводить к изменению функциональной структуры сообществ 

микроорганизмов, ассоциированных с корнями растений-трансформантов 

томата и табака. Получены результаты, указывающие на перспективность 

использования гена Fe-СОД1 из Arabidopsis thaliana для генно-инженерной 

защиты фотосинтетического аппарата растений от окислительного стресса, 

обусловленного токсичностью алюминия в кислых почвах. Выделены 

культуры стрептомицетов, способные оказывать на растение 

фиторегуляторное и биоконтрольное действие, обладающие 

целлюлозолитической активностью и высокой колонизирующей 

способностью, перспективные для разработки новых экологически 

приемлемых биопрепаратов. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Метаболически активные актиномицеты являются неотъемлемым 

компонентом микробных сообществ в ризосфере растений семейства 

Solanaceae, вступают с ними в ассоциативное взаимодействие, способны 

заселять различные органы, проникать в ткани, не оказывая при этом 

негативного влияния на рост и развитие растения-хозяина, его 

продуктивность.  
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2. Генно-инженерная защита растений табака и томата от 

окислительного стресса не повлекла существенных изменений в 

численности, разнообразии и таксономической структуре ризосферных 

комплексов мицелиальных прокариот. Выявленные различия между 

исходными сортами и трансгенными линиями по характеру и величине 

сопоставимы с теми, что имеют место между растениями, полученными в 

результате традиционной селекции.  

3. Выявленные перестройки в функциональной структуре 

актиномицетных комплексов растений-трансформантов могут иметь своим 

следствием нарушения таких процессов, как биодеструкция в почве 

растительных полимеров, биологический контроль фитопатогенов и 

фитогормональная регуляция роста и продуктивности растений. 

Методология и методы исследований. Методология работы 

спланирована согласно поставленной цели. Эксперименты проводили in vitro 

и ex vitro, в условиях вегетационных опытов в климатических камерах, с 

использованием стандартных и разработанных методик. Использовали 

микробиологические и биохимические методы, метод культуры 

изолированной растительной ткани, а также расчет синэкологических 

показателей структуры сообществ. Статистическую обработку данных 

проводили стандартными методами (Лакин, 1990) с использованием пакета 

программ Microsoft Excel 2007.  

Личный вклад автора. Тема, цель, задачи, объекты, методы и план 

исследования определены автором совместно с научным руководителем. 

Эксперименты с растениями и микроорганизмами осуществлялись при 

непосредственном участии автора. Анализ и обобщение полученных 

результатов, формулировка выводов и основных защищаемых положений, 

выполнены лично автором. 
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Степень достоверности и апробация результатов.  

Достоверность результатов и обоснованность выводов проведенного 

исследования подтверждены использованием комплекса методов, адекватных 

целям и задачам работы, использованием статистических методов, 

практической апробацией результатов. Результаты исследований были 

представлены на Всероссийских научно-практических. конференциях с 

международным участием. «Биодиагностика состояния природных и 

природно-техногенных систем» (Киров, 2014, 2015, 2016, 2017, 2018 гг.); 

«Экология родного края: проблемы и пути их решения» (Киров, 2016г.); 

Всероссийских молодежных научных конференциях «Актуальные проблемы 

биологии и экологии» (Сыктывкар, 2016г.); «Экология и почвы» (Пущино, 

2014 г.);  Всероссийском симпозиуме «Трансгенные растения: технологии 

создания, биологические свойства, применение, биобезопасность» (Москва, 

2016г.); Конкурсе «Молодежь в экологии» в рамках Форума «Эко-Киров» 

(Киров, 2017 г.); Международных научно-практических конференциях 

аспирантов и молодых ученых «Знания молодых: наука, практика и 

инновации» (Киров, 2015, 2016, 2017 г.); Международных научно-

практических конференциях «Аграрная наука: развитие и перспективы» 

(Украина (Николаев), 2015, 2016 г.); «Роль почв в биосфере и жизни 

человека» (Москва, 2015 г.); «Водоросли и цианобактерии в природных и 

сельскохозяйственных экосистемах» (Киров, 2015 г.); «Методы и технологии 

в селекции и растениеводстве (Киров, 2016г.); «Растения и микроорганизмы: 

биотехология будущего» (Уфа, 2018 г.); «Мелиорация почв для устойчивого 

развития сельского хозяйства» (Киров, 2019 г.). 

Работа по теме диссертационного исследования была отмечена 

дипломами I степени за лучший доклад на XV Международной научно-

практической конференции аспирантов и молодых ученых «Знания молодых: 

наука, практика и инновации» (Киров, 2015 г.); за I место на Всеросссийской 
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научно-практической конференции «Экология родного края: проблемы и 

пути их решения» (Киров, 2016 г.). 

По материалам диссертационной работы опубликовано 29 печатных 

работ, в том числе 5 статей в рецензируемых журналах, рекомендованных 

ВАК РФ. 

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 157 

страницах печатного текста, иллюстрирована  18 таблицами и   36 

рисунками. Состоит из введения, обзора литературы,  шести глав 

экспериментальной части, заключения, одного приложения, списка 

использованной литературы, включающего 225 наименований, в т. ч. 162 − 

на иностранных языках.  

Автор выражает глубокую признательность научному руководителю 

д.б.н. Широких И.Г. за неоценимую помощь в подготовке диссертации. 

Искреннюю благодарность автор адресует к.б.н. Барановой Е.Н., к.б.н. 

Огородниковой С.Ю., д.б.н. Широких А.А., , д.б.н. Полежаевой Т.В., 

Сергушкиной М.И. за содействие на разных этапах выполнения работы, 

благодарит также сотрудников лаборатории биотехнологии растений и 

микроорганизмов ФГБНУ «ФАНЦ Северо-Востока» за дружескую 

поддержку. 
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ГЛАВА 1. ТРАНСГЕННЫЕ РАСТЕНИЯ КАК МЕЖДУНАРОДНАЯ 

АГРОЭКОЛОГИЧЕСКАЯ ПРОБЛЕМА XXI ВЕКА 

 

1.1 Распространение ГМ растений в мировом 

сельскохозяйственном производстве 

Успехи молекулярной биологии воплотились в 20 веке в разработке 

новых генно-молекулярных технологий, которые первоначально 

сопровождались оптимизмом в отношении скорого разрешения многих 

вопросов, связанных с решением продовольственной проблемы. Генная 

инженерия представлялась областью науки, которая революционизирует 

мир, манипулируя генами живых организмов, с целью придания им 

желаемых признаков (Ren et al., 2017). Среди преимуществ, связанных с 

внедрением генетически модифицированных (ГМ) организмов в сельское 

хозяйство, называли: 

1) повышение устойчивости к температурным стрессам, различному 

качеству почв, устойчивости к гербицидам, что приведет к увеличению 

урожайности; 

2) улучшение вкусовых качеств; 

3) снижение стоимости продукции, за счет экономии на средствах 

химической обработки почв и растений, экономии на сельхозтехнике; 

4) снижение стоимости выращивания ГМ-культур за счет стабильного 

урожая; 

5) включение в конечный продукт на уровне генов большого количества 

полезных человеку витаминов (Querci, 2006). 

Несмотря на оптимистические ожидания, в настоящее время 

практических доказательств тому, что ГМО действительно будут основным 

решением проблемы нехватки продовольствия, нет (Гузырь, Горюнова, 
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2015). Однако продукты новых рекомбинантных технологий - генетически 

модифицированные сорта растений во многих странах уже вышли  из 

лабораторий на поля и рекордными темпами завоевывают 

продовольственные и сельскохозяйственные рынки. 

Коммерческое выращивание генетически модифицированных (ГМ) 

культур началось в 1996 году. С тех пор во всем мире было 

коммерциализировано 357 ГМ культур, относящихся к 27 видам (Clive, 

2014). Это число постоянно увеличивается. С 1994 по 2017 год, в общей 

сложности в 40 странах, регулирующими органами были приняты 

разрешительные документы на использование ГМ сельскохозяйственных 

культур в пищевых и кормовых целях, а также на выращивание ГМ культур  

в производственных масштабах (GM Approval Database…2018). Засеваемые 

ими площади непрерывно увеличиваются и составили в 2017 году уже около 

189,8 миллионов гектаров. Ежегодно до 17 миллионов фермерских хозяйств 

выращивают ГМ культуры в 24 странах, причем 90% этих хозяйств 

приходятся на развивающиеся страны (табл. 1). 

Около 90% площади, засеваемой ГМ культурами (как пищевыми, так и 

кормовыми и техническими), принадлежит пяти странам (США, Бразилия, 

Аргентина, Канада и Индия). После США, Бразилия – второй по величине 

производитель ГМ культур (25% от мирового производства), на третьем 

месте ─ Аргентина, Канада заняла четвертое место, а на пятом месте 

находится Индия.  

Посевные площади, занятые под трансгенными сортами сои, кукурузы, 

хлопчатника, сахарной свеклы, картофеля, рапса, льна увеличиваются 

примерно на 10% ежегодно. Основной ГМ культурой на настоящий момент 

является соя, после которой, по объему выращивания, следуют кукуруза, 

хлопчатник и рапс.  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BE%D1%80%D0%BC%D0%BE%D0%B2%D1%8B%D0%B5_%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8C%D1%82%D1%83%D1%80%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D0%B5%D1%85%D0%BD%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B5_%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8C%D1%82%D1%83%D1%80%D1%8B
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Таблица 1 – Общая площадь ГМ-культур в динамике по странам (по данным 

ISААА (GM Approval Database, дата обращения март 2019)) 

№ 

п/п 
Страна 

Площадь 

(млн га) 
Генетически модифицированные культуры 

2015г 2016г 2017г  

1 США 70,9 72,9 75,0 
Кукуруза, соя хлопок, рапс, сахарная свекла, 

люцерна, папайя, тыква, картофель 

2 Бразилия 44,2 49,1 50,2 Соя, кукуруза, хлопок 

3 Аргентина 24,5 23,8 23,6 Соя, кукуруза, хлопок 

4 Индия 11,6 10,8 11,4 Хлопок 

5 Канада 11,0 11,6 13,1 Рапс, кукуруза, соя, сахарная свекла, 

6 Китай 3,7 2,8 2,8 Хлопок, папайя, тополь 

7 Парагвай 3,6 3,6 3,0 Соя, кукуруза, хлопок 

8 Пакистан 2,9 2,9 3,0 Хлопок 

9 ЮАР 2,7 2,7 2,7 Кукуруза, соя,  хлопок 

10 Уругвай 1,4 1,3 1,1 Соя, кукуруза 

11 Боливия 1,1 1,2 1,3 Соя 

12 Филиппины 0,7 0,8 0,6 Кукуруза 

13 Австралия 0,7 0,9 0,9 Хлопок, рапс 

14 Буркина-Фасо 0,4 - - Хлопок 

15 Мьянма 0,3 0,3 0,3 Хлопок 

16 Мексика 0,1 0,1 0,1 Хлопок, соя 

17 Испания 0,1 0,1 0,1 Кукуруза 

18 Колумбия 0,1 0,1 0,1 Хлопок, кукуруза 

19 Судан 0,1 0,1 0,2 Хлопок 

20 Гондурас <0,1 <0,1 <0,1 Кукуруза 

21 Чили <0,1 <0,1 <0,1 Кукуруза, соя, рапс 

22 Португалия <0,1 <0,1 <0,1 Кукуруза 

23 Вьетнам <0,1 <0,1 <0,1 Кукуруза 

24 
Чешская 

Республика 
<0,1 <0,1 - Кукуруза 

25 Словакия <0,1 <0,1 - Кукуруза 

26 Коста-Рика  <0,1 <0,1 - Хлопок, соя 

27 Бангладеш <0,1 <0,1 <0,1 Баклажан 

28 Румыния  <0,1 - <0,1 Кукуруза 

 Всего 179,7 185,1 189,8  

 

Соя выращивается на 94,1 млн га, это 50% от общих площадей занятых 

под трансгенными культурами, по сравнению с 2016 г. произошло 
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увеличение этого показателя на 3%. Далее по объему выращивания следует 

кукуруза – 59,7 млн га, хлопок – 24,2 млн га, рапс – 10,2 млн га (рис.1).  

 

 

Рисунок 1 – Выращивание биотехнологических культур в 2017 г по площадям (млн 

га) (по данным ISААА (GM Approval Database, дата обращения март 2019)) 

 

Из общего количества стран, выращивающих ГМ культуры в 2017 

году, 19 были развивающимися, а 5 - развитые страны. До 2011 года 

развитые страны имели под ГМ растениями площади, большие, чем 

развивающиеся, а к 2011 году мировая площадь ГМ культур равномерно 

распределилась между развитыми и развивающимися странами. Начало 2012 

года, характеризовалось последовательным увеличением площадей в 

развивающихся странах, а уже в 2017 году разница между развивающимися и 

развитыми странами составила 11,4 млн га в пользу развивающихся. 

Тенденция к увеличению доли ГМ культур в развивающихся странах, скорее 

всего, продолжится и в дальнейшем. Во-первых, из-за того, что большинство 

стран южного полушария приняли ГМ культуры, во-вторых, − принятие 

такой культуры, как рис, 90% из которого выращивается в развивающихся 

странах (Сlive, 2018).  

Соя; 94,1 

(50%) 

Кукуруза 59,7 

 (31%) 

Хлопок 24,21  
(13%) 

Рапс; 10,2 

(5%) 

Другие 1,29 

(1%) 
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Первыми и наиболее популярными  изменениями генома с помощью 

рекомбинантной ДНК стали такие признаки как устойчивость к гербицидам и 

защита от  насекомых-вредителей (в том числе оба изменения сразу) 

(Lombardo, 2016). Предполагалось, что они способны повысить урожай и 

минимизировать наносимый ущерб окружающей среде: инсектицидные (Bt-

защищенные культуры) – за счет снижения количества вносимых 

пестицидов, а устойчивые к гербицидам – за счет применения «экологически 

чистого» гербицида глифосата. Благодаря внедрению ГМ культур появилась 

возможность перехода от дорогостоящих комбинаций гербицидов к 

применению одного из средств широкого спектра, таких как глифосат и 

глюфосинат, имеющую меньшую токсичность, как для человека, так и для 

окружающей среды (Carroll, 2017). Кроме того, выращивание устойчивых к 

гербицидам ГМ культур часто облегчает переход к противоэрозийным 

методам обработки почвы, для предотвращения деградации почвенного 

покрова (Brimner et al., 2005, Duke, 2005). Именно «экологичность» 

трансгенных растений повлияла на активное внедрение их в производство, и, 

в первую очередь это произошло в развитых странах (Викторов, 2016).  

Самые большие площади Bt-защищенных культур принадлежали 

Латинской Америке, где лидером является Бразилия, за которой следует 

Аргентина. В Азии кукурузу, устойчивую к гербицидам и вредителям 

впервые начал выращивать Вьетнам, а культивировать Bt-устойчивые 

баклажаны, «золотой» рис, картофель и хлопчатник начали в Бангладеш. В 

Бразилии утверждена для коммерческого использования с 2018 г. сахарная 

свекла, устойчивая к вредителям (Clive, 2017). 

На Филиппинах на протяжении 16 лет успешно выращивают ГМ 

кукурузу. Китай получает существенную прибыль от выращивания Bt-

устойчивого хлопчатника. Индия в 2015 году стала государством номер один 
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по производству хлопка в мире, в значительной степени ─ за счет Bt-

устойчивых сортов (Clive, 2016). 

Тщательный анализ из 147 исследований, проведенных за последние 20 

лет, показал, что в среднем внедрение ГМ технологий привело к снижению 

количества вносимых химических пестицидов на 37%, увеличению 

урожайности на 22%, а прибыли фермеров − на 68% (Qaim et al., 2014). Эти 

данные подтверждены результатами других ежегодных исследований 

(Brookes и др., 2015; Clive, 2016, 2017). 

 

1.2  Экологические риски производства ГМ растений 

 

В связи со стократным увеличением во всем мире площадей (в 1996 

году 1,7 млн га), занятых генетически модифицированными 

сельскохозяйственными культурами, необходима оценка экологических 

рисков их возможного негативного воздействия  на окружающую среду. 

Считается, что употребление ГМО в пищу способно оказывать негативное 

действие на человека в силу различных факторов (Чемерис, 2014). Однако 

все эксперименты, направленные на определение безопасности ГМ 

продукции, не смогли представить доказательства ее вреда не только для 

жизни и здоровья потребителя, но и состояния окружающей среды. Для 

выявления и, в дальнейшем, минимизации возникающих угроз должны 

проводиться исследования нежелательных влияний ГМ-культур на 

окружающую среду.  В их основу положено понимание влияния ГМ-культур 

на сокращение биоразнообразия, устойчивое развитие и эволюцию 

сообществ (Thomson, 2003). В результате оценки нецелевых эффектов 

модифицированных растений отмечают, что избежать нецелевых эффектов 

невозможно не только в генной инженерии, но и в обычной селекции (Ladics, 



 

 

17 

 

2015). Генетическим источником таких изменений могут быть вставки или 

удаление генов, связанных с производством рекомбинантного белка.  

В то время как медико-биологическая безопасность ГМ-растений и 

продуктов из них стала предметом горячих дискуссий в международном 

сообществе (Hartung, Schiemann, 2014), вопросам потенциальных рисков 

трансгенов для окружающей среды и процессов эволюции до сих пор 

уделялось гораздо меньшее внимание. Медико-биологические и 

экологические последствия трансгенных растений проанализированы далеко 

не в одинаковой степени. Это связано с недостаточной изученностью 

большинства показателей экологических факторов, нарушения которых 

могут происходить в агроландшафте под воздействием трансгенных 

растений.  

Распространение ГМО даже теоретически может представлять 

определенную опасность для окружающей среды и через нее ─ для  человека 

и человечества в целом.  По мнению противников трансгенной продукции, 

одна из опасностей может заключаться в неконтролируемом переносе генов, 

отвечающих за устойчивость к гербицидам, благодаря чему повышается 

вероятность появления на полях так называемых «суперсорняков», 

избавиться от которых будет чрезвычайно трудно. Кроме того, природные 

ресурсы оказываются под угрозой  вследствие снижения чувствительности к 

глифосату насекомых и сорняков и как результат – увеличение количества 

применяемого глифосата (Brannon, 2016). Постоянное давление, оказываемое 

на биоту агроланшафта одним - двумя неизбирательными гербицидами и 

энтомотоксинами, рано или поздно приведет к сукцессии вредных видов, 

возникновению у них резистентности к средствам защиты, снижению 

разнообразия биоты и обеднению генофонда агроценоза. Для сдерживания 

естественного отбора устойчивых к гербицидам системного 

(неизбирательного) действия и энтомотоксинам (сорняков и вредителей) 
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необходимо создавать в посевах "острова безопасности", где выращивать 

либо нетрансгенные сорта, либо другие восприимчивые культуры. 

Другая опасность генетически модифицированных растений, в 

особенности Bt-защищенных, может быть связана с тем, что продуцируемые 

ими токсины, с некоторой вероятностью, способны повлиять и на полезных 

насекомых.  

Вызывают совершенно оправданные опасения непредсказуемость 

встраивания в геном растения чужеродного фрагмента ДНК, наличие во 

встраиваемом фрагменте ДНК генов устойчивости к антибиотикам, риски 

снижения сортового разнообразия сельскохозяйственных культур, 

неконтролируемый перенос конструкций ДНК, а также риски, связанные с 

поражением токсичными трансгенными белками нецелевых организмов − 

насекомых и почвенной микрофлоры, наконец − возможность создавать 

биологическое оружие. 

Вполне вероятно, что массовое внедрение в агроценозы трансгенных 

растений, обладающих одним или несколькими полезными свойствами, 

может привести к резкому сокращению ассортимента сортов и видового 

разнообразия возделываемых культур вследствие их недостаточной 

конкурентоспособности с трансгенными формами. При этом возрастает 

вероятность загрязнения уникальных мировых коллекции растений, в 

результате непреднамеренного переопыления (Devos, 2009). 

Проблема трансгенного "загрязнения" агроландшафтов уже вышла из 

области теоретических диспутов и стала причиной судебных разбирательств. 

Перенос пыльцы ГМ-растений к их диким сородичам ускорил процесс 

появления гербицидоустойчивых сорняков для перекрестно опыляемых 

видов (рис, рапс, подсолнечник, кукуруза, сахарная свекла) (Ермишин, 2013).  

Беспокойство вызывает и неконтролируемое распространение генов 

устойчивости к антибиотикам, которые часто используются на разных этапах 
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трансформации растения (Гизбуллин, 2014). Эти опасения имеют право на 

существование, однако пока нет научных исследований, которые бы 

достаточно четко оценили действительную угрозу таких явлений.  

Горизонтальная передача генов (ГПГ) играет важную роль в 

распространении большинства генетических признаков у прокариотов, 

особенно для адаптации бактерий к новым экологическим нишам (Syvanen, 

2012; Lanza et al., 2015). Кроме того, ГПГ затрагивает проблему, касающуюся 

переносов генов от бактерий к эукариотам, так как подвижные генетические 

элементы прокариотов влияют не только на образ жизни бактерий, но и на 

эволюцию сложных эукариотических организмов (Lacroix, 2016). Работы по 

этой проблеме проводятся в рамках Международного проекта "Исследования 

безопасности горизонтального переноса генов от генетически 

модифицированных организмов в микрофлору пищевых цепей и кишечника 

человека". Предполагается, что перенос генов из растений в 

микроорганизмы, в том числе патогенные, может произойти в желудочно-

кишечном тракте теплокровных или даже в ротовой полости (Ellstrand et al., 

2003; Hoffman, 1990). 

Проявление последствий ГПГ можно ожидать в регионах с 

перекрывающимися зонами произрастания или одновременно 

протекающими периодами цветения ГМ культур и традиционных сортов, 

близкородственных сорных или дикорастущих видов (Мирошниченко и др., 

2012). Частота гибридизации может значительно изменяться в зависимости 

от линии ГМ растения и особенностей дикой популяции (Михайлова, Кулуев, 

2013). Значительная часть имеющихся данных о переносе генов основана на 

результатах мелкомасштабных полевых экспериментов. Несмотря на то, что 

эти исследования предоставляют ценную информацию для 

регламентирования безопасных расстояний (изоляции) при проведении 

предварительных испытаний по выращиванию ГМ растений, неясно, в какой 



 

 

20 

 

степени эти результаты могут быть использованы при выращивании ГМ 

растений в производственном масштабе. Полученные данные 

свидетельствуют о том, что распространение пыльцы и миграция генов с 

сельскохозяйственных полей намного больше, чем наблюдаемые на опытных 

участках (Wilkinson et al., 1995). 

В связи с широким спектром прогнозируемых последствий 

использования рекомбинантных технологий в сельскохозяйственном 

производстве закономерно встает вопрос о биобезопасности ГМ растений. 

Суть понятия биобезопасность сводится к комплексу мероприятий, 

направленных на предупреждение или уменьшение влияния биологических 

факторов, или других вредных воздействий, источником которых выступают 

объекты биологического происхождения, на организм человека и на 

окружающую среду (Фитюхина, 2012).  

После публикации первого доклада об экологических рисках ГМО 

(Sharples, 1982)  научное сообщество сосредоточило внимание на негативных 

последствиях и инструментах оценки такого воздействия. С помощью 

различных подходов к анализу оценки риска ГМО, подтверждена 

возможность возникновения рисков от посевов ГМ культур, о которых ранее 

не говорилось (Regal, 1986). В проведенных в США исследованиях 

установлена зависимость между выращиванием ГМ растений и 

использованием пестицидов. За восемь лет исследований возросли продажи 

активно используемых химикатов при выращивании устойчивых к 

гербицидам растений (Баранов, 2007). По данным Всемирной Организации 

Здравоохранения (ВОЗ), каждый год в мире регистрируют порядка 1,5 млн 

отравлений пестицидами, причинами которых являются их небезопасное 

использование, хранение и утилизация (Окружающая среда…, 2017).  

Получили подтверждения экологические риски при использовании 

устойчивых к гербициду сортов растений, в результате появились 
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суперсорняки с устойчивостью к гербицидам (Roy et al., 2003). Так, 

опубликованы данные о появлении нового вида сорняка – полевой ГМ 

горчицы с устойчивостью к гербициду глифосат. По мнению авторов, при 

выращивании ГМ масличного рапса (Brassica napus) с устойчивостью к 

глифосату, произошло спонтанное скрещивание ГМ рапса и дикорастущей 

полевой горчицы (Brassica rapa), в результате чего сорняку передалась 

устойчивость к гербициду (Warwick et al., 2008).  

Кроме того, в местах, где ГМ культуры произрастали длительное время 

на больших площадях, отмечены факты появления растений того же вида, 

содержащие в геноме гетерологичные последовательности. Загрязнение 

распространяется и на регионы, где ГМ культуры не были официально 

разрешены (Price, 2014). 

Следовательно, в течение последних трех десятилетий экологическая 

безопасность была предметом исследования, а оценка влияния ГМ культур 

на окружающую среду стала важной в разработке и развитии ГМО, а также в 

международном законотворческом процессе (De Schrijveret et al., 2015).  

На сегодняшний день имеется ряд международных соглашений, 

регламентирующих обеспечение и сохранение высокого уровня защиты в 

области безопасной передачи и использования трансгенных растений. 

Основы регулирования отношений, связанных с производством и оборотом 

ГМО, на законодательном международном уровне были заложены еще до 

промышленного производства трансгенных продуктов, когда стала понятной 

их неизбежность. В Рио-де-Жанейро, в ходе Конференции Организации 

Объединенных Наций по окружающей среде и развитию в июне 1992 г. была 

принята Конвенция по биологическому разнообразию, которая предоставляет 

право правительствам разных стран самостоятельно решать вопрос о пользе 

или вреде трансгенной продукции (Доклад Конференции…, 1993). В 2000 г., 

в Монреале был принят Картахенский протокол по биобезопасности 
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(Картахенский протокол…, 2000), в документе прописан принцип 

предосторожности – если какой-либо вид деятельности несет в себе угрозу 

или вероятность нанесения вреда здоровью человека или окружающей среде, 

должны приниматься меры предосторожности, даже в случаях, когда 

причины до конца не исследованы, или научно не обоснованы. 

Применительно к проблеме ГМО это может звучать так: страна имеет право 

отказаться от импорта ГМО, опасаясь негативных последствий в отношении 

окружающей среды и здоровья людей (Алешков, 2017). 

Национальные интересы России в сфере экологии заключаются в 

сохранении и оздоровлении окружающей среды. Мировой опыт в 

коммерческом использовании ГМ сортов растений в агропромышленном 

производстве, этому противоречит. По причине малой изученности 

возможных отрицательных воздействий ГМО на живые системы, 

экологические последствия коммерческого использования трансгенных 

растений, функционирование и стабильность природных и агробиоценозов 

остаются непредсказуемыми. Из опыта отечественных и зарубежных 

исследований, в настоящее время можно обсуждать следующие группы 

экологических рисков при использовании ГМО в коммерческих целях: 

1. Неконтролируемое распространение чужеродных генов 

«горизонтальный перенос» в популяции культурных, традиционных сортов и 

дикорастущих растений может привести к нарушению равновесия в 

биоценозах и засорению традиционных сортов трансгенными вставками и, в 

дальнейшем, к снижению биоразнообразия или полному их уничтожению. 

2.  Риски неконтролируемого горизонтального переноса 

трансгенных конструкций в почвенную микробную систему. Первые данные 

по оценке рисков горизонтального переноса трансгенных конструкций от 

растений к почвенным бактериям опубликовали в 1994 г. (Smalla et al., 1994; 

Becker et al., 1994). Проанализировав результаты полевых испытаний, авторы 
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(Коттер, 2005) смогли привести ряд убедительных доказательств, что 

применяемые методики несовершенны. В доступности исследователей 

оказываются только 10% бактериальной флоры. В условиях эксперимента 

была продемонстрирована возможность переноса трансгенных конструкций 

от растений к бактериям (Nielsen et al., 1997; Gebhard, 1998). 

3. Негативное влияние вырабатываемых трансгенными растениями 

токсичных белков на биоразнообразие нецелевых насекомых и почвенной 

микрофлоры, и как следствие, нарушение трофических цепей. 

Биоразнообразие живых почвенных организмов, при выращивании ГМ 

культур, за один сезон снижается в три раза, что приводит к деградации 

почвенного плодородия.  

4. Быстрый отбор насекомых, невосприимчивых к 

энтомопатогенным токсинам, продуцируемым ГМ растениями. Уже 

существуют некоторые насекомые-вредители, которые образовали 

популяции устойчивые к действию Bt-токсина (Samuel, 2013). У насекомых 

изменяется тип питания, и они переходят на другие виды растений, что 

влечет замену одних вредителей на другие (Кащьяп, 1998). В обзорах, 

посвященных данной проблеме, отмечены факты негативного влияния Bt-

токсинов, выделяемых трансгенными культурами, не только на насекомых, 

которые являются природными сельскохозяйственными вредителями, но и на 

другие нецелевые организмы (Dale et al., 2002; Tabashnik, 2003). 

5. Появление новых патогенных штаммов фитовирусов, в 

результате генетической рекомбинации между трансгенами и генами 

природных вирусов. 

6. Увеличение расхода в сельскохозяйственных посевах химических 

веществ, что ведет к обострению проблемы химического загрязнения 

окружающей среды.  
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Проблема регулирования экологических рисков стоит особенно остро. 

Современные национальные и международные законодательства учитывают 

только фактически подтвержденные негативные действия новых технологий 

на природу, что означает в отношении ГМО, необратимые изменения 

окружающей среды (Beckie et al., 2001). 

В обеспечении биобезопасности современных биотехнологий по 

созданию трансгенных организмов, на первом месте стоит отбор известных, 

проверенных природных генов (Приложение) и их регуляторных 

генетических элементов, а так же создание на их основе векторов, которые 

обеспечивают трансгенам заданные свойства (Цаценко, 2016). 

Разработка и постоянное применение эффективных методов 

мониторинга, прежде всего, за составом и свойствами белковых 

составляющих вновь созданных генотипов (Приложение), позволяет заранее, 

на этапе создания ГМО, выявлять опасные генотипы и контролировать их 

выпуск из лаборатории и применение в производстве.  

Как известно, в мире неизменно растёт спрос на экологически чистую 

продукцию. Россия в этой области имеет большой потенциал, но в случае 

экспансии ГМО на сельскохозяйственный рынок России, способно навсегда 

исключить такую перспективу (Оденцева, 2016), поэтому уделяется особое 

внимание контролю ввоза, производства и использования в пищевой 

промышленности продуктов, полученных с помощью ГМО (Фирова, Глазов, 

2015). Согласно постановлению Правительства РФ от 30 января 2017 года № 

103 «О внесении изменения в положение о Федеральной службе по 

ветеринарному и фитосанитарному надзору» на Россельхознадзор возложены 

функции по контролю над ввозом в Россию ГМО и семян в пунктах пропуска 

через государственную границу (Постановление Правительства…, 2017). 

Законодательство в области регулирования оборота ГМО в 

европейских странах основано на «принципе предосторожности», тогда как 
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США, Канада, КНР и другие страны, приняли концепцию существенной 

эквивалентности «substantial equivalence», разработанную 

Продовольственной и сельскохозяйственной организацией ООН, Всемирной 

Организацией Здравоохранения и Организацией экономического 

сотрудничества и развития вначале 1990-х гг. (Алешков, Каленик, 2015). 

Концепция существенной эквивалентности предлагает считать ГМ продукты 

питания такими же безопасными, как и не ГМ продукты, так как уровень 

изменчивости их основных свойств и погрешности в опытах сопоставимы. 

Поэтому в КНР производителей не обязывают маркировать 

соответствующим образом продукцию, содержащую ГМО — считается, что 

формально это – то же самое, что и обычная продукция, причем прошедшая 

жесткую процедуру допуска на рынок (Алешков, 2007).  

Ситуация в России. В России регистрация трансгенных растений 

контролируется Межведомственной комиссией по проблемам генно-

инженерной деятельности, созданная при Министерстве промышленности, 

науки и технологий РФ в 1997 году. Постановлением Правительства 

Российской Федерации № 839 от 23 сентября 2013 г. «О государственной 

регистрации ГМО, предназначенных для выпуска в окружающую среду, а 

также продукции, полученной с применением таких организмов или 

содержащей такие организмы» (Постановление правительства…, 2013) (с 

изменениями на 16 июня 2014 г.) утверждены правила о государственной 

регистрации ГМО, а также продукции, полученной с применением ГМО, или 

содержащей такие ГМО (Постановление правительства…, 2014). С 01 июля 

2017 г. документы должны были вступить в силу и разрешить применение в 

российском аграрном производстве ГМО. В связи с этим в стране поднялась 

волна критики, начала выступать общественность, поэтому, чтобы 

прекратить сложившуюся ситуацию, 3 июля 2016 г. был принят 

Федеральный закон № 358-ФЗ «О внесении изменений в отдельные 
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законодательные акты Российской Федерации, в части государственного 

регулирования в области генно-инженерной деятельности» (Федеральный 

закон…, 2016). Данный закон запрещает производство в России ГМ 

продукции, за исключением использования ГМО в научных исследованиях. 

Этот закон внес также дополнения в законы «О семеноводстве»; «Об охране 

окружающей среды» и в Кодекс Российской Федерации об 

административных правонарушениях (Федеральный закон…, 1997, 2002). 

Современная методология медико-биологической оценки и ее 

инструментальное обеспечение позволяют получать данные по безопасности 

трансгенных растений и ГМИ пищи. В то время как сведения по 

агроэкологической и эколого-генетической оценке их производства носят 

большей частью вероятностный характер и нуждаются в дальнейшем 

подробном изучении. Экологическую опасность производства каждого вида 

трансгенных растений следует, по возможности, оценивать применительно 

ко всем нецелевым биологическим ресурсам (Соколов, 2013). 

 

1.3 Воздействие ГМ растений на микрофлору почвы 

 

Известно, что почвенные микробные системы сложны и неоднородны, 

(Amann et al., 1995). Представление о составе почвенных микробных 

сообществ позволяют дать последние методологические достижения, в 

частности, новые молекулярно-биологические методы (Head et al., 1998; 

Stephen, Kowalchuk, 2002), (Tiedj, 1999). Наибольшее влияние растения 

оказывают на микробные сообщества в ризосфере, куда поступает большое 

количество корневых экссудатов, представляющих для микробов источник 

питания. Сила этого влияния зависит от степени взаимодействия между 

конкретной микробной популяцией и растением (Kowalchuk, 2004). 

Почвенные микроорганизмы реагируют также на количество и качество 
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растительного опада (Priha, 1999). Поскольку растения играют 

определяющую роль в формировании численности и состава микробных 

сообществ, то растения, измененные введением в них нового чужеродного 

генетического материала, могут изменить эти эффекты. Иногда по поводу 

ГМ культур высказывают опасения, что они могут оказывать на почвенную 

микрофлору давление, благодаря выделениям в ризосферу специфических 

соединений, которые создают селективное преимущество тем 

микроорганизмам, которые способны их утилизировать (Tsaftaris et al., 2000). 

Например, посевы Bt-защищенных культур (риса, картофеля, кукурузы) на 

протяжении всей вегетации продуцируют в ризосферу Bt-токсин. 

Выделяемые Cry-белки и низкомолекулярные соединения ГМ растений 

специфически воздействуют на ризосферные микроорганизмы, создавая 

преимущества микроорганизмам, усваивающим эти метаболиты (Saxena, 

Stotzky, 2001). Наряду с формированием новых хозяйственно ценных 

свойств, генно-инженерное вмешательство cоздает для растений вероятность 

приобретения новых качеств, обусловленных как свойствами самой 

встроенной конструкции, так и её плейотропным действием, в том числе её 

нестабильностью и регуляторным действием на соседние гены (Ioset et al., 

2007). Плейотропные эффекты, из-за нарушений в эндогенных путях 

первичного метаболизма, могут повлечь изменения в корневой экскреции 

трансгенных растений и, как следствие, − изменения в почвенной микробной 

системе (Turrini et al., 2015). 

Также существует вероятность того, что гетерологичные гены из 

растений могут мигрировать в микроорганизмы (Kowalchuk и др., 2003). 

Рекомбинантная ДНК растений, остающаяся в почве после их гибели, может 

служить потенциальных донором генов для их переноса в почвенную 

микробиоту. В почве обмен генетическим материалом между 

микроорганизмами различных родов и видов происходит часто. Полагают, 
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что такому спонтанному трансгенозу могут быть подвержены как 

облигатные фитопатогены, так и почвенные грибы-микоризообразователи 

(Топчий, 2015). 

Единичные факты свидетельствуют о возможности обратно 

направленного дрейфа генов от микроорганизмов в высшие растения. 

Оценка влияния ГМ культур на почвенные микроорганизмы и их 

взаимодействие с растениями особенно важна, так как нарушение  

почвенных микробных сообществ может привести к утрате почвой 

экосистемных функций (Guana et al., 2016; Icoz, Stotzky, 2008). 

Почвенные микробные сообщества осуществляют важнейшие 

биосферные функции, играя роль связующего звена биологического и 

геологического круговорота веществ на планете. В силу высокой скорости 

эволюции микроорганизмы наиболее оперативно реагируют на изменение 

окружающей среды, поэтому изучение природных микробных сообществ 

позволяет достаточно быстро оценить влияние изменений окружающей 

среды на сохранение биологического разнообразия (Добровольский и др., 

2011). Особый интерес представляют микроорганизмы ризосферы – той 

части почвы, которая примыкает непосредственно к поверхности корня 

растения. С ризосферными микроорганизмами связаны, помимо их участия в 

круговороте питательных веществ, и другие важные функции, в частности, 

защита растения от фитопатогенов, антагонистические взаимодействия и 

фиторегуляторная активность, обеспечивающие, в конечном итоге, 

продуктивность сельскохозяйственных культур. Из-за сложности структуры 

и функционирования почвенной системы связями между растительным и 

микробным её компонентами часто пренебрегают. Однако в связи с 

широкомасштабным распространением в агроэкосистемах ГМ культур такие 

исследования приобретают в последние годы все большее значение.  
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В документах, регламентирующих безопасность производства и 

применения ГМР в производственных посевах, отмечается, что при оценке 

экологической безопасности необходимо проводить оценку риска поражения 

нецелевых организмов, в частности, выявлять нарушения численности и 

видового состава ризосферных микроорганизмов (Вельков и др., 2003). 

Несмотря на это, влияние ГМР на почвенные и ризосферные 

микроорганизмы остается одним из наименее изученных аспектов (Turrini et 

al., 2015; Bruinsma et al., 2003; Filion, 2008; Ki-Jong et al., 2012; Arango et al., 

2014). Исследование ризосферных микробных комплексов представляет 

особый интерес, поскольку они играют важную роль не только в связи с 

процессами роста и развития растения, но и участвуют в поддержании 

почвенного гомеостаза в целом, обеспечивая реализацию почвой своих 

экологических функций. Сегодня предпринимаются попытки к выяснению 

того, существуют ли специфические ответы со стороны ризосферной 

микрофлоры на различные категории ГМ растений, разработанных на 

сегодняшний день, с учетом конкретной технологии и использованной 

генетический конструкции (Turrini et al., 2015). 

Получение трансгенных сельскохозяйственных культур с 

устойчивостью к гербицидам, представляло собой радикально новый подход 

к управлению засоренностью посевов сорняками. Благодаря внедрению ГМ 

культур стало возможным перейти от дорогостоящих комбинаций 

гербицидов к использованию одного из средств широкого действия, таких 

как глифосат и глюфосинат, традиционно считающихся наименее 

токсичными как для человека, так и для окружающей среды.  

Устойчивые к гербициду раундап (Roundup Ready или сокращённо RR) 

растения содержат ген энолпирувилшикиматфосфат-синтетазы (EPSP-

синтетазы) из почвенной бактерии Agrobacterium sp. CP4. Глифосат 

ингибирует рост растения, блокируя работу фермента EPSP-синтазы, 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/Agrobacterium
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участвующего в выработке некоторых аминокислот и других веществ. 

Повышенное в результате экспрессии гетерологичного гена количество 

EPSP-синтазы позволяет растению противостоять действию глифосата  при 

обработке посевов для уничтожения сорняков (Funke et al., 2006). RR соя 

GTS_40-3-2 получила широкое распространение в сельском хозяйстве ряда 

стран Южной Америки.  

В отличие от трансгенных, устойчивых к глифосату растений, 

почвенные микроорганизмы оказались к нему чувствительны. Кинг с соавт. 

(King et al., 2001), Редди и Заблотович (Zablotowicz, Reddy, 2004, 2007) 

показали, что применение глифосата задерживает образование клубеньков и 

фиксацию азота (N) у RR сои. Авторы связывают это с ингибирующим 

действием глифосата на симбиотические азотфиксирующие бактерии 

Bradyrhizobium japonicum. В тканях растений разлагается лишь 

незначительное количество глифосата, а большая его часть транслоцируется 

в клубеньки, корни и выделяется с корневыми экссудатами. В штате 

Миссури (США), после обработки глифосатом посевов RR сои и кукурузы, 

увеличилось, по сравнению с нетрансгенными растениями, поражение 

корней почвенными грибами родов Pythium и Fusarium (Meriles et al, 2006; 

Kremer, Means, 2009; Sanogo et al., 2000). Предполагают, что корневая 

экскреция глифосата стимулирует в ризосфере прорастание пропагул 

фитопатогенных грибов. 

Экосистемные эффекты трансгенного растения в данном случае можно 

расценивать как косвенное воздействие, поскольку изменения в микробной 

системе, а также в устойчивости растений к фитопатогенам, происходили в 

силу изменения корневой экскреции, которая обеспечивала преимущество 

отдельным видам фитопатогенов или,  наоборот, ингибировала развитие их 

антагонистов. 

https://en.wikipedia.org/wiki/GTS_40-3-2
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Поскольку глифосат способен ингибировать EPSP-синтазу не только в 

растениях, но и в различных микроорганизмах, высказывались опасения, что 

его применение может привести к изменениям состава и разнообразия 

ризосферных микробных сообществ в почвах, задействованных в сельском 

хозяйстве. Сравнение ризосферных сообществ трансгенной и нетрансгенной 

сои с помощью анализа нуклеотидных последовательностей 16S 

рибосомальной РНК показали, что бактериальное разнообразие на корнях RR 

сои не только не снизилось, но даже возросло после применения глифосата 

(Arango et al., 2014). В посевах трансгенной (BRS245) и нетрансгенной 

(BRS133) сои в Бразилии на протяжении двух вегетационных периодов 

(2011/2012 гг.) сравнивали базальное дыхание почвы, содержание углерода 

микробной биомассы почвы, количество спор эндомикоризных и прочих 

грибов, и оценивали бактериальную биомассу в почве с использованием 

эпифлуоресцентной микроскопии. После выращивания трансгенной сои с 

устойчивостью к имидазолиновому гербициду в почве повысилось 

содержание бактериальной биомассы по сравнению с контролем (Vilvert et 

al., 2014). 

В целом, сверхэкспрессия в растениях гена EPSP-синтазы, по данным 

исследований, проведенных в крупнейших странах-производителях RR cои 

(Аргентина, Бразилия, Европейский союз), существенно не влияла на 

почвенные микроорганизмы и биологическую фиксацию азота. Фактором, 

достоверно определяющим варьирование этих показателей в почвах, 

являлось применение глифосата в посевах трансгенных культур (Bohm, 

Rombaldi, 2010). 

При сравнении данных, полученных в двадцати полевых опытах, 

заложенных в шести Штатах и в Федеральном Округе Бразилии, было 

сделано заключение, что выращивание трансгенной сои с устойчивостью к 

гербицидам, не оказало никакого влияния на микробную биомассу и 16s 
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РНК-ДГГЭ-профили (Dunfield, Germida, 2004). Ранее эти же авторы 

сообщали, что микробные сообщества, связанные с ризосферой трансгенных 

растений отличаются от сообществ нетрансформированных растений, но эти 

изменения были кратковременными (Dunfield, Germida, 2003). Аналогичные 

выводы были сделаны в отношении устойчивой к гербициду глюфосинату 

кукурузы, в ризосфере которой бактериальные сообщества сравнивались с 

помощью секвенирования гена 16S рРНК (Kowalchuk et al., 2003). 

Существует еще ряд работ, посвященных изучению влияния 

устойчивых к гербицидам культур на состав и свойства ризосферных 

микроорганизмов, в которых эффекты ГМ культур часто имели место, но 

обычно они не перекрывали варьирование, обусловленное "нормальными" 

источниками вариации (Gyamfi et al., 2002; Bruinsma et al., 2003, Yong-Eok et 

al., 2015).  

Другой группой трансгенных культур, получивших широкое 

распространение в аграрном производстве многих стран, стали Bt-

защищенные от насекомых-вредителей растения. Инсектицидные растения 

были созданы введением в них гена дельта – эндотоксина Bacillus 

thuringiensis (Bt). Кроме преимуществ экологического характера, связанных 

со снижением побочных токсических эффектов и загрязнения пестицидами 

водных ресурсов, к числу преимуществ Bt-культур относят улучшение 

состояния здоровья рабочих ферм в развивающихся странах, обусловленное 

отказом от распыления на хлопковых полях химических инсектицидов. 

Однако есть мнение, что устойчивые к насекомым-вредителям ГМ культуры, 

экспрессирующие Cry-белки, изначально принадлежащие бактериям, могут 

нанести ущерб каким-либо безвредным или даже полезным почвенным 

организмам. Bt-токсин попадает в почву преимущественно через корневые 

выделения и растительные остатки (Saxena et al., 1999; Saxena, Stoztky, 2000), 

где утилизируется микроорганизмами в качестве ростового субстрата 
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(Baumgarte, Tebbe, 2005). Это доказано и иммунологически, и тестированием 

токсического действия экссудатов на личинках чувствительных насекомых. 

Скорость деградации и инактивации Bt-токсина зависит от почвенно-

климатических  условий. Процесс деградации происходит достаточно 

быстро, но небольшое количество токсина (менее 2%) может сохраняться в 

почве по окончании вегетационного периода. Bt-токсин связывается с 

органо-минеральными коллоидами и илистыми частицами почвы, что 

защищает его от биодеградации. Однако в почве, даже после нескольких лет 

выращивания Bt-культур, аккумуляции токсина не происходит, благодаря 

активной микробной деградации (Valldor et al., 2015).  

Ни лабораторные, ни полевые испытания не выявили летальных или 

сублетальных эффектов Bt-токсинов в отношении почвенной мезофауны: 

дождевых червей, ногохвосток, клещей, мокриц и нематод. Отмечены, 

однако, некоторые изменения в общем количестве и популяционной 

структуре почвенных микроорганизмов (Saxena, Stotzky, 2001). Сообщалось 

о влиянии Bt-хлопчатника на количественные показатели и разнообразие 

аборигенных популяции бактерий и микроскопических грибов в почве 

(Donegan et al., 1995). В то же время, Bt-защищенные растения кукурузы (Wei 

et al., 2004) и риса (Liu et al., 2008) не оказывали негативного воздействия на 

бактериальные и грибные сообщества почвы. В микробных комплексах 

ризосферы Bt-риса были обнаружены преходящие отличия от ризосферных 

сообществ изогенного нетрансгенного риса (Wu et al., 2004). Исследования 

микрофлоры почвы посредством физиологического профилирования 

(сommunity level physiological profiling - CLPP) бактериальных и грибных 

сообществ под Bt-кукурузой выявили значимые различия между 

трансгенными и нетрансгенными растениями (Blackwood, Buyer, 2004).  

Bt-защита растений может приводить к побочным биохимическим 

эффектам у растения-трансформанта, в частности вызывать увеличение 
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содержания в его органах гликоалкалоидов и повышать синтез лигнина (на 

33-97%) у кукурузы, в результате чего интенсивность микробной 

биодеградации растительных остатков в почве будет затруднена, а общая 

метаболическая активность почвы существенно снизится (Вельков, Соколов, 

2003). Кроме того, длительное присутствие в почве неразлагаемых остатков 

Bt-защищенной кукурузы будет способствовать селекции устойчивых к Bt-

токсину форм нецелевых организмов (Saxena, Stotzky, 2001). Поэтому оценка 

функциональных характеристик почвы, определяющих ее плодородие, 

представляет еще одну важную задачу при определении регламента выпуска 

трансгенных растений в агросферу.  

В ряде регионов Китая в течение многих лет широко применяется 

устойчивый к насекомым-вредителям трансгенный хлопчатник SGK321, 

несущий гены CrylAc и CPTI. В двухлетних полевых исследованиях на 

Севере Китая изучали его воздействие на дегидрогеназную, уреазную и 

фосфатазную активность в ризосферной почве. Показано, что в различные 

фазы развития растений имелись существенные различия в активности 

ферментов. Однако метод главных компонент не выявил значимых различий 

между исходным сортом и трансгенной формой SGK321. Таким образом, по 

сравнению с межфазной изменчивостью активности дегидрогеназы, уреазы и 

фосфатазы, трансгенный хлопчатник не оказал заметного влияния на 

изменение активности этих ферментов в ризосфере хлопчатника (Zhang et al., 

2014). 

Структуру микробных сообществ в ризосфере Bt-хлопчатника 

Монсанто NC 33В мониторировали в полевых условиях с помощью метода 

PCR-DGGE. Результаты трехлетних полевых наблюдений показали, что на 

количество и таксономическую структуру эубактерий, грибов и 

актиномицетов в ризосферной почве заметно влияют естественные 

изменения в окружающей среде, связанные с фазами развития хлопчатника. 
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В то же время, не было обнаружено никаких существенных различий между 

линией NC 33В и его изогенной нетрансгенной формой (Zhang et al., 2015). 

Для сравнения генетической изменчивости в популяциях бактерий, 

изолированных из ризосферы генетически модифицированной кукурузы 

MON810, несущей ген cry1Ab, и контрольными растениями, проведены 

исследования образцов ризосферы, собранных в Словакии в течение двух 

лет. Различий в количестве терминальных рестрикционных фрагментов 

между контролем и ГМ-гибридами кукурузы не обнаружено (Ondreičková, et 

al., 2014). 

Генетическая модификация баклажана, в связи с масштабным 

поражением этой культуры многими вредными насекомыми, особенно 

Leucinoides orbonalis, не оказала значительного влияния на грибные 

сообщества ризосферы Bt-защищенных растений, несмотря на имеющиеся 

различия в численности и характере распределения микромицетов. 

Изменчивость, связанная с  ростом и развитием растений, оказалась более 

значимой, по сравнению с изменчивостью, обусловленной генетической 

модификацией (Singh et al., 2014). 

Таким образом, многочисленными исследованиями Bt-защищенных 

культур показано, что корневая экскреция трансгенного белка CrylAc, хотя и 

вызывает определенные сдвиги в количественном и качественном составе, 

физиологической активности почвенной и ризосферной микрофлоры, эти 

изменения не стабильны и пренебрежимо малы, по сравнению с 

изменчивостью, несвязанной с наличием в растительном геноме 

гетерологичной вставки. Размер и структура популяций почвенных 

микроорганизмов сильно подвержены как сезонным изменениям, так и 

колебаниям, связанным с типом почвы, фазами развития и генотипами 

растений. Согласно исследованиям, эффекты генетической модификации 

растений на почвенные микробные сообщества, нестабильны. В разных 
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частях одного и того же поля ризосферные микробные сообщества могут 

изменяться по-разному и в разной степени, также эти изменения 

неодинаковы в разные сезоны (Conner et al., 2003). 

Создание растений с повышенной защитой от фитопатогенов стало 

новой актуальной задачей генной инженерии. При этом предполагается 

получение устойчивых сортов с измененной экспрессией собственных 

защитных генов или же перенесение чужеродных генов из растений и даже 

фагов (Clausen et al., 2000). Так, были получены трансгенные растения 

картофеля, экспрессирующие ген лизоцима фага Т4, который обеспечивал 

устойчивость растений к фитопатогенным энтеробактериям, в частности 

Erwinia саrоtоvоrа. Методом флуоресцентной микроскопии было показано, 

что лизоцим высвобождается из клеток эпидермы и активно участвует в 

создании жидкой пленки на поверхности корней ГМ картофеля (Serrano et al., 

2000). Трансгенный картофель, синтезирующий лизоцим бактериофага Т4, 

тщательно проверяли в двух независимых лабораторных и полевых 

исследованиях на способность поражать ризосферные бактерии Pseudomonas 

putida QC14-3-8 и Serratia grimesii L16-3-3. Разницы в составе и численности 

популяций ризобактерий трансгенных и контрольных растений не выявлено 

(Heuer et al., 2002). 

Сверхэкспрессия гена MCM6, придающего растениям табака 

солеустойчивость, не сопровождалась изменениями в микробных популяциях 

почвы, её ферментативной активности (дегидрогеназ и кислых фосфатаз) или 

функциональном разнообразии микробного сообщества ризосферной почвы 

как при солевом стрессе, так и в обычных условиях (Chaudhry et al., 2012).  

Иногда по поводу ГМ-культур высказывают опасения, что они могут 

оказывать на почвенную микрофлору селективное давление, благодаря 

продукции в ризосферу специфических соединений, которые создадут 

селективное преимущество способным их утилизировать микроорганизмам. 
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Действительно, лядвенец рогатый, продуцирующий низкомолекулярные 

опины, синтез которых кодируется Ti-плазмидами Agrobacterium tumefaciens, 

оказывал существенное влияние на конкурентные отношения двух 

ризосферных штаммов Pseudomonas fluorescens. Способный 

катаболизировать опины штамм вытеснял из ризосферы штамм, к этому не 

способный. Это указывает на то, что ТР может обеспечивать селективное 

преимущество тем микроорганизмам, которые способны утилизировать 

продукты, синтез которых вызван трансгенами (Oger et al., 2000; Mondy et al., 

2014). 

Иногда неожиданные эффекты ГМ культур бывают обусловлены 

явлением плейотропии. Вставка чужеродных генов в геномный контекст 

может приводить, например, к увеличению или уменьшению содержания 

продуктов вторичного метаболизма в растении, изменению его химии, не 

связанных напрямую с конкретным введенным геном, но которые могут 

повлиять, прямо или косвенно, на микробиоту почвы (Firn, Jones, 1999; 

Poerschmann et al., 2005). 

Итак, за редким исключением, результаты приведенных работ 

показывают, что трансгенные растения не вызывают изменений ни в 

микробном разнообразии почвы, ни в физиологической активности 

микробного сообщества. По этой причине, оценка экологических рисков ГМ 

культур далее сосредоточилась в основном на возможности горизонтального 

переноса генов (horizontal gene transfer-HGT) (Nielsen et al., 2001). Было 

высказано предположение, что ризосфера генетически трансформированных 

растений может изменяться благодаря дрейфу генов от ГМ-растений к 

аборигенным почвенным микроорганизмам (Lynch et al., 2004). Особую 

озабоченность Всемирной организации здравоохранения вызывает в связи с 

этим возможность утечки в окружающую среду генов устойчивости к 

антибиотикам (WHO…, 1993). Попав в ризосферу растений, они могут 
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передаться от ризобактерий патогенным видам бактерий, что повлечет 

повышение резистентности к антибиотикм возбудителей инфекций человека 

и животных (Cytryn, 2013). 

Перенос генов от бактерий растениям хорошо известен, многократно 

описан и используется на практике для получения ТР путем их 

трансформации Ti-плазмидами Agrobacterium tumefaciens. Осуществить 

обратный перенос ДНК из растений в геном бактерий пока экспериментально 

не удалось, хотя в природных условиях этот процесс, по-видимому, 

происходит. Теоретически это возможно, если ДНК, высвободившаяся в 

почве из остатков ТР, будет способна к трансформации почвенных бактерий, 

и если бактерии в почве будут, в свою очередь, пребывать в компетентном 

для  трансформации состоянии. Во многих работах показано, что ДНК может 

находиться в почве в стабильном, способном к трансформации состоянии. 

Например, при мониторинге физической и биологической деградации ДНК 

внутри тканей разлагающихся растений ГМ табака, прямая визуализация 

ДНК на агарозном геле, указывала на то, что большая часть ДНК остается 

внутри растительных клеток. Вместе с тем,  некоторая доля сохранившейся 

ДНК ГМ-растений поступала в почву и, следовательно, была способна к 

трансформации находящихся в ней бактерий (Ceccherini et al., 2003). Изучена 

стабильность ДНК в листовом опаде трансгенных растений сахарной свеклы, 

устойчивых к ризомании, и возможность горизонтального переноса ДНК от 

растений к бактериям. Трансгенные растения несли NPTII и bar гены. 

Показана длительная сохранность растительной ДНК в почве (Вельков и др., 

2003). Почвенные бактерии в реальных природных условиях могут 

находиться в состоянии компетенции к поглощению чужеродной ДНК 

довольно в редких случаях. Исследовали возможность переноса генов от RR-

сои к Bradyrhizobium japonicum в моделируемых условиях, воспроизводящих 

реальные условия фермерского хозяйства. Как и следовало ожидать, 
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присутствие трансгенной EPSPS-синтазы было обнаружено в клубеньках,  

тогда как в бактероидах, которые были выделены из клубеньков, а затем 

культивировались в течение нескольких пассажей в присутствии высоких 

концентраций глифосата, ген EPSPS не был обнаружен. Сделан вывод об 

отсутствии стабильной передачи гена EPSPS в полевых условиях (Wagner et 

al., 2008). 

В другой работе была определена частота возможной трансформации 

почвенной бактерии Acinetobacter calcoaceticus BD413 ДНК трансгенных 

растений с геном nptll. Бактериальные трансформанты при использовании 

ДНК трансгенных растений не обнаружены, что предполагает частоту 

трансформации ниже 10
-13

 трансформантов на реципиент в оптимальных 

условиях. В условиях почвы, при снижении концентрации ДНК, доступной 

бактериям, эта частота может снизиться до 10
-16

. Учитывая данные об 

ограниченном времени сохранения хромосомной ДНК и невозможности 

определения детектируемой компетентности клеток A. calcoaceticus в 

почвенных условиях, авторы делают вывод о неопределяемой частоте 

возможного поглощения растительной ДНК этим почвенным 

микроорганизмом в естественных условиях (de Vries, Wackernagel, 2002). 

Авторы отмечают, что особый интерес в отношении горизонтального 

переноса генов представляют бактерии из семейства Rhizobiaceae, потому 

что природная трансформация растений происходит  благодаря Ti-плазмидам 

из Agrobacterium sр. и они могут перемещаться обратно, используя 

механизмы гомологичной рекомбинации. 

Таким образом, в настоящее время прогнозировать вероятность такого 

события, как передача генов от растения в бактериальный геном, не 

представляется возможным, но можно предполагать, что она очень мала 

(Lynch et al., 2004). Несмотря на это, масштабы промышленного 

производства ГМ-культур уже делают такие риски правдоподобными. 
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Переносу генов в условиях природной среды способствует много различных 

видов векторов, включая вирусы. Разнообразие путей передачи и векторов, а 

также большое число геномов, которые могли бы служить в качестве 

временного или постоянного места локализации для трансгенов (или их 

части), дают основание  полагать, что приведенные здесь умозрительные 

расчеты малой вероятности горизонтального переноса генов, весьма 

консервативны (Heinemann, Traavik, 2004). Известно, что очень редкие 

события могут иметь самые тяжкие последствия. В данном случае, в 

результате захвата бактериями функциональных трансгенов ТР может 

произойти повышение конкурентоспособности бактериальных 

трансформантов и благодаря реализации нового свойства, появиться 

способность к колонизации новых экологических ниш, возникнуть 

негативные экологические последствия в результате взаимодействия генно-

модифицированных бактерий с организмами-консортами (Вельков и др., 

2003). Попадание чужеродных генетических конструкций в природные 

микробные сообщества — так называемый горизонтальный  перенос генов, 

неминуемо приведет к существенному ускорению эволюции 

микроорганизмов, появлению новых форм с новыми генетическими 

признаками.  

Необходимо срочно разрабатывать новые и совершенствовать 

имеющиеся подходы и методы для применения в области мониторинга 

окружающей среды с целью определения масштаба распространения 

трансгенных организмов. В дополнение к традиционным методам 

количественного определения микробной биомассы, методы, основанные на 

ДНК-технологиях, принесли значительные успехи в изучении микробной 

экологии. Среди этих методов важное значение имеет оценка микробного 

сообщества по данным денатурирующего градиентного гель-электрофореза 

(ДГГЭ) после профилирования амплифицированных рибосомальных генов 
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при выделении тотальной почвенной ДНК. 16s рДНК-ДГГЭ является 

эффективным способом диагностирования изменений в ризосфере и может 

быть применен в исследованиях и мониторинге экологических рисков, 

связанных с  распространением трансгенных культур (Ki-Jong et al., 2012).  

Большинство эффектов генно-модифицированных культур для 

агроэкосистем носят не прямой, а косвенный характер и являются 

результатом индуцируемых изменений в стратегии межорганизменных 

взаимодействий, а не следствием прямого влияния специфических черт ГМ 

растений. Вместе с тем, нельзя сбрасывать со счетов возможность 

негативного влияния последствий плейотропных эффектов генно-

инженерных манипуляций с растительным геномом на почвенные 

микробные сообщества.  

Поскольку выращивание ГМ-культур связано с определенными 

экологическими рисками для почвы, то перед внедрением в производство 

новых ГМ-культур должна быть проведена их экологическая оценка по ряду 

критериев, а также проведено исследование их влияния на основные 

функции почвенного здоровья, таких как, самоочищающая способность и 

супрессирующая активность (Соколов и др., 2017). 

 

1.4 Роль актиномицетов в почве и ризосфере растений 

 

Актиномицеты играют ключевую роль в поддержании почвенного 

гомеостаза (Strohl, 2004). Благодаря своей способности продуцировать 

гидролитические ферменты (протеазы, целлюлазы, ксиланазы, 

лигноцеллюлазы и хитиназы) актиномицеты активно участвуют в утилизации 

растительных полимеров и минерализуют мономеры, тем самым создавая 

растениям благоприятные условия для существования в почвах.   

В прикорневой зоне растений, в зависимости от его вида или культуры,  



 

 

42 

 

численность актиномицетов варьирует от сотен тысяч до миллионов КОЕ/г. 

Применение селективных приемов (среда с пропионатом натрия, введение 

антибиотиков, прогревание образцов при 100 
0
С в течение 1 часа) для 

выделения актиномицетов из прикорневой зоны позволяет обнаружить в этом 

микролокусе представителей родов Streptomyces, Micromonospora, 

Streptosporangium и олигоспоровых актиномицетов (Звягинцев, Зенова, 2001; 

Широких, Широких и др., 2004).  

Выявлены специфические особенности организации актиномицетных 

комплексов прикорневой зоны различных сельскохозяйственных культур. 

Так, для растений озимой ржи, по сравнению с клевером, овсом и 

неризосферной почвой, отмечены наиболее высокая численность (до 

миллионов КОЕ/г), частота доминирования (до 60%) и доля представителей 

рода Micromonospora  (до 70%) в ризосферном комплексе актиномицетов 

(Широких, Мерзаева, 2005). В прикорневой зоне овса по показателям 

численности (сотни тысяч КОЕ/г), долевого участия (до 87%), частоты 

доминирования (до 100%) преимущественное положение в комплексе 

занимают актиномицеты рода  Streptomyces.  

Особенностью клевера лугового, по сравнению с зерновыми злаками, 

является более высокая встречаемость (до 90%) в прикорневой зоне 

актиномицетов — антагонистов фитопатогенных грибов (Широких и др., 

2007; Мерзаева, Широких, 2006, 2010). 

Почвенные актиномицеты, способные заселять корни растений, могут 

оказывать на него непосредственное влияние, снабжая его продуктами своего 

биосинтеза. В первую очередь, это антибиотики, противодействующие 

поражению растений фитопатогенами, а также другие соединения,  включая 

фунгициды, сидерофоры, сигнальные молекулы, модуляторы иммунного 

ответа и регуляторы роста растений (Tarkka, Hampp, 2008; Chater et al., 2010). 

Среди важнейших аспектов взаимодействия мицелиальных прокариот с 
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растением можно выделить такие, как роль актиномицетов в питании 

растений, регуляция численности и состава его микрофлоры (контроль 

фитопатогенов), увеличение способности растений выдерживать 

разнообразные абиотические стрессы (засуха, засоление, загрязненность почв 

тяжелыми металлами и пр.). 

Обеспечение растений доступным азотом у актиномицетов связано с 

симбиотической азотфиксацией представителей рода Frankia, cпособных 

проникать в корневую систему большинства небобовых (актиноризных) 

растений, вызывая формирование клубеньков и активно фиксируя 

атмосферный азот. В основе такого симбиоза лежит снабжение 

актиномицетами растений  связанным азотом в обмен на получаемые 

продукты фотосинтеза. С 1980-х годов активно изучаются актиноризные 

взаимодействия и уже имеются практические результаты на обширных 

площадях во многие тысячи гектаров на многих континентах, а так же в 

различных природно-климатических зонах (Калакуцкий, Шарая, 1990).  

По результатам последних лет, отдельные представители рода 

Streptomyces  в ризосфере растений имеют способность глубоко влиять на 

взаимодействие партнеров в рамках таких симбиозов, как бобово-

ризобиальный и микоризный (Tokala et al., 2002; Schrey et al., 2007). К 

положительным эффектам, обусловленных присутствием в том или ином 

микробно-растительном симбиозе третьего – стрептомицетного компонента 

относятся: стимулирование образования клубеньков бобовыми и 

актиноризными растениями, увеличение активности азотфиксации в 

клубеньках, стимуляция роста мицелия и прорастания спор гриба-

микоризообразователя, повышение активности кислой и щелочной фосфатаз 

в корневой системе и усвоение фосфора. 

Прямое влияние актиномицетов на рост растений проявляется в виде 

продукции фитогормонов – ауксинов, гиббереллинов и цитокининов. В 
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литературе встречаются сообщения о находках среди эндофитных 

актиномицетов культурных растений активных продуцентов ауксинов. Есть 

сообщения, что эндофитные актинобактерии способствуют повышению 

устойчивости растений к экологическим стрессам (Shimizu, 2011). Например, 

штаммы S. coelicolor DE07, S. olivaceus DE10 и S. geysiriensis DE27, 

выделенные из сельскохозяйственных растений засушливых районов Индии, 

проявляли способность к биосинтезу ИУК, при инокуляции пшеницы не 

только стимулировали рост проростков, но и способствовали адаптации их к 

сниженному (-0,05 до -0,73 МПа) водному потенциалу (Yandigeri et al., 2012). 

В результате проведенной инокуляции семян и интродукции в почву 

выделенного из ризосферы пшеницы Streptomyces sp. значительно 

улучшались биохимические и морфометрические показатели растений, 

выращенных в условиях искусственного засоления (NaCl). Данный штамм  

рекомендован к использованию в западном регионе Саудовской Аравии на 

засоленной почве как биоудобрение, он также обладал способностью 

продуцировать в среду ИУК (Aly et al., 2012). 

Большинство обитающих в ризосфере растений актиномицетов 

проявляют в лабораторных условиях свойства, типичные для PGPR (Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria) бактерий, т.е. способны минерализовать 

труднодоступные растениям соединения фосфора, фиксировать атмосферный 

азот, быть продуцентом сидерофоров, увеличивая потребление растением 

дефицитного железа в условиях нейтрально-щелочной реакции среды. В то 

же время, актиномицеты, выделенные из техногенно загрязнённых почв, 

могут развивать специальные стратегии, что позволяет им успешно 

справляться с загрязнением. Поэтому выделенные из таких сильно 

загрязнённых локусов штаммы стрептомицетов, устойчивые к свинцу и 

цинку, могут быть использованы в проектах по биоремедиации почв (Schütze, 

Kothe, 2012), в результате чего улучшаются условия  для жизни растений. 
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Важный фактор биоконтрольного действия актиномицетов 

представляет собой антибиоз. Самая большая группа биоактивных 

вторичных метаболитов актиномицетов состоит из антибиотиков с 

антибактериальной, противогрибковой, антипротозойной и противовирусной 

активностью. Стрептомицетам в защите растений от фитопатогенов 

отводится особая роль. Они продуцируют широкий спектр антибиотических 

веществ, являются наиболее вездесущими, активно колонизируют покровы и 

внутренние ткани растений. Для биологического контроля фузариозных 

заболеваний большинства сельскохозяйственных растений используют 

различные виды стрептомицетов или синтезированные ими метаболиты 

(Getha, Vikineswary, 2002). Много работ о подавлении стрептомицетами 

таких фитопатогенов как Alternaria spp., Rhizoctonia spp., Phytophthora 

capsici, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea, Stemphylium 

lycopersici, Pythium ultimum, Rhizopus stolonifer и многих других 

(Shanmuganathan et al., 2001; Xiao et al., 2002; Chung et al., 2005). 

Помимо регуляции микробных сообществ посредством антибиозиса, 

актиномицеты продуцируют хитиназы и зачастую выступают 

гиперпаразитами фитопатогенных грибов. Также способность противостоять 

инфекциям у растений может быть обусловлена индукцией неспецифической 

или системной устойчивости у самих же растений. Так, обработка сеянцев 

норвежской сосны культурой Streptomyces sp. GB 4-2 при заражении 

гетеробазидиальной гнилью оказала на саженцы  иммунизирующее влияние. 

Также отмечено повышение невосприимчивости Arabidopsis thaliana к 

фитопатогену Alternaria brassicicola под воздействием этого штамма (Tarkka, 

Hampp, 2008). 

Начальные знания в отношении биологии стрептомицетов были 

накоплены благодаря использованию их антибиотического потенциала в 

медицине. Появление и развитие технологий секвенирования  позволили 
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выяснить, что доля генома, детерминирующая продукцию вторичных 

метаболитов у стрептомицетов, более высокая (~ от 5 до 10 %), чем у других 

бактерий (Challis, Hopwood, 2003). В современной информационной базе 

данных по метаболитам стрептомицетов насчитывается более 10 тыс. 

биологически активных соединений (Martinez et al., 2017; Dewi et al., 2017). В 

геномах Streptomyces spp. содержатся множественные кластеры генов, 

контролирующие продукцию вторичных метаболитов. Среди них важное 

место занимают кластеры генов, которые кодируют нерибосомные 

пептидсинтетазы (НРПС) и поликетидсинтазы (ПКС), связанные с 

продукцией антибиотиков (Challis, Hopwood, 2003; Doroghazi,  Metcalf, 2013). 

Некоторые штаммы несут до 30 различных генов PKS и NRPS, но 

большинство из них в обычных условиях лабораторного культивирования не 

имеют транскрипционной активности (Weber et al., 2015). Определение их 

биологических функций в природе и путей активации способствует 

ускорению разработки штаммов, представляющих интерес для применения в 

защите растений (Shrivastava, Kumar,  2018).   

Стрептомицеты способны непосредственно воздействовать на 

фитопатогены, продуцируя сидерофоры (Wang et al., 2014), гидролитические 

(Hoster et al., 2005; Chater et al., 2010) или детоксицирующие ферменты 

(Horlacher et al., 2013). Антифунгальная активность актиномицетов часто 

обусловлена механизм синтеза одновременно нескольких метаболитов, что 

препятствует формированию устойчивости в популяциях фитопатогенных 

организмов (Schrey, Tarkka, 2008). Повышению сопротивляемости растений к 

болезням также может способствовать индуцированная (ISR) и/или 

приобретенная (SAR) системная  устойчивость, обусловленная 

стрептомицетами (Kurth et al., 2014). 

Могут стрептомицеты, как и другие актиномицеты, поддерживать рост 

растений-хозяев, благодаря синтезу фитогормонов или конкурировать с 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Поликетидсинтаза
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фитопатогенами в борьбе за доступные питательные элементы и сайты 

связывания на корнях растений (Hamedi, Mohammadipanah, 2015; Shrivastava, 

Kumar,  2018). В качестве биоконтрольных агентов актиномицеты 

отличаются высокой колонизирующей способностью, устойчивостью спор к 

высушиванию и излучениям, непостоянному наличию питательных веществ 

(Новикова, 2016). Количество препаратов на основе актиномицетов для 

защиты растений, несмотря на очевидные преимущества, остаётся до сих пор 

ограниченным. Всего лишь четыре штамма стрептомицетов (S. lydicus 

WYEC108, S. saraceticus KH400, S. violaceusniger YCED9, S. griseoviridis 

K61) сегодня используются в защите растений (Palaniyandi et all., 2013; Rey, 

Dumas, 2017). 

Активность стрептомицетов к фитопатогенам обусловлена синтезом 

соответствующих метаболитов и широкой продукцией хитиназ и глюканаз. 

Такие препараты, как Actinovate® (S. lydicus WYEC 108) и Mycostop® (S. 

griseoviridis K61) вносятся непосредственно в почву, Micro108® (S. lydicus 

WYEC108) ─ применяется для обработки семян  (Owen et all.,  2015). Ряд 

синтезируемых Streptomyces sp. метаболитов применяются для обработки 

растений по вегетации, включая такие препараты как полиоксин Д, 

стрептомицин и касугамицин (Hamedi, Mohammadipanah, 2015).  

Например, Streptomyces sp., продуцент летучих цианидов, подавлял 

рост Rhizoctonia bataticola и Fusarium oxysporum ─ возбудителей, которые 

вызывают болезни сорго (Gopalakrishnan et al., 2011). Касугомицин из 

Streptomyces kasugaensis (Law et al., 2017) и коммерческий препарат Endorse® 

(Dernoeden, 2001) соответственно, были успешно использованы для защиты 

риса от болезней, вызываемых грибами Pyricularia oryzae и Rhizoctonia 

solani. Другие же штаммы стрептомицетов оказывали ростстимулирующий 

эффект в посевах риса (Gopalakrishnan et al., 2013, 2014).  
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Таким образом, продукция актиномицетами вторичных метаболитов, 

по данным современной литературы, способствует экологической адаптации 

связанных с ними растений. Получение новых результатов будет играть 

важную роль в практическом использовании актиномицетов в экологически 

безопасных технологиях аграрного производства. 
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ГЛАВА 2. ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1 Объекты исследования 

 

Растительные объекты. В экспериментальной работе были 

использованы полученные во Всероссийском научно-исследовательском 

институте сельскохозяйственной биотехнологии (ВНИИСХБ) растения 

томата (Solanum lycopersicum L.) сорта Белый налив и табака обыкновенного 

(Nicotiana tabacum L.) сорта Самсун, с гетерологичным геном Fe-

супероксиддисмутазы (Fe-SOD1) из Arabidopsis thaliana L., придающим 

устойчивость к повреждающему действию окислительного стресса. 

Пробирочные трансгенные растения были получены методом 

агробактериальной трансформации с применением штамма Agrobacterium 

tumefaciens AGL0. В качестве вектора была использована плазмида pBI-

FeSOD несущая целевой ген Fe-SOD1, кодирующий цитоплазматическую 

супероксиддисмутазу Arabidopsis thaliana, в присутствии маркерного гена - 

неомицинфосфотрансферазы (npt II), придающего устойчивость 

подвергшихся трансформации клеток к антибиотику канамицину (Баранова, 

Гулевич, 2006). 

В работе использовали четыре независимые трансгенные линии табака 

Самсун (Ttrf 2, Ttrf 8, Ttrf 3, Ttrf 13) и четыре линии томата Белый налив (bn 

4, bn 6, bn 27, bn 34), для которых ранее было подтверждено встраивание 

гетерологичного гена Fe-SOD1 методом полимеразной цепной реакцией 

(ПЦР) (Нодельман, 2014). Контролем служили исходные линии табака и 

томата тех же сортов, не подвергавшиеся трансформации.  

Выращивание растений в условиях in vitro и ex vitro. Клональное 

микроразмножение пробирочных растений исходных сортов и полученных 
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на их основе трансгенных линий, проводили на среде Мурасиге и Скуга (МС) 

(Murashig, Skoog, 1962), без добавления фитогормонов. 

Для приготовления питательной среды МС изначально готовили 

маточные (концентрированные) растворы макросолей, микросолей и 

витаминов. Компонентный состав среды МС приведен в таблице 2. 

Таблица 2 – Компонентный состав среды МС 

Компонент среды (на 1л) МС 

NH4 NO3, г 1,65 

KNO3, г 1,9 

KH2PO4, г 0,21 

MgSO4·7H2O, г 0,37 

CaCl2, мг 332 

FeSO4·7H2O, мг 27,8 

Na2ЭДТА·2H2O, мг 37,3 

KI, мг 0,83 

Н3ВO3, мг 6,2 

MnSO4·5H2O, мг 24,1 

ZnSO4·7H2O, мг 10,6 

Na2MoO4·2H2O, мг 0,25 

CuSO4·5H2O, мг 0,025 

CoCl2·6H2O, мг 0,025 

Мезоинозит, г 100 

Аспарагин, мг 200 

Глутамин, мг 400 

Тиамина гидрохлорид, мг 10 

Пиридоксина гидрохлорид, мг 1 

Никотиновая кислота, мг 1 

Сахароза, г 20/25 

Агар, г 7 

рН 5,6-5,8 

 

Расплавленную питательную среду разливали в пробирки на 1/3 

объема, закрывали их фольгой и помещали в металлические штативы. 

Штативы с пробирками автоклавировали в течение 20 мин при давлении 1,0 

атм. Все работы по микроклональному размножению проводили асептически 
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в ламинарном боксе, при скорости потока воздуха 4 м/сек. Пробирочные 

растения культивировали при температуре 16–18°С днем/14°С ночью, 

фотопериоде 16 час, освещенность 7-10 кЛк.  

После того, как у пробирочных растений формировалась развитая 

корневая система, её отмывали от остатков питательной среды и растения 

высаживали в вегетационные сосуды с почвой и выращивали в условиях 

искусственного климата при освещенности 4 тыс. кЛк, фотопериоде 16 час, 

температуре 25/18°С день/ночь, влажности воздуха 80%. Растения томатов 

выращивали до получения семенного потомства, растения табака - до фазы 

цветения. 

Каждая из сравниваемых линий, включая исходные генотипы, была 

представлена не менее чем тремя выращенными в почве индивидуальными 

растениями. 

 

2.2 Методы исследования 

 

Для проверки функциональной активности встроенного гена отбирали 

средние пробы листьев у трансгенных и контрольных растений. В каждом 

варианте отбирали пробы (3-й лист верхнего яруса) с трех индивидуальных 

растений в двух повторениях. Отбор проб для анализа проводили в сроки, 

когда у растений томатов были сформированы 1) пять настоящих листьев, 2) 

первая цветочная кисть и 3) в период образования завязи. У табака смешанные 

пробы листьев отбирали по фазам развития: 1) укоренение рассады, 2) 

формирование растений и 3) цветение. Временные промежутки между 

отбором проб составляли в среднем две недели. 

Для тестирования у растений симптомов окислительного стресса 

определяли суммарную активность СОД и интенсивность перекисного 
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окисления липидов по накоплению малонового диальдегида (МДА), 

содержание в листьях пластидных пигментов.  

Для определения активности СОД навески сегментов средней части 

листьев гомогенизировали в ступке в присутствии холода с добавлением 5 мл 

Nа-фосфатного буфера, затем переносили в центрифужные пробирки и 

центрифугировали (при 15000 g в течение 20 мин), надосадочная жидкость 

служила ферментативным экстрактом. Активность СОД определяли методом, 

основанном на способности фермента ингибировать фотохимическое 

восстановление n-нитротетразолиевого синего (NBT). В присутствии 

рибофлавина и метионина, генерирующих супероксидные анион-радикалы, 

NBT восстанавливается до синего формазана с максимумом поглощения при 

560 нм (Beauchamp, Fridovich, 1971). Реакционная смесь (3 мл) содержала: 1,3 

мкМ рибофлавин, 13 мМ метионин, 63 мкМ NBT в 0,05 М Na-фосфатный 

буфер с 0,10 мМ EDTA, рН 7,8 и 0,1 мл ферментативного экстракта. Образцы 

освещали в течение 6 мин. Измерения проводили на спектрофотометре 

«Spekol 1200» (Германия). За единицу активности СОД принимали объем 

ферментативного экстракта, который вызывал 50% ингибирование 

фотовосстановления NBT. Определение активности СОД проводили в трех 

повторениях. Активность СОД рассчитывали на грамм сырой массы. 

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) в листьях растений 

анализировали по содержанию малонового диальдегида (МДА), определённого 

в реакции с тиобарбитуровой кислотой (ТБК). Навеску растительной ткани 

массой 0,6 г гомогенизировали в 10 мл 0,1 моль/л ТРИС-НСl буфера с рН 7,6, 

содержащего 0,35 моль/л NaCl. К 3 мл гомогената добавляли 2 мл 0,5% ТБК в 

20% ТХУ. Полученную смесь нагревали при 100°С в течение 30 мин, быстро 

охлаждали и фильтровали (Лукаткин, 2002). Измеряли оптическую плотность 

фильтратов при 532 нм. Концентрацию МДА рассчитывали, используя 
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коэффициент молярной экстинкции, равный 1,56·10
–5

 М
–1

 см
–1

. Анализ 

проводили в трех повторениях. 

Для определения содержания пластидных пигментов сегменты из 

средней части листьев (0,15 г) фиксировали кипящим 100% ацетоном (2-3 

мл) и растирали с добавлением CaCO3 (для нейтрализации кислот клеточного 

сока) и Na2CO3 (для обезвоживания пробы от воды, содержащейся в 

растительной клетке). Гомогенат фильтровали, и объём доводили ацетоном 

до 25 мл (Шлык, 1971). В ацетоновой вытяжке определяли содержание 

хлорофиллов а и b на спектрофотометре «Specol 1200» (Германия) при 

длинах волн 662, 644 (хлорофиллы) и 440,5 нм (каротиноиды). 

Для выяснения сохранности встроенного гена при семенном 

размножении у прошедших тестирование на канамицине растений томата (Т2) 

и контрольных растений исходного сорта, после адаптирования к почве, 

определяли морфометрические показатели, характеризующие общий габитус 

и структуру продуктивности. 

Проведение микробиологического анализа в ризосфере растений. В 

качестве модельной группы почвенных микроорганизмов в ризосфере 

растений были выбраны мицелиальные бактерии − актиномицеты, ввиду их 

важной роли в метаболических взаимодействиях с растениями, а так же 

наиболее простой, в сравнении с другими группами прокариот, видовой 

идентификацией.  

 

2.2.1 Учет, выделение и идентификация актиномицетов 

 

Актиномицеты учитывали и выделяли из прикорневой зоны растений, 

используя метод посева из разведений гомогенатов корней на среду с 

пропионатом натрия (для описания родовой структуры) и казеин-



 

 

54 

 

глицериновый агар (для описания видовой структуры комплекса). Состав 

сред приведен в таблице 3.  

Для микробиологического анализа растения извлекали из почвы вместе 

с корневой системой, высушивали корни с почвой, оставшейся после 

отряхивания, при комнатной температуре. Перед посевом, в качестве 

селективного приема, для ограничения роста немицелиальных бактерий, 

воздушно-сухие образцы выдерживали при температуре 70°С в течение 

четырех часов (Звягинцев и др., 2005). Из каждого образца брали по пять 

навесок (1.0 г) корней с прилипшей к ним почвой, которую отмывали в 

колбах со 100 мл стерильной воды (считали это ризосферой). Корни после 

отмывания растирали в ступке и переносили в другую колбу со 100 мл 

стерильной воды (считали это ризопланой). Готовили серию десятикратных 

разведений почвенных суспензий и гомогенатов корней, которые высевали 

поверхностно на плотные среды с соблюдением всех правил асептики. 

Инкубировали чашки с посевом в термостате при 27ºС в течение двух недель, 

далее вынимали чашки из термостата и выдерживали при комнатной 

температуре до трех недель. Выросшие колонии учитывали 

дифференцированно по морфологическим типам, используя микроскоп Leica 

DM-2500. 

Среднее количество колониеобразующих единиц (КОЕ) на один грамм 

субстрата рассчитывали по формуле (Зенова, Кураков, 1988). 

                                                                  a=
б∙в∙г

д
,                                                                     1) 

где а – среднее число КОЕ в 1 г воздушно-сухой навески; 

б – среднее количество колоний на чашке; 

в – разведение, из которого был сделан посев; 

г – количество капель в 1 см
3
 суспензии; 

д – вес навески, взятый для анализа. 

Доминирующие на чашках колонии выделяли в чистую культуру (не 

менее 15 изолятов с каждого растения). Каждый штамм нумеровали и 
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фиксировали его принадлежность к определенному растительному образцу, 

что необходимо для дальнейшей обработки данных. Полученная в результате 

коллекция составила 266 штаммов.   

Исследование таксономической принадлежности культур проводили в 

соответствии с определителями (Определитель бактерий Берджи…, 1997; 

Гаузе и др., 1983). Актиномицеты, имеющие одиночные споры на 

субстратном мицелии, лишенные или со слабым развитием стерильного 

воздушного мицелия, с не фрагментированным мицелием предварительно 

идентифицировали как представителей рода Micromonospora. Культуры, 

принадлежащие к роду Streptosporangium, определяли по наличию 

ветвящегося, не фрагментированного субстратного мицелия, не несущего 

споры, и воздушных гиф с цепочками спор и спорангиями. Актиномицеты, 

образующие одиночные споры на воздушном мицелии, либо короткие 

цепочки более крупных, чем стрептомицетные, спор на ветках воздушного 

и/или субстратного мицелия объединяли в группу олигоспоровых 

актиномицетов. Принадлежность выделенных культур актиномицетов к роду 

Streptomyces определяли на основании характерных морфологических 

признаков: нефрагментированный мицелий, длинные цепочки спор на 

воздушном и отсутствие спор на субстратном мицелии (Определитель 

бактерий Берджи…, 1997). Для видовой идентификации актиномицетов рода 

Streptomyces использовали культуральные и морфологические признаки 

(Гаузе и др., 1983): форма цепочек спор, цвет воздушного и субстратного 

мицелия, наличие растворимых и меланоидных пигментов на 

диагностических средах, состав которых приведен в таблице 3.  

Для уточнения таксономического положения выделенных культур 

выборочно проводили анализ фрагментов 16S рРНК в НПК «Синтол» 

(Москва). Полученную нуклеотидную последовательность сопоставляли с 

материалом, депонированным в генбанке NCBI с использованием пакета 
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Таблица 3 – Состав использованных в работе питательных сред, (г/л) 

Компонент среды 
Питательная среда 

1 2 3* 4* 5  6 7 8 9 10 

К2НРО4, г 2,0    1,0  0,5 1,0 1,0  0,5  

КН2РО4, г   0,5         

Na2HPO4, г  0,7         

Na2МоO4, мг          0,002  

KNO3, г 2,0 0,1     1,0    

KCl, г     0,5    0,5   

NaCl, г 2,0 0,3  5,0   0,5 0,1  0,1  

NaNO3, г     2,0   2,5 2,0   

MgSO4, г     0,5  0,5 0,3  0,2  

MgSO4·7H2O, г 0,05 0,1       0,5  

CaCO3, г 0,02 0,02         

CaCl2, г        0,1  0,02  

FeSO4·7H2O, мг 10 0,2         

FeSO4, г     0,01  0,01  0,01  

FeCl3, г        0,01   

MnSO4·7H2O, мг  0, 02         

(NН4)SO4, мг          0,5  

ZnSO4·7H20, мг  0, 18         

Цитрат железа, г      0,5     

Пропионат натрия, г  0,2         

Глицерин 10,0    30,0      

Гидролизат казеина, г 0,3          

Овсяная крупа, г   20,0        

Глюкоза, г    10,0      2,0  

Бульон  Хоттингера    30см
3 

      

Пептон, г    5,0  10,0    1,0  

Дрожжевой экстракт, г      1,0    1,0  

Крахмал       20,0    

Сахароза, г         30,0  2,0  

КМЦ, г        10,0   

Агар, г 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 

рН 7,15 7,0-7,2 7,2 7,0-7,2 7,2 7,0-7,2 7,2-7,4 7,2-7,3 4,5  7,0  

Примечания: 

1) «*» - для приготовления используется водопроводная вода; 

2) 1 - Казеин-глицериновая (Гаузе и др., 1983); 2 - Среда с пропионатом натрия 

(Rowbotham, 1977); 3 - Овсяная среда (Waksman, 1961); 4 - Органический агар 2 (Гаузе и 

др., 1983); 5 - Глицерин-нитратная среда (Гаузе и др., 1983); 6 - Пептоно-дрожжевая среда 

с железом (Shirling,Gottlieb, 1966); 7 - Минеральный агар 1 (Гаузе 1) (Гаузе и др., 1983); 8 - 

Среда Гетчинсона (Семенов, 1990); 9 - Среда Чапека-Докса (Сэги, 1983); 10 - Среда RHM 

(Belimov et al., 1998). 
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программ BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Множественное 

выравнивание нуклеотидных последовательностей и построение 

филогенетического дерева осуществляли с помощью программы MEGA-X 

(https://www.megasoftware.net/). Для построения дерева использовали метод 

наибольшего правдоподобия – maximum likelihood. Штамм Rhodococcus 

rhodochrous DSM43274T был выбран как референсный организм, не 

принадлежащий к роду Streptomyces.  

 

2.2.2 Определение таксономической и функциональной структуры 

комплекса актиномицетов 

 

Структуру комплекса актиномицетов в ризосфере растений исходных 

сортов и полученных на их основе трансгенных линий характеризовали на 

основании расчёта показателей частоты встречаемости и долевого участия 

отдельных представителей: типичные доминирующие (≥90%), типичные 

частые (≥70%), типичные редкие (≥10%) и случайные (<10%) (Звягинцев, 

Зенова, 2002). За частоту встречаемости (ЧВ) принимали отношение числа 

образцов, в которых представитель встречается, к общему числу 

проанализированных образцов. Долевое участие видов и родов 

актиномицетов определяли как процентное содержание колоний одного 

таксона по отношению к общему числу колоний, вырастающих при посевах 

суспензий на плотные питательные среды.  

Оценку видового и родового разнообразия актиномицетов 

осуществляли с помощью индекса Шеннона (Мэггаран, 1992) 

Характеризуя функциональную структуру комплексов 

микроорганизмов, ассоциированных с корнями, использовали также индекс 

обилия (долевое участие в комплексе, %) и частоту встречаемости в 

комплексах стрептомицетов-антагонистов, целлюлозолитиков и продуцентов 

ауксиновых соединений с фиторегуляторной активностью. 

Определение антагонистической активности. Для выявления в 
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ризосферных комплексах антагонистически активных стрептомицетов, 

ассоциированных с корнями исходных и трансгенных растений, применяли 

метод диффузии в агар (Егоров, 1979). В качестве тест-культур использовали  

фитопатогенные микромицеты: Fusarium oxysporum U1, F. culmorum T-8, F. 

avenaceum 7/2, Bipolaris sorokiniana; и бактерии: Pseudomonas putida, Erwinia 

rhapontici, Erwinia herbicola, Arthrobacter simplex (из коллекции лаборатории 

биотехнологии растений и микроорганизмов ФГБНУ ФАНЦ Северо-

Востока). 

 В чашки Петри с овсяным агаром сплошным газоном засевали 

исследуемые культуры стрептомицетов, посевы инкубировали в термостате 

при 27º С в течение 7-10 суток. Далее из газонных культур вырезали блочки, 

используя стерильное  пробочное сверло диаметром 6 мм, и помещали их на 

свежий посев тест-культур. Тест-культуры микромицетов выращивали в 

жидкой питательной среде Чапека – Докса (табл. 3), на качалке в течение 7-

10 суток, затем по 1 мл жидких культур каждого микромицета вносили на 

дно чашки и заливали расплавленным агаром Чапека – Докса. После 

застывания на поверхность питательной среды помещали блочки 

стрептомицетов, ориентируя их субстратным мицелием вниз (по 4 блочка на 

чашку). Тест-культуры бактерий выращивали на среде RHM (табл. 3) и 

использовали, в отличие от грибов, поверхностный посев на агаризованную 

среду, после чего раскладывали на нее блочки с ростом исследуемых 

стрептомицетов. Антагонистическую активность штаммов стрептомицетов 

оценивали по размеру зоны подавления роста тест-культур на 3-5 сутки 

инкубации при 27º С. Все исследуемые штаммы разделяли, в зависимости от 

величины зоны подавления роста тест-культур, на группы со слабой (тест-

зона не более 10 мм), умеренной (тест-зона изменяется от 11 до 20 мм) и 

сильной (тест-зона более 21 мм) антагонистической активностью.  

Определение целлюлозолитической активности. Для определения 
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целлюлозолитической активности штаммы стрептомицетов засевали 

полоской (1 штамм на чашку) на питательную среду Гетчинсона с 

добавлением КМЦ (карбоксиметилцеллюлозы) в количестве 10 г на 1 литр, в 

качестве единственного источника углерода. Чашки инкубировали при 27º С 

в течение 10 суток. Затем в чашки с выросшими колониями стрептомицетов 

наливали 0,1 % водный раствор Конго красного, по истечению 15 минут 

раствор сливали и заливали  в чашки 1M раствор NaCl, экспонировали чашки 

в течение 10 минут. Судили о целлюлозолитической активности, измеряя 

зону деструкции (просветления) около тестируемого штамма стрептомицета, 

так как продукты разрушения целлюлозы не окрашиваются данным 

красителем (Teather, Wood, 1982). Все исследуемые штаммы разделяли, в 

зависимости от величины зоны разрушения целлюлозы, на группы со слабой 

(тест-зона не более 14 мм), умеренной (тест-зона изменяется от 15 до 24 мм) 

и сильной (тест-зона более 25 мм) целлюлозолитической  активностью.  

Определение способности стрептомицетов продуцировать 

фитогормоны. Количественное определение ауксинов проводили в 

культуральной жидкости, полученной в результате выращивания культур 

стрептомицетов в жидкой модифицированной среде Чапека – Докса (табл. 3) 

с добавлением 200 мкг/мл L-триптофана в качестве предшественника для 

синтеза индолил-3-уксусной кислоты (ИУК). Культуры выращивали на 

качалке при температуре 20-25ºС в течение 72 час. Жидкие культуры 

центрифугировали (при 6000 g в течение 10 мин), отделяли надосадочную 

жидкость, приливали к ней реактив Сальковского в соотношении 1:2, 

который готовили следующим образом: к 1 мл 0,5М FeCl3 добавляли 50 мл 

35% хлорной кислоты  (Libbert, Rich, 1969). Количество индольных 

соединений определяли колориметрически при длине волны 540 нм.  Для 

построения калибровочной шкалы готовили растворы индолил – 3 – 

уксусной кислоты (Fluka, Sigma-Aldrich) в концентрациях от 1 до 100 мг/л. 



 

 

60 

 

Определение ауксинов проводили в трех повторениях. 

Определение чувствительности стрептомицетов к 

антибиотикам. Для определения резистентности выделенных культур 

стрептомицетов использовали диски индикаторные ДИ-ПЛС-50-01 по ТУ 

9398-001-39484474-2000 (НИЦФ, Россия, СПб) с антибиотиками в 

следующих концентрациях: цефотоксим с концентрацией 30 мкг, канамицин 

30 мкг, цефтриаксон 30 мкг, гентамицин 120 мкг,  триметоприм сульфат 30 

мкг,  азтреонам 30 мкг, оксацилин 120 мкг,  амикацин 30 мкг.  Штаммы 

засевали сплошным газоном на овсяный агар, сверху накладывали диски, 

пропитанные антибиотиками. Чашки инкубировали при 27º С в течение 3-5 

суток.  Интерпретацию результата проводили в соответствии с инструкцией 

на конкретную тест-систему. Тестировали не менее 15 природных изолятов 

из ризосферы  каждого генотипа.  

Изучение способности стрептомицетов образовывать лектины. 

Штаммы стрептомицетов выращивали в жидкой среде Чапека-Докса (табл. 3) 

на качалке при температуре 20-25 ºС в течении 96 час. Для определения 

гемагглютинирующей активности использовали надосадочную жидкость, 

полученную центрифугированием (при 6000 g в течение 10 мин) жидких 

культур стрептомицетов. Для индукции агглютинации эритроцитов 

использовали нативный супернатант культуральной жидкости (СКЖ) и  

серию разведений СКЖ 1:10, 1:25,   1:50,   1:75,   1:100.   На плоскость с 

помощью стеклянных глазных пипеток наносили три капли: 1) раствор 

Кребса 2) гепаринизированную кровь здоровых женщин – добровольцев в 

возрасте 25-40 лет; 3) индуктор агглютинации - СКЖ стрептомицетов  

различной степени разведения. В течение 10 сек  смешивали первую и 

вторую каплю, затем примешивали к этой смеси индуктор (Способ оценки…, 

2013), и при появлении агглютинатов фиксировали положительный 

результат, который дает основание предположить в исследуемых 
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субстанциях наличие  лектинов.  

Изучение колонизирующей способности стрептомицетов. 

Объектом для инокуляции служили пробирочные растения меристемного 

картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Пранса. Микрочеренкование 

растений осуществляли на среде Мурасиге и Скуга (Murashige, Skoog, 1962) 

без гормонов, с добавлением  20 г/л сахарозы. Культуры стрептомицетов 

выращивали в течение 4 сут в жидкой овсяной среде на качалке (120 об/мин). 

Титры инокулятов для штаммов ТК-5 и Т-2-20 составили 10
7
-10

9
 и 10

6
-10

7
 

КОЕ/мл соответственно. Поскольку освоение благоприятных зон у 

стрептомицетов связано с мицелиальным ростом и в меньшей степени, чем 

для немицелиальных бактерий, зависит от начальной численности популяции 

(Полянская, 1996), титры инокулятов для разных штаммов сочли возможным 

не выравнивать. Инокуляцию осуществляли в ходе микрочеренкования, 

капельно нанося на лист картофеля по 10 мкл инокулята. Контролем служили 

микрочеренки того же сорта и возраста без инокуляции.  

Пробирочные растения картофеля выращивали при следующем 

режиме: фотопериод 16 ч, освещенность 4  кЛк, температура воздуха 

23±1°С/16±1°С (день/ночь). Морфометрические показатели у 15 растений  в 

каждом варианте определяли в возрасте 20, 30 и 60 сут.  

Для определения численности бактерий, колонизующих отдельные 

органы, объединяли по отдельности корни, стебли и листья (за исключением  

инокулированного листа) от десяти растений в каждом из вариантов опыта и  

асептически растирали их в ступке. Разведения гомогенатов высевали на 

овсяный агар. Количество колониеобразующих единиц (КОЕ) учитывали 

через 7 сут, выражая его на 1 г в.-с. массы субстрата. Для выяснения 

способности штаммов проникать внутрь тканей посев проводили с 

добавлением этапа отмывания растительного материала в стерильной 
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дистиллированной воде. Для анализа использовали растения картофеля в 

возрасте 35 и 60 сут.  

Для электронной микроскопии отделяли от корешков фрагменты 

длиной 4-5 мм и фиксировали в Na-фосфатном буфере (рН 7,2) с 

добавлением 2,5 % глутарового альдегида в течение 10 сут при +4 
о
С. 

Фиксатор отмывали буфером и обезвоживали образцы в водных растворах 

этанола в повышающихся концентрациях 30% - 50% - 70%. После 

двухкратной промывки абсолютным этанолом образцы помещали в прибор 

Hitachi HCP2 (Япония) для высушивания в атмосфере СО2. Высушенные 

препараты крепили на скотч и производили напыление золотом (толщиной 

15-20 нм) в атмосфере аргона. Для анализа расположения объектов на 

поверхности корня  использовали микроскоп  JSM-6380LA (Jeol, Япония), 

при ускоряющем напряжении 20 кв в режиме SE (регистрации вторичных 

электронов). В работе использовали материалы и оборудование лаборатории 

электронной микроскопии биологического факультета МГУ им. М.В. 

Ломоносова. 

Для оценки влияния стрептомицетов на продуктивность картофеля 

пробирочные растения высаживали в сосуды с почвой, и выращивали в 

условиях естественного освещения и влажности. Количество, массу и 

размеры миниклубней учитывали по окончании вегетации (95 сут) растений. 

Статистическую обработку данных проводили стандартными 

методами (Лакин, 1990) с использованием пакета программ Microsoft Excel 

2007.  Достоверность различий рассчитывали методом средних 

арифметических двух независимых совокупностей, с разными дисперсиями 

(Дмитриев, 1972). 

Вклад факторов в общее варьирование показателя оценивали с 

помощью двухфакторного дисперсионного анализа, используя программу 

STATGRAFICS Plus for Windows. 
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ГЛАВА 3. ИЗУЧЕНИЕ АССОЦИАТИВНОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

АКТИНОМИЦЕТОВ С РАСТЕНИЯМИ СЕМЕЙСТВА SOLANACEAE 

(НА ПРИМЕРЕ КАРТОФЕЛЯ) 

 

3.1 Характеристика некоторых физиолого-биоохимических свойств  

ризосферных изолятов актиномицетов 

 

Для изучения особенностей ассоциативного взаимодействия 

актиномицетов с растениями картофеля  использовали природные изоляты 

стрептомицетов ТК-5 и Т-2-20, выделенные с корней других 

представителей семейства Solanaceae: томата сорта Белый налив и 

табака сорта Самсун соответственно. Выбор данных культур был 

обусловлен тем, что в предварительных исследованиях  они проявили 

полезные для ассоциативного взаимодействия с растением свойства. Так, у 

изолята ТК-5 была установлена способность к синтезу индолил-3-уксусной 

кислоты (ИУК) в присутствии 200 мг/л триптофана (Назарова, Широких, 

2015), он подавлял рост двух из шести тест-культур фитопатогенов, 

отличался образованием лектинов, которые были обнаружены реакцией 

гемагглютинации в супернатанте культуральной жидкости (СКЖ)  и 

разведениях СКЖ 1:10  и 1:25 (табл. 4). Изолят Т-2-20 характеризовался 

более широким (против пяти тест-культур) спектром антагонистического 

действия, но меньшей продукцией ауксинов. СКЖ данного штамма не 

оказывал на эритроциты агглютинирующего действия, что говорит об 

отсутствии у  штамма Т-2-20 лектинов. 
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Таблица 4 – Сравнительная характеристика метаболической активности 

исследуемых изолятов стрептомицетов 

Показатели 
Изоляты 

ТК-5 Т-2-20 

Зоны подавления роста тест-культур, мм 
Fusarium avenaceum 

0 18 

F. culmorum 24 20 

Bipolaris sorokiniana 0 25 

Erwinia herbicola 0 21 

Arthrobacter simlex 0 21 

Pseudomonas  putida 25 0 

Продукция ИУК, мг/мл 52,0 9,3 

Гемагглютинирующая активность СКЖ в разведениях   

1:10 + - 

1:25 + - 

1:50 - - 

 

3.2 Таксономическое положение изолятов 

 

Таксономическая идентификация изолятов, основанная на анализе 

фрагментов генов 16S рРНК, показала, что  культуры ТК-5 и Т-2-20 являются 

представителями  рода Streptomyces, семейства Streptomycetaceae, порядка 

Actinomycetales, класса Actinobacteria. Поисковым сервисом BLAST в 

качестве наиболее близкого (98,59% сходства) по последовательности 16S 

рРНК к исследуемому изоляту ТК-5 был предложен  депонированный в NCBI 

штамм S. flavogriseus CBS 101.34 (NR 028988.1). Достоверность 

кластеризации  стрептомицета ТК-5 с S. flavogriseus CBS 101.34 (NR 

028988.1) составила 98% (рис. 2). 
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Рисунок 2 –  Филогенетическое дерево, полученное на основании анализа 

последовательностей фрагмента гена 16S рРНК штамма ТК-5 и его ближайших 

родственников, найденных сервисом BLAST. Масштаб соответствует одной нуклеотидной 

замене на 100 нуклеотидов 

 

В качестве наиболее близких к изоляту Т-2-20 из имеющихся в ГенБанке  

по последовательностям 16S рРНК поисковый сервер предложил два  

штамма – S. pratensis ch 24 (NR 125616.1) (98,77% сходства) и  S. anulatus 

NBRC (NR 112527.1) (98,77%  cходства).  Достоверность кластеризации  

стрептомицета Т-2-20 с  тем и другим составила  92% (рис. 3). Генетические 

данные были сопоставлены с ранее полученной информацией об их 

фенотипических свойствах, согласно ключу Гаузе (Гаузе, Преображенская et 

al., 1983). В данном определителе нет описания морфологических и 

культуральных признаков вида S. anulatus, но в отношении его базионима  S. 
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chrysomallus  subsp. fumigates Frommer 1959 (Lanoot, Vancanneyt, et al., 2005) 

сказано, что данный вид можно отнести к серии Cinereus Aureus (C. 76). 

 

Рисунок 3 – Филогенетическое дерево, полученное на основании анализа 

последовательностей фрагмента гена 16S рРНК штамма Т-2-20 и его ближайших 

родственников, найденных сервисом BLAST. Масштаб соответствует одной нуклеотидной 

замене на 100 нуклеотидов 

 

Таким образом, из двух предложенных для стрептомицета Т-2-20 была 

выбрана последовательность, принадлежащая штамму  S. anulatus NBRC (NR 

112527.1), как наиболее соответствующая фенотипически. Выявление у S. 

anulatus Т-2-20 широкого спектра антагонистической активности хорошо 

согласуется с  ранее описанным синтезом различными представителями 

этого вида таких антибиотиков, как актиномицин, эндофеназины А, В и С,  

тубермицин В, эпокарбазолин  и эпокарбазолин В, актиномицин С, а также 
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фермента декстраназы и ингибитора теломеразы − теломестатина (Saleh, 

Flinspach et al., 2012).  

 

3.3 Колонизация растений картофеля стрептомицетами 

 

Отобранные стрептомицеты использовали для изучения процессов 

колонизации пробирочных растений меристемного картофеля (Solanum 

tuberosum L.) сорта Пранса. Инокуляцию осуществляли в ходе 

микрочеренкования растений, капельно нанося на лист картофеля по 10 мкл 

инокулята. Контролем служили микрочеренки того же сорта и возраста без 

инокуляции. 

Изучение колонизирующей активности ризосферных изолятов S. 

flavogriseus ТК-5 и S. anulatus Т-2-20 показало, что  с инокулированного 

листа стрептомицеты активно распространялись по растительным тканям и, 

спустя 35 сут после инокуляции, методом посева S. flavogriseus ТК-5 

обнаруживался практически во всех органах, а S. anulatus Т-2-20 − в стеблях 

и корнях меристемного картофеля (рис. 4). Между штаммами были 

установлены различия в активности колонизации отдельных органов. Так, 

численность S. flavogriseus ТК-5 в корнях (6,05±0,79) × 10
6 

КОЕ/г)  на три 

порядка превысила таковую в листьях ((6,3±1,4) × 10
3
 КОЕ/г) и стеблях 

((1,3±0,02) × 10
3 

КОЕ/г), тогда как S. anulatus Т-2-20 в большем  количестве 

обнаруживался  в стеблях ((7,8±2,8) × 10
5
 КОЕ/г), в меньшем  – в корнях 

((6,5±2,8) × 10
4
 КОЕ/г), а в листьях не обнаруживался вовсе. Большее 

сродство штамма ТК-5 к корням, чем к листьям колонизируемых растений, а 

также более высокая в сравнении со штаммом Т-2-20 колонизирующая 

активность, могут быть связаны со способностью ТК-5 продуцировать 

ауксины и лектины.  
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Рисунок 4 – Численность (lg N, КОЕ/г) стрептомицетов в различных органах 

меристемного картофеля  в зависимости от исследуемого штамма и возраста растения. 

 

Лектины представляют собой гликопротеины,  способные обратимо и 

избирательно связывать углеводы  и углеводные детерминанты 

биополимеров без изменения их структуры. Это свойство лежит в основе 

многочисленных биологических функций лектинов, и на нём основана их 

способность  агглютинировать  эритроциты. Среди почвенных 

стрептомицетов ранее гемагглютинирующая активность была обнаружена  у 

антагонистов фитопатогенов (Белявская, Коваленко и др., 2014) и 
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устойчивых к тяжёлым металлам штаммов (Valagurova, Iutinskaya et al., 

1996). На основании полученных результатов мы предполагаем возможную  

связь  лектинов ризосферных стрептомицетов с колонизацией растительных 

тканей.  

Результаты определения численности стрептомицетов при посеве из 

разведений тканевых гомогенатов были дополнены результатами 

электронной сканирующей микроскопии, которая позволила визуализировать 

результаты инокуляции  листьев микрочеренков штаммами ТК-5 и Т-2-20 − 

колонизацию стрептомицетным мицелием корней  пробирочных растений 

картофеля  (рис. 5). 

 

 

 

Рисунок 5 –  Колонизация корней меристемных пробирочных растений картофеля 

Пранса мицелием S. flavogriseus ТК-5  (А) и S. anulatus Т-2-20 (Б).  Возраст растений – 60 

сут. 

 

Различия в колонизации разными штаммами стали менее явными,  

когда микрорастения картофеля достигли возраста 60 сут  (рис. 5). По 

результатам посева, наиболее высокую концентрацию пропагул наблюдали  в 

корнях  ((7,81±1,49) × 10
6
  и (1,68±0,85) × 10

7 
КОЕ/г)) и в листьях − 
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((1,35±0,37) × 10
6
 и (1,6±1,02) × 10

5
 КОЕ/г соответственно для  Т-2-20 и ТК-

5). Плотность заселения стеблей  была достоверно ниже – от (4,9±1,21) × 10
2 

КОЕ/г  у штамма ТК-5 до (1,06±0,13) × 10
4
 КОЕ/г у штамма Т-2-20. При этом 

плотность заселения корней и листьев штаммом Т-2-20 различалась в 

пределах одного порядка, а для продуцирующего лектины штамма ТК-5 

различия достигали двух порядков. Приведенные количественные 

характеристики  по колонизации картофеля стрептомицетами получены 

после проведения процедуры предварительной отмывки  поверхности  

растений водой, что свидетельствует о способности  мицелиальных бактерий 

проникать внутрь растительных тканей, а не только распространяться на их 

поверхности. 

Подвергнутые инокуляции растения внешне не отличались от 

контрольных. Сравнение контрольных и колонизированных растений по 

морфометрическим показателям показало, что негативного влияния на рост и 

развитие картофеля in vitro заселение растений мицелиальными 

прокариотами  не оказывает (табл. 5).  

Таблица 5 – Морфометрические показатели пробирочных растений 

картофеля in vitro  

Вариант 

Длительность 

культивирования, 

сут 

Длина  

стебля, мм 

Кол-во 

междоузлий, шт 

Кол-во 

листьев, шт 

контроль 

20 

33±14,1 2,9±1,19 3,3±1,75 

ТК-5 22±11,8 1,6±0,88 1,8±1,09 

Т-2-20 35±11,9 2,5±0,92 3,3±1,03 

контроль 

30 

49±22,0 3,6±1,76 5,4±2,16 

ТК-5 47±16,2 3,3±0,82 5,2±1,17 

Т-2-20 52±14,7 3,7±0,73 5,1±1,29 

контроль 

60 

66±20,1 4,1±1,10 10,6±3,03 

ТК-5 67±10,2 6,0±1,15 11,0±1,79 

Т-2-20 77±12,1 6,3±1,11 12,5±1,61 

Между контрольными и колонизированными  растениями также не 

было достоверных различий, при последующем их выращивании в почве. В 
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качестве тенденции  отмечено, что инокуляция картофеля S. anulatus Т-2-20 

способствовала в первом клубневом поколении увеличению в два раза доли 

средней фракции (20-40 мм), при одновременном снижении на 18% доли 

мелкой фракции (менее 20 мм) в сравнении с контролем (табл. 6).  

 

Таблица 6 – Показатели продуктивности картофеля Пранса в первом 

клубневом поколении 

Вариант 

Количество 

клубней с 

растения, шт 

Масса клубней  

с растения, г* 

Количество миниклубней по 

фракциям, % 

≤ 20 мм 20-40 мм ≥40 мм 

Контроль 6,7 ± 2,3 19,2 

0,5 - 78,5 
65 20 15 

ТК-5 7,0 ± 2,4 16,8 

1,0 - 58,6 
67 21 12 

Т-2-20 5,0 ± 1,5 26,2 

1,6 - 105,4 
47 40 13 

* Числитель – среднее значение, знаменатель – минимальное и максимальное значения 

Таким образом, изучение колонизирующей активности мицелиальных 

бактерий  S. flavogriseus ТК-5 и S. anulatus Т-2-20, выделенных 

соответственно из ризосферы табака и томата, показало их способность 

успешно заселять поверхность  различных органов и проникать в ткани  

меристемных растений картофеля. При искусственной бактеризации 

популяционная  плотность  мицелиальных прокариот в  надземных органах  

картофеля может достигать 10
2
 -10

6
 КОЕ/г, а в корнях − 10

6
-10

7 
КОЕ/г, в 

зависимости от штамма. 

Сравнительный анализ морфометрических показателей растений 

показал, что колонизация стрептомицетами не оказала негативного влияния 

на рост и развитие картофеля in vitro и ex vitro. Полученные результаты дают 

основание  к использованию стрептомицетов в качестве модельной группы 

микроорганизмов для биоиндикационных оценок в ризосфере  растений  

семейства Solonacea. 
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ГЛАВА 4. ИЗУЧЕНИЕ  НЕЗАВИСИМЫХ ТРАНСГЕННЫХ  ЛИНИЙ  

ТАБАКА И ТОМАТА 

 

4.1 Оценка функциональной активности гетерологичного гена Fe-SОD1 

в вегетативном потомстве ГМР 

 

До проведения исследований по выявлению изменений в структуре 

микробных комплексов в ризосфере генетически модифицированных 

растений необходимо было убедиться, что в вегетативном потомстве линий - 

трансформантов гетерологичный ген Fe-SОD1 не только сохранился, но и 

экспрессируется,  о чем можно судить по его функциональной активности. 

Поэтому следующим этапом работы явилась проверка функциональной  

активности встроенного для усиления антиоксидантной защиты растений 

гена  Fe-SОD1 у клонов трансгенных  линий табака и томата.  

 

4.1.1 Результаты проверки трансгенных линий томата 

 

При выращивании растений томата в условиях закрытого грунта  было 

показано, что суммарная активность СОД у линии томата bn 6 в начальный 

период наблюдений (пять настоящих листьев) и у линии bn 4 при появлении 

первой цветочной кисти достоверно превышали аналогичный показатель 

исходного сорта Белый налив (рис. 6). При этом величина накопления в 

листьях МДА, отражающая интенсивность перекисного окисления липидов, 

в начальный период развития  растений в листьях растений исходного сорта 

была существенно выше, чем у растений, получивших гетерологичный ген 

Fe-SOD1. 
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Рисунок 6 – Динамика общей активности СОД и перекисного окисления липидов в 

листьях различных генотипов томата по фазам развития: 1) пять настоящих листьев, 2) 

первая цветочная кисть, 3) образование завязи. 

 

Более низкий, в сравнении с исходным сортом, уровень окислительной 

деструкции у линии bn 6 сохранялся в течение всего периода наблюдений, а у 

линии bn 4 − только в начальный период онтогенеза растений, что могло 

быть связано с неустойчивой экспрессией встроенного гена.  

Проверка функциональной активности встроенного гена Fe-SOD1 в 

листьях томата другой трансгенной линии bn 34  показала, что существенных 

различий между трансформантом линии bn 34  и исходным сортом по общей 

активности супероксиддисмутазы не было, как у пробирочных растений, так 

и у растений, выращенных в почве (табл. 7).  

 

Таблица 7 –  Показатели перекисного гомеостаза растений томата 

Среда 
МДА, нмоль/г сырой массы СОД, ед./г сырой массы 

in vitro in vivo in vitro in vivo 

Исходная 

форма 
28,3±2,9 17,32±0,49 1,04±0,28 5,17±0,17 

bn 34 27,53±3,8 12,84±0,13 1,06±0,20 5,10±0,20 
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В то же время, накопление МДА – продукта перекисного окисления 

липидов – в листьях высаженных в почву растений-трансформантов было на 

26% ниже, чем у исходного сорта. Это свидетельствует в пользу  

функциональной активности гетерологичного гена и обеспечения более 

устойчивого состояния перекисного гомеостаза у трансформантов, чем у 

обычных растений. Вместе с тем, вставка чужеродного гена сопровождалась  

некоторыми перестройками в комплексе фотосинтетических пигментов в 

листьях томата. Так, по сравнению с исходным сортом, в листьях 

трансформантов было  на 17% ниже  содержание суммарного хдорофилла и 

на 26% выше содержание каротиноидов (табл. 8).  

 

Таблица 8 – Содержание пластидных пигментов в листьях томата  

Генотип 
Хлорофиллы, мг/г 

Каротино

иды, мг/г 

Соотношение 

а в а+в хлорофиллов 

а/в 

хлорофиллы/ 

каротиноиды 

Исходная 

форма  6,5±0,22 2,86±0,05 9,36±0,77 0,83±0,13 2,3 11,3 

bn 34 6,00±0,0 1,82±0,13 7,82±0,02 1,05±0,01 3,3 7,4 

 

Выявленные различия в биохимических показателях могли 

сопровождаться различиями и в корневой экскреции трансформанта и 

исходного сорта. 

Сравнительный анализ морфометрических показателей растений во 

втором семенном поколении (Т2), показал, что в результате генно-

инженерного вмешательства линейные размеры (высота растения, длина 

листьев и междоузлий) у линий bn 27 и bn 34 изменились по сравнению с 

растениями исходного сорта, в основном, несущественно (табл. 9).  

Однако на уровне тенденции можно отметить более короткие, чем у 

исходного сорта, междоузлия и низкорослость в целом линии bn 34, тогда как 
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линия bn 27 по высоте растений, наоборот, в среднем на 7% превосходила 

исходный сорт. 

 

Таблица 9 – Морфометрические показатели томатов исходного сорта и 

трансгенных линий 

Показатель 
Исходный сорт 

Белый налив 

Трансгенные линии 

bn 27 bn 34 

Высота растения, см 95,9±14,7 102,5±17,8 66,8±21,6 

Длина междоузлия, см 8,2±1,9 7,5±3,1 5,2±1,8 

Количество листьев до первой 

цветочной кисти, шт 
6,9±1,2 6,3±0,7 6,6±0,5 

Длина второго подфлагового 

листа, см 
25,8±3,4 24,6±4,4 25,4±5,0 

Количество цветков верхней 

кисти, шт 
4,6±0,7 3,8±1,2 4,1±1,8 

Количество плодов с растения, шт, 

10,8±1,1 9,7±1,1 6,4±1,1 

Масса плода, г 16,8±7,9 14,2±8,3 22,9±15,0 

Количество семенных камер 

плода, шт, 
3-4 4-5 5 

Продуктивность растения, г 180,0±16,0 136,0±83,0 147,0±6,0 

 

У трансформированных растений отмечены также тенденция к 

уменьшению на 5-9% количества листьев до первой цветочной кисти и более 

поздние, особенно у линии bn 34, сроки формирования первой завязи, чем у 

сорта Белый налив.  

Продуктивные признаки растений трансгенных линий, возможно, в 

связи с увеличением продолжительности их вегетационного периода, в ряде 

случаев уступали исходному сорту. Так, у растений линии bn 34, при 

одновременном у всех генотипов определении показателей, наблюдали 

значительно меньшие значения по таким продуктивным признакам, как 

количество цветков в кисти (на 12%), количество плодов с растения (на 69%), 
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продуктивность растения (на 22%), Вместе с тем, растения этой линии 

отличались от других сравниваемых генотипов крупноплодностью. Средняя 

масса плода у растений линии bn 34 превосходила на 36% сорт Белый налив 

и на 61% линию bn 27. Снижение по сравнению с исходным сортом 

продуктивных признаков у растений линии bn 27 оценивалось как 

статистически недостоверное. 

Определение показателей перекисного гомеостаза в листьях показало, 

что растения Т2 трансгенных линий bn 27 и bn 34 характеризовались 

близкими значениями общей активности СОД, но исходный сорт достоверно 

(на 24%) превысила только линия bn 27 (табл. 10). 

 

Таблица 10 – Активность СОД и ПОЛ в листьях растений томата 

 

Показатель 
Исходный сорт 

Белый налив 

Трансгенные линии 

Bn 27
 

Bn 34
 

СОД, ед,/г сырой 

массы 
5,45±0,39 6,76±0,92* 6,42±0,74 

МДА, нмоль/г сырой 

массы 
29,56±4,98 14,03±2,94* 11,49±2,77* 

Примечание: * отличие от исходного сорта достоверно при Р ≥099 

 

Накопление МДА – продукта ПОЛ – в листьях обеих трансгенных линий 

томата было ниже по сравнению с исходной формой в 2,1-2,5 раза, что может 

свидетельствовать о большей сбалансированности окислительно-

восстановительных процессов у Т2 растений, снабженных гетерологичной 

вставкой Fe-SOD1.  

Сравнительное изучение независимых трансгенных по гену Fe-SOD1 

линий томата bn 27 и bn 34 не выявило существенных различий между ними 

и исходным сортом Белый налив в поколении Т2 по большинству 

морфометрических показателей. Однако линия bn 34 отличалась от 

исходного сорта более низкой продуктивностью, связанной, по-видимому, с 
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увеличением продолжительности фаз развития, по сравнению с растениями 

исходного сорта. 

 

4.1.2 Результаты проверки трансгенных линий табака 

 

Проверку функциональной активности встроенного гена у растений 

табака осуществляли в условиях моделируемого эдафического стресса, 

обусловленного токсичностью алюминия в кислых почвах, В обычных 

условиях у трансформантов Тtrf 13 и Тtrf 3 показатели суммарной активности 

СОД достоверно выше, чем в листьях исходного сорта Самсун, что может 

говорить о суперэкспрессии встроенного гена антиоксидантного фермента 

Fe-СОД1 и о более высоком уровне антиоксидантной защиты у трансгенных 

линий табака. Различия с контролем по активности СОД, несущественные у 

трансформированных растений в фазу укоренения рассады, усиливались в 

процессе онтогенеза растений (рис. 7).  На фоне окислительного стресса, 

обусловленного токсичностью алюминия в кислой почве, преимущество  

перед исходным сортом проявила только линия  Тtrf 13, тогда как у 

трансформантов линии Тtrf 3 суммарная активность СОД в листьях 

значительно уступала показателям сорта Самсун на протяжении всего 

периода наблюдений, за исключением фазы укоренения рассады. Это 

указывает на отсутствие в листьях трансформантов Ttrf 3 стабильной 

экспрессии и функциональной активности встроенного  гена Fe-SOD1.  

Проверку функциональной активности встроенного гена у растений 

табака другой линий Ttrf 2 осуществляли так же в условиях моделируемого 

эдафического стресса, обусловленного токсичностью алюминия в кислых 

почвах. В листьях подвергнутых стрессу растений табака исходного сорта 

Самсун  наблюдали резкое сокращение количества пластидных пигментов в 
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сравнении с контрольными растениями, выращенными на почве без 

алюминия. 

 

 

 
 

Рисунок 7 – Динамика общей активности СОД в листьях различных генотипов 

табака по фазам развития: укоренение рассады (1), формирование растений (2), 

цветение (3). На контрольном и провокационном фоне 

 

Так, содержание хлорофиллов а и b, каротиноидов было ниже в фазу 

формирования растений соответственно на 33, 36 и 34%, а в фазу цветения − 

на 44, 42 и 33%,  чем в контроле  без алюминия (рис. 8). Линии табака, 

экспрессирующие  ген Fe-SOD1 из Arabidopsis thaliana, существенно 

различались между собой по реакции на алюминий. Так, линия Ttrf 2 под 

воздействием алюминия характеризовалась снижением количества 

фотосинтетических пигментов в листьях, в особенности – хлорофиллов. 
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Рисунок 8 – Содержание хлорофилла а (1), б (2) и каротиноидов 

(3) в листьях табака на кислой почве с алюминием в фазе 

формирования растений (А) и цветения (Б). 

 

У линии Ttrf 13, напротив, содержание  пластидных пигментов на фоне 

вызванного алюминием стресса было выше, чем в обычных условиях. 

Суммарное содержание хлорофиллов в листьях Ttrf 13  на кислом фоне с 

алюминием  превысило уровень  контрольных растений на 70% в фазу 

формирования и на 23% в фазу цветения растений. По содержанию 

каротиноидов в листьях Ttrf 13 наблюдаемое при стрессе превышение 

контроля  составило 11-32% в зависимости от фазы развития. В начальный 

период развития – в фазу укоренения − различия по количеству 

фотосинтетических пигментов между исходным сортом и линиями 

трансформантов на фоне стресса и в контроле оценивались как 

недостоверные. 

Преимущество трансформанта Ttrf 13 перед исходным сортом  

заключалось в способности увеличивать в условиях стресса количество 

пластидных пигментов, тогда как у исходного сорта на фоне алюминия, их 

содержание, напротив, снижалось. Увеличение содержания 
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фотосинтетических пигментов в листьях растений-трансформантов Ttrf 13 на 

фоне стресса свидетельствует в пользу их большей устойчивости к 

алюминию. Это может объясняться изменениями в перекисном гомеостазе 

растений, вследствие суперэкспрессии гена антиоксидантного фермента Fe-

СОД1, придающего растениям устойчивость к повреждающему действию 

окислительного стресса. 

Сравнение в листьях табака исходного сорта Самсун и исследуемых 

линий трансформантов показателей суммарной активности СОД и МДА – 

продукта перекисного окисления липидов − подтвердило это предположение. 

Несмотря на то, что накопление МДА в листьях трансформанта Ttrf 13, 

выращенного в обычных условиях, было выше, чем у исходного сорта на 

протяжении всего периода наблюдений, интенсивность ПОЛ на  кислой 

почве с алюминием (от 2,09±0,55  до 39,13±3,69 н/моль/г) не превышала 

аналогичный показатель контрольных растений (от 9,85±1,62 до 47,23±4,47 

н/моль/г). Активность же антиоксидантного фермента СОД, напротив, в 

листьях Ttrf 13 была достоверно выше, чем в листьях исходного сорта 

Самсун, как при выращивании в обычных (в 1,3-3,5 раза в зависимости от 

фазы), так и в стрессовых (в 1,1-1,6 раза в зависимости от фазы) условиях.  

Повышение суммарной активности СОД, обусловленное вставкой 

чужеродного гена Fe-SOD1, очевидно, и оказало защитное действие на 

фотосинтетический аппарат в условиях вызванного алюминием стресса и 

обеспечило более высокий уровень пластидных пигментов в листьях 

трансформанта Ttrf 13 (рис. 8). У трансгенной линии Ttrf 2, отличающейся 

низкой сохранностью пластидных пигментов под воздействием алюминия, 

интенсивность процессов  ПОЛ, в отличие от Ttrf 13, при стрессе 

увеличивалась в 1,6 – 2,2 раза в зависимости от фазы развития (рис. 9).  
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Суммарная активность СОД в листьях трансформантов Ttrf 2, 

выращенных в стрессовых условиях, тоже возрастала в начальный (в 12 раз) 

и завершающий (в 1,5 раза) периоды наблюдений, однако в фазу 

«формирование растений» активность СОД в контроле (1,57±0,16 усл. ед) и 

на фоне стресса (1,46±0,15  усл. ед,) имела близкие значения. На фоне 

обусловленного алюминием стресса отсутствию значимых изменений в 

активности антиоксидантного фермента СОД в листьях Ttrf 2 

соответствовало крайне низкое содержание хлорофилла а (1,97±0,17 мг/г), 

хлорофилла в (0,96±0,07 мг/г), каротиноидов (0,59±0,04 мг/г) и максимальное 

накопление продукта пероксидации мембранных липидов - МДА (45,05±4,34 

нмоль/г). Это указывает на отсутствие в листьях Ttrf 2 стабильной 

экспрессии и функциональной активности встроенного гена Fe-SOD1. 

  

Рисунок 9 – Динамика общей активности СОД и ПОЛ в листьях различных 

генотипов табака по фазам развития: укоренение рассады (1), формирование растений (2), 

цветение (3). На контрольном и провокационном фоне 

Трансгенные растения табака Самсун линии Ttrf 8 по содержанию 

каротиноидов и хлорофиллов отличались от исходного сорта небольшим 
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снижением хлорофилла а и хлорофилла б, в то время, как на провокационном 

фоне изменения были более существены, и сопровождались снижением 

содержания пигментов у растений исходного сорта Самсун (рис. 10). 

 

Рисунок 10 – Содержание хлорофилла а, б и каротиноидов 

 в листьях табака на контрольном (А) и провокационном (Б) фоне. 

 

По содержанию МДА так же видно, что в стрессовых условиях 

провокационного по почвенной кислотности и токсичности алюминия  фона, 

встроенный ген Fe-SOD1 препятствует накоплению в клетках растений 

продуктов перекисного окисления мембран (рис. 11).  

 

Рисунок 11 – Общая активность ПОЛ в листьях табака на контрольном (А) и 

провокационном (Б) фоне 
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ГЛАВА 5. ЧИСЛЕННОСТЬ, РАЗНООБРАЗИЕ И 

ТАКСОНОМИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА РИЗОСФЕРНЫХ 

КОМПЛЕКСОВ АКТИНОМИЦЕТОВ 

 

5.1 Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере ГМ и исходных сортов томата 

 

Сравнительное изучение структуры комплексов актиномицетов в 

ризосфере томата выявило у растений с генно-инженерным усилением 

антиоксидантной защиты ряд отличий от исходного сорта Белый налив. 

Ризосферный комплекс линии bn 6 отличался более низкими значениями 

абсолютной (266 тыс, КОЕ/г) и относительной (2,8%) численности, но более 

высоким родовым и видовым разнообразием мицелиальных прокариот (табл. 

11). Индекс Шеннона, рассчитанный для линии bn 6 (Н=0,822) более чем в 2 

раза превысил аналогичный показатель в ризосфере исходного сорта 

(Н=0,367). В составе ризосферного комплекса сорта Белый налив были 

обнаружены в определенном соотношении представители родов Streptomyces 

(94%), Micromonospora (1,2%) и олигоспоровые формы (4,8%) 

актиномицетов. Долевое соотношение представителей этих родов в 

ризосфере томатов линии bn 6 существенно изменилось в сторону большей 

представленности олигоспоровых (7,1%) и микромоноспоровых (5,8%) 

видов, характеризующихся высокой избирательностью в отношении 

трофических субстратов, при сокращении долевого участия в комплексе 

стрептомицетов (84%), традиционно считающихся видами-убиквистами. 

Актиномицетный комплекс линии bn 6 включал в качестве минорного 

компонента представителей рода Streptosporangium (2,9%), не выявленных в 

ризосфере исходного сорта. 
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Таблица 11 – Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере томата в зависимости от генотипа растения 

Показатель 

Генотип растения 

Белый налив bn 6 bn 4 

Общая численность прокариот, 

вырастающих на  КГА, тыс, КОЕ/г 

 

434,0 

 

266,0 

 

372,0 

Доля актиномицетов в прокариотном 

комплексе, % 

 

3,7 

 

2,8 

 

3,7 

Количество секций и серий рода  

Streptomyces 
 

8,0 

 

9,0 

 

9,0 

Количество родов, выделяемых на 

среде  с пропионатом натрия 

 

3,0 

 

4,0 

 

3,0 

Индекс Шеннона (Н) бит/г 0,367 0,822 0,434 

Относительное обилие в комплексе 

представителей родов, % : 

  

  

Streptomyces 94,0 84,0 91,0 

Micromonospora 1,2 5,8 4,9 

олигоспоровые формы 4,8 7,1 4,3 

Streptosporangium 0 2,9 0 

 

Исходный сорт и линия томата bn 6 существенно различались между 

собой по видовой структуре стрептомицетного комплекса. В ризосфере сорта 

Белый налив по частоте встречаемости (≥80%) доминировали виды 6 секций 

и серий, тогда как на корнях трансгенной линии число доминирующих 

секций и серий сократилось до 4 (рис. 12).  
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Рисунок 12 – Частота встречаемости в ризосфере различных генотипов томата 

видов из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Cinereus Aureus, 6 – Cinereus Violaceus, 7 − 

Helvolo-Flavus, 8 – Azureus, 9 – Roseus, 10 − Imperfectus, 11 – род Мicromonospora 

 

В стрептомицетном комплексе линии bn 6 были ниже, по сравнению с 

исходным сортом, показатели частоты встречаемости и долевого участия 

тривиальных для почвы видов из серий Cinereus Chromogenes, Cinereus 

Violaceus и Albus Albocoloratus, исчезли виды Cinereus Aureus, но появились 

не отмеченные в ризосфере исходного сорта виды из секций Azureus и Roseus 

(рис. 13). 

 Комплекс актиномицетов в ризосфере трансгенной линии bn 4 

отличался от комплекса исходного сорта в меньшей степени, чем комплекс 

линии bn 6. Менее выраженными были изменения в численности и 

разнообразии актиномицетов, относительном обилии выделяемых родов (см. 

табл. 11). Однако общие тенденции, заключающиеся в более низкой 

заселенности актиномицетами ризосферы трансформанта при увеличении их 

разнообразия, прослеживались и в этом случае. 
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Рисунок 13 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах различных генотипов 

томата видов  из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Cinereus Aureus, 6 – Cinereus Violaceus, 7 − 

Helvolo-Flavus, 8 – Azureus, 9 – Roseus, 10 − Imperfectus 

 

Спектр доминирующих секций и серий в ризосфере линии bn 4 

расширился с 6 до 7, за счет видов из серии Cinereus Aureus (см. рис. 11), при 

этом долевое участие в комплексе видов серии Cinereus Chromogenes 

сократилось вдвое (см. рис. 13). Других значительных изменений по 

сравнению с комплексом стрептомицетов исходного сорта в ризосфере линии 

bn 4 не выявлено.  

У трансгенной линии bn 34 численность ассоциированных с корнями 

мицелиальных прокариот  составила сотни тысяч КОЕ/г и существенно не 

различалась у растений исходного сорта и трансформантов. Увеличилась в 

два раза доля актиномицетов от общей численности прокариот в ризосфере 

трансформированных растений. В таксономической же структуре, напротив, 

выявлены значимые отличия: ризосферный комплекс исходного сорта был 

представлен родами Streptomyces, Micromonospora, Streptosporangium, 

Streptoverticillium и олигоспоровыми формами актиномицетов, тогда как 

комплекс трансформантов включал  представителей только  родов 

Streptomyces, Micromonospora и олигоспор (табл. 12). 
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Таблица 12 – Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере томата в зависимости от генотипа растения 

 

 

На видовом уровне  сократилась на корнях трансформантов 

представленность стрептомицетов: не обнаружены в составе комплекса виды  

секций и серий Albus Albus, Cinereus Achromogenes, Helvolo-Flavus, Roseus и 

Imperfectus, зато появились виды серии Cinereus Aureus (рис. 14). По 

долевому участию актиномицетов в комплексе, трансгенная линия bn 34 

превосходила контрольные растения, за счет снижения разнообразия видов 

секций и серий (рис. 15). Если контрольные растения были представлены 

восемью видами секций и серий, то линия bn 34 только лишь тремя. 

Показатель 
Генотип растения 

Белый налив bn 34 

Общая численность прокариот, 

вырастающих на  КГА, тыс, КОЕ/г 

 

   873,3 

 

651.2,0 

Доля актиномицетов в прокариотном 

комплексе, % 

 

    7,8 

 

15,2 

Количество секций и серий рода  

Streptomyces 

 

    7,0 

 

6,0 

Количество родов, выделяемых на 

среде  с пропионатом натрия 

 

    4,0 

 

2,0 

Относительное обилие в комплексе 

представителей родов, % : 

  

 

Streptomyces 88,2 56,2 

Micromonospora 2,3 33,1 

олигоспоровые формы 7,9 10,7 

Streptosporangium 

Streptoverticillium 

1,5 

0,1 

0 

0 
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Рисунок 14 – Частота встречаемости в ризосфере различных генотипов томата 

видов из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Cinereus Aureus, 6 − Helvolo-Flavus, 7 – 

Roseus, 8 – Imperfectus. 

 

 

Рисунок 15 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах различных генотипов 

томата видов  из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Cinereus Aureus, 6 − Helvolo-Flavus, 7 – 

Roseus, 8 – Imperfectus. 

 

Анализ таксономической структуры комплексов актиномицетов в 

ризосфере томата Белый налив и его трансгенных линий bn 27 и bn 34 

второго поколения (Т2), несущих гетерологичную вставку Fe-SOD1, показал 

следующее: у трансгенных линий увеличилась на 40% по сравнению с 

исходным сортом частота встречаемости в комплексах представителей рода 
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Micromonospora, появились виды Streptosporangium, но исчезли виды рода 

Streptoverticillium, снизилось относительное обилие стрептомицетов, 

особенно в ризосфере линии bn 34 (на 35%), и олигоспоровых форм. При 

этом общая численность актиномицетов, вырастающих на среде с 

пропионатом натрия, в ризосфере томата трансгенных линий была 

существенно выше, чем у сорта Белый налив (табл. 13). 

 

Таблица 13 – Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере томата в зависимости от генотипа растения 

Показатель 
Генотип растения (Т2) 

Белый налив bn 27 bn 34 

Общая численность прокариот, 

вырастающих на  КГА, тыс, КОЕ/г 

 

618,9 

 

367,2 

 

518,8 

Доля актиномицетов в прокариотном 

комплексе, % 

 

0,1 

 

3,5 

 

1,4 

Количество секций и серий рода  

Streptomyces 

 

5,0 

 

9,0 

 

6,0 

Количество родов, выделяемых на среде  

с пропионатом натрия 

 

4,0 

 

5,0 

 

5,0 

Относительное обилие в комплексе 

представителей родов, % : 

 
 

  

Streptomyces 89,4 81,3 54,4 

Micromonospora 4,4 14,2 42,7 

олигоспоровые формы 
3,9 0,8 2,5 

Streptosporangium 

Streptoverticillium 

0 

2,3 

3,7 

0 

0,4 

0 

 

Изучение видовой структуры рода Streptomyces в ризосфере 

сравниваемых генотипов позволило установить изменения состава 

доминантов. Так, у исходного сорта на корнях доминировали представители 
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неокрашенных секций и серий Albus (доля участия 58,6%) и Cinereus 

Achromogenes (доля участия 17,4%) (рис. 15), тогда как в ризосфере 

трансгенных линий возрастали частота встречаемости и доля участия в 

комплексе видов из окрашенных секций и серий Cinereus Violaceus, Cinereus 

Chromogenes и Helvolus (рис. 16, 17). 

 

Рисунок 16 – Частота встречаемости в ризосфере различных генотипов томата 

видов из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Cinereus Violaceus, 6 − Helvolo-Flavus, 7 – 

Roseus, 8 − Imperfectus, 9 – род Мicromonospora 

 

Рисунок 17 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах различных генотипов 

томата видов  из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2 − Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Cinereus Violaceus, 6 − Helvolo-Flavus, 7 – 

Roseus, 8 − Imperfectus, 9 – род Мicromonospora 
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Полученные результаты показывают, что генно-инженерное усиление 

антиоксидантной защиты томата может приводить к изменению сообществ 

микроорганизмов, ассоциированных с корнями растений-трансформантов. 

Выявленные различия в таксономической структуре прикорневых 

комплексов актиномицетов исходного сорта и трансформантов 

свидетельствуют о том, что вставка в геном томата гетерологичного гена Fe-

SOD1 из Arabidopsis thaliana, по-видимому, сопровождалась  плейотропными 

эффектами и повлекла  определенные изменения  в составе или количестве 

корневых выделений, что послужило причиной структурных перестроек в 

составе прикорневой микрофлоры. Однако наиболее существенные отличия 

от исходного генотипа  в численности, разнообразии, родовой и видовой 

структуре  актиномицетного комплекса выявлены в ризосфере линии bn 6, 

характеризующейся более стабильной экспрессией гетерологичного гена Fe-

СОД 1, чем другие независимые трансгенные линии  томата, полученные на 

основе исходного сорта Белый налив.  

 

5.2 Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере ГМ и исходных сортов табака 

 

Сравнительное изучение численности и видовой структуры рода 

Streptomyces в прикорневой почве растений табака проводили с выделением 

микролокусов ризосферы и ризопланы. В ризосфере численность 

стрептомицетов, как наиболее представительного в почвах таксона 

мицелиальных прокариот, изменялась несущественно (в пределах от 2,7×10
5
 

до 6,5×10
5
 КОЕ/г), в зависимости от генотипа и почвенного фона, на котором 

выращивались растения. В ризоплане, напротив, наблюдались существенные 

различия в численности стрептомицетов между исходным сортом Самсун 
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(1,1-1,8×10
6
 КОЕ/г) и трансгенными линиями табака Ttrf 13 (3,7×10

5
 КОЕ/г) в 

обычных условиях и Ttrf 3 (5,9×10
5
 КОЕ/г) на кислом фоне с алюминием. 

Исходный сорт и трансгенные линии табака различались по видовой 

представленности стрептомицетов в ризосфере. По результатам 

многофакторного дисперсионного анализа, существенно зависело от 

генотипа табака варьирование численности ассоциированных с корнями 

представителей секций и серий Cinereus Achromogenes (p=0,003) и Cinereus 

Chromogenes (p=0,007). В ризосферном комплексе исходного сорта Самсун, 

преобладали неокрашенные виды серии Cinereus Achromogenes (20,3%) и 

секции Albus (76,7%), что характерно для зональных дерново-подзолистых 

почв. Соотношение пигментированных и лишенных окраски видов в пользу 

последних изменялось при стрессе, обусловленном кислотностью почвы и 

алюминием. В ризосферном комплексе Ttrf 13, напротив, даже в обычных 

условиях доля участия видов серии Cinereus Chromogenes была выше 

(80,5%), чем серии Cinereus Achromogenes (8,2%), а при выращивании 

растений на кислом фоне она еще увеличивалась (до 86,3%). В ризоплане 

сравниваемых генотипов стрептомицетные комплексы характеризовались 

более равномерным участием представителей отдельных цветовых секций и 

серий. Но доминировали в комплексах исходного сорта (Cinereus 

Chromogenes, Cinereus Асhromogenes) и трансгенных линий Ttrf 3 (Cinereus 

Асhromogenes) и Ttrf 13 (Cinereus Аureus) представители различных секций и 

серий (рис. 18). 

 Сравнение с исходным сортом ризосферного комплекса 

актиномицетов другой независимой трансгенной линии Ttrf 2 позволило 

установить, что по долевой представленности актиномицетов в 

прокариотном комплексе (10,1%) она превосходила ризосферу исходного 

сорта Самсун (4,8%) более чем в два раза (табл. 14). Актиномицеты на 

корнях растений трансгенной линии Ttrf 2 характеризовалась достоверно 
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большим (Н=0,781), по сравнению с исходным сортом (Н=0,709), видовым 

разнообразием, измеренным с помощью индексов Шеннона. 

 

Ризосфера 

   

Ризоплана 

 
 

 

 

 

 

 

          

Рисунок 18 – Долевое участие (%) в ризосфере и ризоплане различных генотипов 

табака на контрольном (А) и провокационном (Б) фоне видов из секций и серий: 1 – Albus 

Albus, 2 − Cinereus Achromogenes, 3 − Cinereus Chromogenes, 4 – Cinereus Aureus 5 − 

Cinereus Violaceus, 6 – Imperfectus. 

 

Это согласуется с более высоким (в полтора раза), чем у исходного 

сорта (10,8%) показателем относительного обилия  представителей  

олигоспоровых видов актиномицетов  (15,8%) в ризосферном комплексе.  

Если в количественном отношении заселенность стрептомицетами 

корней исходного сорта Самсун и его трансгенной линии Ttrf 2 различалась  
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незначительно, то разница в частоте встречаемости (рис. 19) и долевом 

участии в комплексе (рис. 20) стрептомицетов  отдельных секций и серий 

между сравниваемыми генотипами табака была более существенной. 

 

Таблица 14 – Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере табака  

Показатель 
Генотип растения 

Самсун Ttrf 2 

Общая численность прокариот, 

вырастающих на  КГА, тыс, КОЕ/г 

 

394,0 

 

310,0 

Доля актиномицетов в прокариотном 

комплексе, % 
4,6 10,1 

Количество секций и серий рода  

Streptomyces 
5,0 6,0 

Количество родов, выделяемых на среде  

с пропионатом натрия 

Индекс Шеннона (Н) 

 

5,0 

0,709 

 

5,0 

0,781 

Относительное обилие в комплексе 

представителей родов, % : 

  

 

Streptomyces 84,7 81,4 

Micromonospora 3,8 2,5 

олигоспоровые формы 10,8 15,8 

Streptosporangium 

Streptoverticillium 

0,4 

0,3 

0,1 

0,2 

 

Основные различия  касались представителей доминантных в ризосфере 

исходного сорта секций Imperfectus и Helvolo-Flavus, выпавшие из комплекса 

трансгенной линии Ttrf 2. Вместе с тем,  отмеченные  в составе ризосферного 



 

 

95 

 

комплекса трансформанта  виды серии Albus Albocoloratus не встречались  на 

корнях исходного сорта. 

 

Рисунок 19 – Частота встречаемости в ризосфере различных генотипов табака 

видов из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus 

Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Imperfectus, 6 − Helvolo-Flavus. 

 

 
 

Рисунок 20 – Долевое участие (%) видов  из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2− 

Albus Albocoloratus, 3 − Cinereus Achromogenes, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Imperfectus, 

6 − Helvolo-Flavus в ризосферных комплексах табака различных генотипов. 

 

При изучении структуры комплексов актиномицетов в ризосфере 

табака линии Ttrf 8, также обнаружен ряд отличий от исходного сорта (табл. 

15). Так, ризосферный комплекс Ttrf 8 отличался более низкими значениями 
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абсолютной (158,8 тыс. КОЕ/г) численности микроорганизмов, чем 

ризосферный комплекс исходной формы  (217,3 тыс. КОЕ/г). 

 

Таблица 15 – Численность и структура комплексов актиномицетов в 

ризосфере табака в зависимости от генотипа растения  

Показатель 

Генотип растения 

Самсун Ttrf 8 

Общая численность прокариот, вырастающих на  КГА, тыс, 

КОЕ/г 
217,3 158,8 

Доля актиномицетов в прокариотном комплексе, % 0,3 0,3 

Количество секций и серий рода  Streptomyces 6,0 3,0 

Количество родов, выделяемых на среде  с пропионатом 

натрия 
4,0 4,0 

Относительное обилие  в комплексе представителей родов, 

% : 

  

 

 

Streptomyces 83,3 61,1 

Micromonospora 7,4 14,3 

олигоспоровые формы 8,3 20,5 

Streptosporangium 1,0 4,2 

 

В структуре комплекса актиномицетов трансгенной линии Ttrf 8 

произошли существенные изменения, выражаемые в сокращении доли 

стрептомицетов и в увеличении доли редких родов актиномицетов (табл. 15). 

Например, по сравнению с исходным сортом Самсун существенно возросла 

доля представителей рода Micromonospora (14%) и олигоспоровых 

актиномицетов (21%). Подобная перестройка структуры комплекса, 

вероятно, связана с изменениями в спектре корневых выделений, а именно в 
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сокращении доли легкогидролизуемых соединений (углеводов, белков). 

Известно, что микромоноспоры и олигоспоровые актиномицеты доминируют 

в почве на поздних стадиях сукцессии и способны к разложению трудно 

гидролизуемых соединений (целлюлозы, фенолов, фульвокислот и т.д.).  

Трансгенный сорт характеризуется усиленным ростом корней и, как 

следствие, накоплением в почве отмерших корневых остатков, которые и 

являются источником перечисленных выше веществ. 

В стрептомицетном комплексе линии Ttrf 8 также произошли 

структурные перестройки, ещё более выраженые, чем в родовой структуре 

актиномицетов. Произошло существенное снижение видового разнообразия, 

исчезли представители секций и серий Cinereus Chromogenes, Albus 

Albocoloratus, Imperfectus и Roseus. При посеве на  казеин-глицериновый агар 

появились не отмеченные в ризосфере исходного сорта представители рода 

Micromonospora, составив до 50% от общего количества колоний 

актиномицетов, вырастающих на этой среде (рис. 21). 

 

Рисунок 21 –– Долевое участие (%) в ризосферных комплексах различных 

генотипов табака видов из секций и серий: 1 – Albus Albus, 2 − Albus Albocoloratus, 3 − 

Cinereus Violaceus, 4 − Cinereus Chromogenes, 5 − Imperfectus, 6 – Roseus, 7 – род 

Мicromonospora  
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ГЛАВА 6. СРАВНЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ СТРУКТУРЫ 

КОМПЛЕКСОВ АКТИНОМИЦЕТОВ В РИЗОСФЕРЕ ГМ И 

ИСХОДНЫХ СОРТОВ ТОМАТА И ТАБАКА  

 

Наряду с количественными и таксономическими различиями в 

ризосферных комплексах исходных сортов и трансгенных линий томата и 

табака были отмечены различия в функциональной структуре мицелиальных 

прокариот. Для этого  из ризосферы растений исходных сортов и  каждой из 

полученных на их основе трансгенных линий выделяли в чистую культуру  

не менее 15 изолятов стрептомицетов. С использованием селективных 

приемов из ризосферы исходных сортов и трансгенных линий томата и 

табака, выделено в чистую культуру в общей сложности 266 представителей 

мицелиальных прокариот, микроскопия которых выявила типичные для рода 

Streptomyces морфологические признаки. В выборках  равного объема 

определяли долю участия (встречаемость, %) представителей, реализующих 

целлюлозолитическую, антагонистическую активность, устойчивых к 

антибиотикам  и способных к синтезу ауксинов. 

 

6.1 Целлюлозолитическая активность ризосферных изолятов 

 

Экологические функции актиномицетов в почве связаны с разложением 

растительных полимеров, значительная доля которых представлена 

целлюлозой. Целлюлозолитическую активность природных изолятов 

определяли на среде с добавлением карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) в 

качестве единственного источника углерода (рис. 22).  
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Рисунок 22 – Образование зоны разрушения КМЦ вокруг Streptomyces sp., на среде 

с КМЦ (слева) и микроскопическая картина: рост мицелия Streptomyces sp., на КМЦ и ее 

разрушение (справа). Обозначения: МКЦ – микрокристаллы целлюлозы, ЗЛ – зона 

разрушения (тест-зона), М – субстратный и воздушный бактериальный мицелий, ГЦ – 

гидролизованная целлюлоза. 

 

В зависимости от величины зоны разрушения полимера, все 

ризосферные изоляты стрептомицетов были разделены на группы со слабой 

(тест-зона не более 20 мм), умеренной (тест-зона изменяется от 21 до 30 мм) 

и сильной (тест-зона не менее 31 мм) целлюлозолитической активностью. 

В ризосфере томата трансформанты линий bn 6 и bn 4 отличались по 

долевому участию представителей каждой группы от исходного сорта Белый 

налив (рис. 23). 

 

Рисунок 23 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах томата 

стрептомицетов с различной целлюлозолитической активностью  
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Если в ризосфере томата Белый налив преобладали стрептомицеты с 

целлюлозолитической активностью от умеренной (50%) до сильной (44%), то 

в ризосферном комплексе линии bn 6, наряду с активными 

целлюлозолитиками (47%), значительную долю составили стрептомицеты со 

слабой активностью разложения целлюлозы (32%). Ризосферный комплекс 

линии bn 4 отличался от исходного сорта, напротив, более высокой 

представленностью стрептомицетов с высокой (61%) целлюлозолитической 

активностью. 

Трансгенная линия bn 34 характеризовалась повышением 

встречаемости культур стрептомицетов, способных активно разлагать 

целлюлозу по сравнению с исходным сортом на 40%, но в тоже время с более 

низким диаметром зоны разложения целлюлозы − до 17 мм, по сравнению с 

исходным сортом − до 25 мм в диаметре (рис. 24). 

 

Рисунок 24 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах томата 

стрептомицетов с разной целлюлозолитической активностью 

 

Так, определение способности изолятов из ризосферы растений 

томатов Т2 линий bn 27 и bn 34 сравниваемых генотипов утилизировать 

целлюлозу показало, что частота встречаемости активных (зона деструкции 

КМЦ ≥ 31 мм) целлюлозолитиков  на корнях трансгенных линий bn 27 и bn 

34 была на 17-25% выше, чем у исходного сорта Белый налив (рис. 25). 
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Рисунок 25 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах томата 

стрептомицетов с разной целлюлозолитической активностью 

 

Тестирование изолятов стрептомицетов из ризосферы табака также 

выявило изменение частоты встречаемости видов каждой выделенной 

группы у трансформантов по сравнению с ризосферой исходного сорта 

Самсун. Линия Ttrf 3 характеризовалась достоверным снижением, а линия 

Ttrf 13, напротив, − повышением встречаемости культур с сильной 

целлюлозолитической активностью, в сравнении с исходным сортом (рис. 

26). 

 
 

Рисунок 26 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах табака 

стрептомицетов с разной целлюлозолитической активностью 

 

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Белый налив 

bn 27

bn 34

20 мм 

21-30 мм 

31 и выше 

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Самсун 

Ttrf 3

Ttrf 13

0-20 мм 

21-30 мм 

31 мм и выше 



 

 

102 

 

Среди ризсферных изолятов линии Ttrf 2 частота встречаемости  

представителей с высокой целлюлозолитической активностью (более 31 мм в 

реакции с Конго красным на среде с КМЦ) увеличилась с 40% в ризосфере 

исходного сорта Самсун до 76% в ризосфере трансгенной линии (рис. 27). 

 

Рисунок 27 – Долевое участие (%) в ризосферных комплексах табака 

стрептомицетов с разной целлюлозолитической активностью 

Таким образом, было установлено, что у растений табака и томата с 

гетерологичной вставкой FeSOD1 в ризосфере происходят изменения, по 

сравнению с растениями исходных сортов, в соотношении стрептомицетов, 

реализующих слабую, умеренную и сильную целлюлозолитическую 

активность. Полученные результаты в отношении изменения частоты 

встречаемости и относительного обилия в ризосферных комплексах 

представителей с различной целлюлозолитической активностью позволяют 

говорить о возможных нарушениях в экосистемном цикле углерода, что 

может оказывать влияние на процессы трансформации в почве растительного 

опада и требует своей специальной оценки. 

 

6.2 Антагонистическая активность ризосферных изолятов 

 

 

Особенностью вторичного метаболизма многих видов стрептомицетов 

является продукция антибиотиков, благодаря чему они могут ограничивать 
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численность фитопатогенов на корнях растений. Тестирование ризосферных 

изолятов стрептомицетов против одного и того же набора тест-культур 

фитопатогенов показало, что в ризосфере томата Белый налив встречаются 

стрептомицеты, подавляющие рост четырех тест-культур грибов и трех тест-

культур бактерий (рис. 28). 

 

Рисунок 28 – Частота встречаемости (%) в ризосфере различных генотипов томата  

стрептомицетов, ингибирующих рост тест-культур грибов: 1 − Trichoderma sp., 2 − 

Fusarium culmorum, 3 − F. avenaceum, 4 − F. oxysporum, 5 − Alternaria sp. и бактерий: 6 −  

Arthrobacter simplex, 7 − Erwinia herbicola, 8 − E. rhapontici 

 

В ризосфере линии томата bn 6 спектр антагонистов расширился за 

счет стрептомицетов, активных против гриба Alternaria sp, увеличились 

также частоты встречаемости антагонистов Fusarium culmorum и F. 

avenaceum, Arthrobacter simplex и Erwinia herbicola. В ризосфере 

трансформанта bn 4, по сравнению с исходным сортом, наоборот, отмечены 

более низкая встречаемость антагонистов фитопатогенных грибов рода 

Fusarium и отсутствие антагонистов тест-бактерии E. rhapontici. 

В ризосферном комплексе трансгенной линии томата bn 34  были 

отмечены изменения антагонистической активности, которые выразились 

возрастанием частоты  встречаемости  культур, антагонистически активных в 
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отношении бактерий Arthrobacter simplex  на 60% и E. herbicola на 30% (рис. 

29), по сравнению с исходным сортом. Представители трансформантной 

линии bn 34 проявили себя возрастанием частоты встречаемости  культур, 

как антагонистически активных в отношении грибов рода F. oxysporum и 

Bipolaris sorokiniana, так и отсутствием антагонистически активных штаммов 

к F. culmorum.  

 

Рисунок 29 – Частота встречаемости (%) в ризосфере различных генотипов томата  

стрептомицетов, ингибирующих рост тест-культур грибов: 1 − F. avenaceum, 2 − F. 

oxysporum, 3 – F. culmorum, 4 – Bipolaris sorokiniana, и бактерий: 5 −  Arthrobacter simplex, 

6 − Erwinia herbicola, 7 − Pseudomonas putida 

 

Частота встречаемости изолированных с корней трансгенных томатов 

Т2 линий bn 27 и bn 34 стрептомицетов-антагонистов в отношении бактерий 

Erwinia herbicola, E. rhapontici, Arthrobacter simplex, Pseudomonas putida 

оказалась почти вдвое ниже (17%), чем в комплексе растений исходного 

сорта (33%) (рис. 30). 
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Рисунок 30 – Частота встречаемости (%) в ризосфере различных генотипов томата  

стрептомицетов, ингибирующих рост тест-культур грибов: 1 − F. avenaceum, 2 − F. 

oxysporum, и бактерий: 3 – Erwinia herbicola, 4 −  Arthrobacter simplex, 5 − E. rhapontici 

 

В комплексе стрептомицетов, ассоциированных с корнями табака 

Самсун, присутствовали виды - антагонисты фитопатогенных грибов рода 

Fusarium и антагонисты грамположительной и грамотрицательной тест-

бактериий (рис. 31). В тех же условиях ризосферный комплекс трансгенной 

линии Ttrf 3 отличался от исходного сорта более низкой частотой 

встречаемости на корнях антагонистов грамположительной бактерии 

Arthrobacter simplex и отсутствием в комплексе антагонистов гриба F. 

аvenaceum. Среди стрептомицетов, ассоциированных с корнями другой 

трансгенной линии Ttrf 13, также отмечены изменения антагонистической 

активности, которые выразились, с одной стороны, возрастанием частоты 

встречаемости видов, антагонистически активных в отношении бактерий, а с 

другой – снижением встречаемости в комплексе представителей с 

антифунгальной активностью. 
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Рисунок 31 – Частота встречаемости (%) в ризосфере различных генотипов табака  

стрептомицетов, ингибирующих рост тест-культур грибов: 1 − Fusarium culmorum, 2 – F. 

avenaceum, 3 – F. oxysporum и бактерий: 4 − Erwinia herbicola, 5 −  Arthrobacter simplex 

 

На корнях трансгенной линии Ttrf 2, частота встречаемости 

стрептомицетов-антагонистов с широким спектром действия (активных в 

отношении трех и более тест-культур)  на корнях трансгенной линии Ttrf 2 

снизилась по сравнению с исходным сортом Самсун в полтора раза (рис. 32).  

 

Рисунок 32 – Частота встречаемости (%) в ризосфере различных генотипов табака  

стрептомицетов, ингибирующих рост тест-культур грибов: 1 − Fusarium culmorum, 2 – F. 

avenaceum, 3 – F. oxysporum и бактерий: 4 − Erwinia herbicola, 5 −  Arthrobacter simplex 
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На корнях линии табака Ttrf 8, которую выращивали в обычных 

условиях (контроль) и на фоне эдафического стресса, обусловленного 

токсичностью алюминия в кислой почве (провокационный фон), отличия в 

антагонистической активности были несущественными на контрольном 

фоне, тогда как на провокационном фоне встречаемость антагонистов 

фитопатогенных тест-культур   существенно изменялась  по сравнению с 

исходным сортом (рис. 33). 

  

Рисунок 33 – Частота встречаемости (%) в ризосфере различных генотипов табака  

стрептомицетов на контрольном (А) и провокационном (Б) фоне, ингибирующих рост 

тест-культур грибов: 1 − Fusarium avenaceum, 2 – F. culmorum, 3 – F. oxysporum,  4 − 

Bipolaris sorokiniana и бактерий: 5 − Erwinia rhapontici, 6 − Pseudomonas putida, 7 – 

Arthrobacter simplex, 8 – E. Herbicola 

 

В результате изучения антагонистической активности актиномицетов, 

было показано, что штаммы, выделенные с корней исходных сортов, как 

томата, так и табака, обладали антагонистической активностью в отношении 

большего количества тест-культур, чем штаммы, выделенные с корней 

трансгенных растений. Достаточно высокое сходство в проявлении 

антагонистического потенциала ризосферных актиномицетов с исходным 

сортом Самсун было обнаружено только у линии табака Ttrf 8. Снижение 

антагонистического потенциала актиномицетов на корнях генетически 

модифицированных растений чревато повышением заболеваемости 
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сельскохозяйственных культур корневыми инфекциями, а также может 

способствовать накоплению в почве  значительного инфекционного пула. 

 

6.3 Чувствительность к антибиотикам ризосферных изолятов 

 

 В связи с использованием в технологиях получения трансформантов 

различных антибиотиков представляло интерес выяснить, меняется ли у 

растений-трансформантов спектр резистентности к антибиотикам 

колонизирующих ризосферу микроорганизмов  по сравнению с 

ризосферными микроорганизмами исходного сорта.  При трансформации 

растений табака и томата, наряду с целевым геном Fe-SOD1, в растительный  

геном  был встроен маркерный ген неомицин фосфотрансферазы (npt II), 

детерминирующий устойчивость  к канамицину, и позволяющий 

впоследствии проводить отбор успешно трансформированных линий  на 

селективной среде с добавлением этого антибиотика.  

Проверка чувствительности ризосферных изолятов стрептомицетов 

линий томата bn 4, bn 6 и bn 34 к антибиотикам канамицин, гентамицин, 

азтреонам и амикацин не выявила существенных изменений комплексов 

трансгенных линий по сравнению с комплексом исходного сорта Белый 

налив (рис. 34). Практически все изоляты томата линий bn 27 и bn 34 (Т2)  

проявили устойчивость к азтреонаму и были в той или иной степени 

чувствительны к канамицину гентамицину и амикацину. Различия  между 

изолятами с корней трансгенных и исходных растений обнаружены только в 

отношении антибиотика оксациллин (рис. 35). Частота встречаемости 

чувствительных к оксациллину штаммов на корнях сорта Белый налив 

составила 17%, тогда как на корнях трансгенных линий они не отмечены. 
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Рисунок 34 – Устойчивость к антибиотикам 1 – цефотоксим  (30 мкг), 2 – 

цефтриаксон (30 мкг), 3 – гентамицин (120 мкг), 4 – триметоприн сульфат (30 мкг), 5 – 

канамицин (30 мкг), штаммов Streptomyces sp,  изолированных с корней томата различных 

генотипов. 

 

 

Рисунок 35 – Устойчивость к антибиотикам 1 – гентамицин (120 мкг), 2 – 

канамицин (30 мкг), 3 – азтреонам (30 мкг), 4 – оксацилин (120 мкг), 5 – амикацин (30 

мкг), штаммов Streptomyces sp,  изолированных с корней томата различных генотипов. 

 

Проверка методом бумажных дисков чувствительности изолятов к 

антибиотикам у стрептомицетных изолятов из ризосферы табака линий Trtf 

2, Ttrf 2 и Ttrf 13  также не выявила существенных изменений в изменении 

чувствительности  стрептомицетов по сравнению с изолятами с корней 

исходного сорта Самсун (рис. 36). 
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Рисунок 36 – Устойчивость к антибиотикам 1 – цефотоксим  (30 мкг), 2 – 

цефтриаксон (30 мкг), 3 – гентамицин (120 мкг), 4 – триметоприн сульфат (30 мкг), 5 – 

канамицин (30 мкг), штаммов Streptomyces sp,  изолированных с корней табака различных 

генотипов. 

 

Полученные результаты  указывают на то, что гетерологичный  

маркерный ген неомицин фосфотрансферазы (npt II), придающий 

трансформантам табака и томата устойчивость к канамицину,  не оказал 

значимого влияния на резистентность  к этому антибиотику в популяциях 

ризосферных микроорганизмов, равно, как и к другим, взятым в 

исследование, тест-антибиотикам. 

 

6.4 Синтез ауксинов  ризосферными изолятами 

 

Важным условием ассоциативного взаимодействия стрептомицетов с 

растениями является синтез соединений с фиторегуляторной активностью, в 

частности ауксинов, которые влияют на фотосинтез, образование пигментов, 

биосинтез различных метаболитов и устойчивость растений к стрессовым 

факторам среды. Определение способности изолятов из ризосферы томата и 

табака различных генотипов продуцировать ауксины показало, что 

продукция ИУК на среде с 200 мкг/мл триптофана за 72 часа роста 
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стрептомицетов варьирует от 9,0 до 22,5 мкг/мл в зависимости от штамма и 

растения-хозяина. В среднем, для выборок одинакового объема, показана 

достоверно (P≥099) более высокая продуктивность штаммов из ризосферы 

линии bn 6 и bn 27 (Т2), чем из ризосферы исходного сорта и линий bn 4, bn 

34 и bn 34 (Т2) (табл. 16).  

 

Таблица 16 – Образование ауксинов культурами стрептомицетов из  

ризосферы  томата  различных генотипов 

Показатель 

Генотип растений томата 

Белый 

налив 
bn-4 bn-6 bn-34 

bn-27 

(Т2) 

bn-34 

(Т2) 

Средняя продукция 

ИУК, мкг/мл 
13,7±1,3 14,5±1,3 18,9±2,0 6,8±2,9 13,1±2,6 13,9±1,7 

Пределы колебаний 

(мин,-макс, ИУК), 

мкг/мл 

11,7-

15,9 
13,4-18,1 16,6-22,5 4,5-14,0 

11,4-

21,1 

12,2-

18,4 

Доля  активных 

продуцентов ИУК 

(≥20 мкг/мл∙ 72 час), % 

нет нет 38 нет 8 нет 

 

Для изолятов из ризосферы табака наибольшая средняя продуктивность 

ИУК была у штаммов из ризосферы линии Ttrf 3 (табл. 17). 

 

Таблица 17 – Образование ауксинов культурами стрептомицетов из  

ризосферы  табака  различных генотипов 

Показатель 

Генотип растений табака 

Самсун Ttrf 3 Ttrf 13 Ttrf 2 Ttrf 8 

Средняя продукция 

ИУК, мкг/мл 
10,9±1,2 14,1±3,9 10,6±1,5 9,9±0,8 11,7±0,8 

Пределы колебаний 

(мин,-макс, ИУК), 

мкг/мл 

9,5-12,2 9,8-21,4 9,0-13,2 9,1-11,3 9,0-19,4 

Доля  активных 

продуцентов ИУК 

(≥20 мкг/мл∙ 72 час), 

% 

нет 14 нет нет нет 
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Для изолятов из ризосферы табака наибольшая средняя продуктивность 

ИУК была у штаммов из ризосферы линии Ttrf 3.  

Штаммы, способные продуцировать ИУК в концентрации 20 мкг/мл и 

выше встречались только среди стрептомицетов, ассоциированных с корнями 

табака линии Ttrf 3 томата линий bn 6, bn 27 (Т2). 

В большем количестве продуцировали ИУК штаммы актиномицетов из 

ризосферы томата, чем из ризосферы табака. Однако, если отдельные линии 

табака достоверно не различались по продукции ауксинов, то у томата линия 

bn 6 достоверно  (в 1,3 раза) превосходила линию bn 4 по средней величине 

накопления ИУК в культуральной жидкости. Это свидетельствует о 

генотипической специфичности ризосферных комплексов актиномицетов, 

селектируемых на своих корнях растениями отдельных генотипов.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

С момента создания первых коммерческих линий генетически 

модифицированных растений (ГМР) возник вопрос об их экологической 

безопасности. Сегодня ситуация обострена в связи с тем, что площади 

занятые под ГМ культурами в мире неуклонно растут, увеличиваясь 

примерно на 10% ежегодно (Сlive, 2018), а дискуссия по экологической 

безопасности использования ГМР до сих пор не привела к однозначному 

ответу.  

 Встраивание в геном организма-хозяина новых конструкций 

преследует цель получения нового признака, недостижимого для данного 

организма естественным путем или требующим длительных усилий 

селекционеров. Однако генно-инженерное вмешательство, наряду с 

совершенствованием растений, может привести к нежелательным 

экологическим последствиям. Вместе с новым хозяйственно ценным  

признаком организм может приобретать также новые качества, 

опосредованные как нестабильностью новой конструкции, так  и ее 

регуляторным действием на соседние гены (плейотропное действие 

гетерологичного гена) (Turrini et al., 2015). 

Для исключения возможности причинения почве экологического 

ущерба необходима оценка экологических рисков возможного влияния ГМР 

на почвенную микробную систему, поскольку микроорганизмы составляют  

более 80% от общей почвенной биомассы, во многом определяют функции 

экосистемы, например круговорот отдельных элементов питания и 

разложение растительных остатков. Прямые и опосредованные ассоциации 

микроорганизмов с растениями создают сильные механизмы обратной связи, 

тем самым оказывая влияние на продуктивность растений. Именно 

микроорганизмы являются чуткими  биоиндикаторами, резко  реагирующими 
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на изменения в среде. Особый интерес представляют исследования, 

направленные на выявление структурных перестроек микробных комплексов 

в ризосфере трансгенных растений. 

Неотъемлемым компонентом почвенных и ризосферных микробных 

комплексов  являются мицелиальные прокариоты – актиномицеты.  

Благодаря своей уникальной биосинтетической активности, актиномицеты 

выдвинуты сегодня на роль ключевого звена в поддержании гомеостаза 

почвенной микробной системы (Назарова, Широких, 2017).    

В наших экспериментах по колонизации ризосферными штаммами 

стрептомицетов картофеля, как представителя семейства  Solonacea, 

плотность заселения отдельных тканей и органов меристемных растений 

варьировала в пределах двух порядков (от 10
7
 до 10

9 
 КОЕ/г)  и зависела от 

способности штамма продуцировать лектины − гликопротеины, способные 

обратимо и избирательно связывать углеводы и углеводные детерминанты 

биополимеров без изменения их структуры. 

 Растения, подвергнутые инокуляции, по морфометрическим 

показателям in vitro и продуктивности in vivo, не имели существенных 

отклонений от контроля, что свидетельствует об отсутствии негативного 

влияния актиномицетов на растения при ассоциативном взаимодействии. На 

этом основании  актиномицеты далее  использовали как модельную группу 

микроорганизмов  для сравнительной оценки структуры ризосферных 

комплексов трансформантных линий и растений исходного генотипа при 

выращивании в одних и тех же условиях. 

 Для подтверждения функциональной активности встроенного в геном 

растений из семейства  Solonacea − томата и табака −  гена Fe-SOD1 из 

Arabidopsis thaliana (L.) была определена  суммарная активность 

супероксиддисмутазы (SOD) - одного из ключевых ферментов 
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антиоксидантной защиты клеток и тканей. В листьях трансформантов томата 

суммарная активность SOD достоверно превышала  аналогичный показатель 

у растений исходного генотипа Белый налив лишь для отдельных 

независимых трансгенных линий и в отдельные  межфазные периоды. У 

трансформантов табака суммарная активность SOD  в обычных условиях  

была достоверно выше, чем в листьях исходного сорта Самсун, а на фоне 

стресса, обусловленного токсичностью алюминия в кислой почве 

преимущество перед исходным сортом проявила только  одна  из 

исследованных линий -  Тtrf 13. Ранее было показано, что сверхэкспрессия 

гена Fe-SOD1 вызывает повышение устойчивости растений  к УФ-облучению 

и солевому стрессу (Баранова, Гулевич, 2006).  

В результате генно-инженерного вмешательства накопление МДА – 

продукта перекисного окисления липидов  в листьях линий трансформантов 

было ниже по сравнению с исходными сортами в 2,1-2,5 раза в зависимости 

от генотипа и фазы развития растений, что говорит о большей 

сбалансированности окислительно-восстановительных процессов у растений, 

несущих гетерологичную вставку Fe-SOD1. В то же время, часто 

наблюдаемое отсутствие достоверных различий линий трансформантов с 

исходными сортами  по накоплению  МДА  и суммарной активности СОД 

может говорить об отсутствии в листьях трансформантов отдельных линий 

стабильной экспрессии и функциональной активности встроенного гена Fe-

SOD1. 

С использованием селективных приемов из ризосферы исходных 

сортов и трансформантных линий томата и табака выделено в чистую 

культуру, в общей сложности, 266 представителей мицелиальных прокариот. 

Микроскопия изолятов выявила типичные для рода Streptomyces 

морфологические признаки, а выборочный анализ фрагментов генов 16S 

рРНК, показал, что  полученные изоляты являются представителями  рода 
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Streptomyces, семейства Streptomycetaceae, порядка Actinomycetales, класса 

Actinobacteria.  

Сравнительное изучение структуры комплексов актиномицетов в 

ризосфере томата и табака выявило у растений с генно-инженерным 

усилением антиоксидантной защиты ряд отличий от исходных сортов Белый 

налив и Самсун соответственно. В качестве общей тенденции можно 

отметить  более низкую заселенность ризосферы трансформантных линий 

актиномицетами при увеличении их родового и видового разнообразия. 

Наиболее значительные перестройки структуры комплексов актиномицетов в 

ризосфере трансформантов томата  и табака реализуются через изменение 

показателей индексов разнообразия, частоты встречаемости и долевого 

участия представителей отдельных  секций и серий. На корнях 

трансформантов расширялся  видовой спектр стрептомицетов за счет 

представителей пигментированных секций и  серии Cinereus Aureus, Cinereus 

Violaceus, Cinereus Chromogenes и Helvolus, при сокращении почти вдвое 

долевого участия в комплексе видов серии Cinereus Achromogenes, наиболее 

характерных  для дерново-подзолистых почв. 

Несмотря на выявленные  в нашей работе различия в численности и 

таксономической структуре комплексов  мицелиальных прокариот, 

изменчивость, связанная с ростом и развитием растений, оказалась более 

значимой по сравнению с изменчивостью, обусловленной генетической 

модификацией растений. Эти результаты совпадают с данными других  

исследований, выполненных, преимущественно, с использованием  генно-

молекулярных методов (Glandorf et al., 2001), и которые свидетельствуют, 

что диапазон  выявленных различий, как правило, не превосходит тот 

диапазон, который имеется между сортами,  созданными обычными 

методами селекции. Чаще всего работы по изучению ризосферной 

микрофлоры ГМР проводятся с использованием метагеномного 
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секвенирования,  которое позволяет оценить генетическое разнообразие 

микроорганизмов, но не дает представления об их функциональной 

активности. 

В своей работе, для достижения лучшего понимания реального 

воздействия  растений трансформантов  с усиленной антиоксидантной 

защитой  на почвенные микроорганизмы, как обязательного компонента 

оценки экологического риска, наряду с таксономической структурой 

ризосферных комплексов определяли физиологическую активность  культур 

стрептомицетов, выделенных   с корней сравниваемых растений. Изоляты 

сформированной рабочей коллекции (в общей сложности 266 штаммов) были 

протестированы на наличие фитостимулирующих и антагонистических 

свойств, способность продуцировать целлюлазы и ауксины. Поскольку при 

выделении  культур фиксировали  принадлежность каждого штамма к 

определенному генотипу растения, это позволило охарактеризовать в 

синэкологических показателях  функциональную структуру ризосферных 

комплексов  актиномицетов,  ассоциированных с корнями исходных сортов и 

полученных на их основе трансгенных линий, в одних и тех же условиях 

выращивания. 

Анализ полученных данных показал значимое влияние встройки в 

геном табака гетерологичной последовательности  не только на численность 

и видовую представленность мицелиальных прокариот в ризосфере растений 

трансформантов,  но и продемонстрировал изменения в функциональной 

структуре комплексов ассоциированных с корнями почвенных 

микроорганизмов.  Эти изменения  касаются частоты встречаемости и  

долевого участия в комплексах актиномицетов, участвующих в процессах 

регуляции роста и защиты растений от фитопатогенов и в процессах 

биодеструкции  в почве целлюлозы. В отношении чувствительности 

почвенных микроорганизмов к антибиотикам существенных различий между 
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ризосферой исходных сортов и трансформантных линий не выявлено. Это 

находится в противоречии с представлениями некоторых авторов о том, что 

ризосфера ГМР может изменяться, благодаря дрейфу генов от ГМР к 

аборигенным почвенным микроорганизмам (Созинов, 2011). Если передача 

генов от бактерий растениям хорошо известна и используется на практике в 

процессах агробактериальной трансформации растений, то возможность 

обратно направленного процесса – от растений к бактериям, пока 

экспериментально не доказана (Miller, Levy, 1989). 

Таким образом, результаты сравнительной оценки комплеков 

актиномицетов из ризосферы  растений семейства Solonacea − томата Белый 

налив, табака Самсун и полученных агробактериальной трансформацией на 

их основе трансгенных линий с усиленной защитой к окислительному 

стрессу свидетельствуют о том, что измененные путем генной инженерии 

растения могут приводить к изменениям в окружающей среде. Эти 

изменения  касаются количественного и качественного состава почвенных 

микроорганизмов, участвующих в процессах регуляции роста и защиты 

растений от фитопатогенов, а также в процессах биодеструкции 

растительных полимеров, в частности, целлюлозы, что может вести к 

нарушениям в экосистемном цикле углерода и  оказывать влияние на 

процессы трансформации в почве растительного опада, в связи с чем требует 

своей специальной оценки для прогнозирования и минимизации 

потенциальных рисков для экологии почвы.  

Даже фрагментарная оценка функциональных проявлений 

микрофлоры, заселяющей прикорневое пространство ГМР, дает нам 

основание для озабоченности экологическими последствиями вмешательства 

человека в структуру растительного генома. Следует сосредоточить большее 

внимание именно на функциональных проявлениях микроорганизмов, что 

позволит более аргументировано делать прогнозные оценки безопасного 
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состояния агроценозов, потому как простая инвентаризация микробного 

разнообразия и даже констатация наличия  или выпадения тех или иных 

видов, не дает нам такой возможности.  

На основании проведенных исследований можно сделать следующие 

выводы: 

1. Изучение колонизации меристемных растений картофеля 

ризосферными штаммами Streptomyces sp. ТК-5 и Т-2-20 показало, что к 35 

сут культивирования растений численность стрептомицетов в их тканях 

достигала 10
7
 КОЕ/г и продолжала увеличиваться до 10

9 
 КОЕ/г к 60 сут. 

Плотность заселения отдельных тканей и органов картофеля варьировала в 

пределах двух порядков и зависела от способности штамма продуцировать 

лектины. Анализ морфометрических показателей растений картофеля in vitro 

и показателей продуктивности in vivo показал, что растения, подвергнутые 

инокуляции, не имели отклонений в росте, развитии и клубнеобразовании, 

что свидетельствует об отсутствии негативного влияния исследуемых 

штаммов на растения картофеля при ассоциативном взаимодействии. 

2. Путем клонального микроразмножения in vitro независимых 

трансгенных линий томата Белый налив и табака. Самсун с гетерологичной 

вставкой Fe-SOD1 из Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., получено 44 растений 

линий bn 4, bn 6, bn 34, bn 27 томата и 34 растений линий Тtrf 3, Тtrf 13, Тtrf 

2, Тtrf 8 табака. При последующем выращивании трансформантов в условиях 

закрытого грунта в поколениях Т0 (для томата и табака), Т1 и Т2 (для томата) 

проведена комплексная оценка по морфометрическим и биохимическим 

показателям, показавшая, что в результате генно-инженерного 

вмешательства габитус растений изменялся несущественно, а накопление 

МДА – продукта ПОЛ – в листьях трансгенных линий было ниже по 

сравнению с исходными формами в 2,1-2,5 раза в зависимости от генотипа и 

фазы развития растений, что может свидетельствовать о большей 
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сбалансированности окислительно-восстановительных процессов у растений, 

снабженных гетерологичной вставкой Fe-SOD1.  

3. Проверка функциональной активности встроенного гена Fe-SOD1 в 

листьях трансгенных линий табака Тtrf 13 и Тtrf 3 на фоне окислительного 

стресса, обусловленного токсичностью алюминия в кислой почве, показала, 

что преимуществом  перед исходным сортом отличалась только линия Тtrf 

13, тогда как в листьях трансформантов Тtrf 3 суммарная активность СОД 

значительно уступала показателям исходного сорта на протяжении всего 

периода наблюдений, за исключением фазы укоренения рассады. Это 

указывает на отсутствие в листьях трансформантов Ttrf 3 стабильной 

экспрессии и функциональной активности встроенного гена Fe-SOD1. 

4. Установлено, что в ризосфере растений табака и томата постоянно 

обнаруживаются представители родов Streptomyces, Micromonospora, 

Streptosporangium и актиномицеты, условно объединяемые нами в группу 

олигоспоровых. Сравнительное изучение структуры комплексов 

актиномицетов в ризосфере, не выявило у трансформированных по гену Fe-

СОД1 линий табака Тtrf 3, 13, 2, 8 и томата bn 4, 6, 34, 27 значительных 

количественных отличий  от исходных сортов Самсун и Белый налив 

соответственно. Так, показатели общей численности актиномицетов, 

вырастающих при посеве на КГА, количество выявляемых при посевах родов 

и цветовых секций и серий, обилие и частота встречаемости отдельных 

представителей различались у сравниваемых генотипов несущественно.  

5. С использованием селективных приемов из ризосферы исходных 

сортов и трансгенных линий томата и табака, выделено в чистую культуру в 

общей сложности 266 представителей мицелиальных прокариот, 

микроскопия которых выявила типичные для рода Streptomyces 

морфологические признаки. Выборочная идентификация выделенных 

штаммов, основанная на анализе фрагментов гена 16S рРНК, подтвердила, 
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что изоляты с данным морфотипом являются представителями рода 

Streptomyces, семейства Streptomycetaceae, порядка Streptomycetales, класса 

Actinobacteria. Сформирована рабочая коллекция стрептомицетов с 

фитостимулирующими и антагонистическими свойствами, продуцентов 

целлюлаз и фитогормонов.  

6. В комплексах стрептомицетов, выделенных из ризосферы табака и 

томата, определена частота встречаемости культур, проявивших 

антагонистическую и целлюлозолитическую активность, способность к 

синтезу ауксинов, антибиотикорезистентность при лабораторном 

тестировании. Выявлены различия в функциональной структуре комплексов 

стрептомицетов, ассоциированных с корнями исходных сортов и полученных 

на их основе трансгенных линий, в одних и тех же условиях выращивания, в 

результате встройки в геном гетерологичной последовательности Fe-SOD1.  

Перестройки в функциональной структуре актиномицетных 

комплексов растений-трансформантов, вызывают озабоченность, поскольку 

их следствием могут стать нарушения таких процессов, как биодеструкция в 

почве растительных полимеров и биоконтроль фитопатогенов в ризосфере 

растений.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

ВНИИСБ – Всероссийский институт сельскохозяйственной биотехнологии; 

ГИ – генная инженерия; 

ГМ – генетически модифицированный; 

ГПТ – горизонтальный перенос генов:; 

ДГГЭ – денатурирующий градиентный гель электрофореза; 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; 

ИУК – индолилуксусная кислота; 

КГА – казеин – глицериновый агар; 

КМЦ – карбоксиметилцеллюлаза; 

КОЕ – колониеобразующая единица; 

МДА – малоновый диальдегид; 

МС – питательная среда Мурасиге-Скуга; 

об./мин – оборотов в минуту; 

ПОЛ – перекисное окисление липидов; 

ПЦР – полимеразная цепная реакция; 

СКЖ – супернатант культуральной жидкости; 

СОД (SOD) – супероксиддисмутаза; 

ТБК – тиобарбитуровая кислота; 

bar – ген резистентности к фосфинотрицинуиз Streptomyces hygroscopicus 

Bt-токсин – дельта токсин Bacillus thuringiensis; 

cry1Ab – ген дельта-эндотоксина Bacillus thuringiensis; 

cry1Ac – ген дельта-эндотоксина Bacillus thuringiensis; 
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cry3a – ген дельта-эндотоксина Bacillus thuringiensis; 

EPSPS – ген 5-енолпирувил-шикимат-3-фосфат-синтазы F- критерий 

Фишера; 

Fe-SOD1 – ген Fe-супероксиддисмутазы 1; 

ISAAA – Международная служба по мониторингу за применением 

агробиотехнологии; 

NBT – n-нитротетразолиевого синего; 

NCBI – национальный центр биотехнологической информации; 

NPTll – ген устойчивости к канамицину; 

NRPS – нерибосомальная пептид-синтетаза; 

pH – концентрация ионов водорода; 
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Таблица  – Список генов (по данным ISAAA (GM Approval Database, дата обращения 22.01.2019)) 
№ 

п/п 
Целевые 

гены 
Источник выделения 

Эффект, полученный при 

экспрессии целевых генов 
Культуры 

Количест

во линий 

 Устойчивость к насекомым Lepidoptera 

1 сry1Ab  
Bacillus thuringiensis subsp.  

kurstaki 

придает устойчивость к Lepidoptera 

путем селективного повреждения 

стенок кишечника 

 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L.) 

рис (Oryza sativa L.) 

сахарный тростник (Saccharum sр.) 

8 

80 

2 

1 

2 cry1A  Bacillus thuringiensis 
хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L.) 

1 

1 

3 cry1A.105  
Bacillus thuringiensis subsp. 

kumamotoensis 

кукуруза (Zea mays L.) 

соя (Glycine max L.) 

41 

2 

4 
cry1Ab 

(truncated)  

Bacillus thuringiensis subsp. 

kumamotoensis 

кукуруза (Zea mays L.) 

рис (Oryza sativa L.) 

2 

1 

5 cry1Ab-Ac  Bacillus thuringiensis хлопок (Gossypium hirsutum L.) 2 

6 
cry1Ac  

 

Bacillus thuringiensis subsp. 

Kurstaki HD73 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

баклажаны (Solanum melongena) 

кукуруза (Zea mays L.) 

рис (Oryza sativa L.) 

тополь (Populus sр.) 

томат (Lycopersicon esculentum) 

соя (Glycine max L.) 

29 

1 

1 

2 

2 

1 

5 

7 cry1F  Bacillus thuringiensis var. aizawai 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза  (Zea mays L.) 

соя (Glycine max L.) 

7 

9 

2 

8 cry1Fa2  Bacillus thuringiensis var. aizawai Кукуруза (Zea mays L.) 79 

9 cry2Ab2  
Bacillus thuringiensis subsp. 

kumamotoensis 

 хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea Mays L.) 

соя (Glycine max L.) 

10 

44 

2 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=26&Gene=cry1Ab
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=27&Gene=cry1A
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=32&Gene=cry1A.105
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=71&Gene=cry1Ab%20(truncated)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=71&Gene=cry1Ab%20(truncated)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=30&Gene=cry1Ab-Ac
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=17&Gene=cry1Ac
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=16&Gene=cry1F
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=51&Gene=cry1Fa2
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=21&Gene=cry2Ab2
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Продолжение таблицы  
№ 

п/п 

Целевые 

гены 
Источник выделения 

Эффект, полученный при экспрессии 

целевых генов 
Культуры 

Количест

во линий 

22 dvsnf7  Diabrotica virgifera virgifera 

снижение регуляторной  функции гена-

мишени Snf7, ведущее к смертности 

Crepidodera 

кукуруза (Zea mays L.) 4 

 Устойчивость к широкому кругу насекомых-вредителей 

23 API  Sagittaria sagittifolia (Arrowhead) придает устойчивость к широкому кругу 

насекомых-вредителей 

тополь  (Populus sр.) 1 

24 CpTI  Vigna unguiculata хлопок (Gossypium hirsutum L.) 1 

25 ecry3.1Ab  Bacillus thuringiensis 

придает устойчивость к Lepidoptera и 

Coleoptera насекомых путем селективного 

повреждения ткани кишечника 

кукуруза (Zea mays L). 35 

 Устойчивость к гербициду 2,4-Д 

26 аар-1  Sphingobium herbicidovorans 

детоксифицирует 2,4-D гербицид, 

ухудшает R-энантиомеры 

арилоксифеноксипропионатов гербицидов 

кукуруза (Zea mays L.) 22 

27 aad-12  Delftia acidovorans 
катализирует деградацию боковой цепи 

2,4-D гербицида 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

соя (Glycine max L.) 

3 

4 

 Устойчивость к гербицидам dicamba  

28 dmo  
Stenotrophomonas maltophilia 

DI-6 

придает устойчивость к гербициду dicamba 

(2-метокси-3,6-дихлорбензойная кислота)  

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L.) 

соя (Glycine max L.) 

4 

1 

6 

 Устойчивость к глюфосинату  

29 bar  Streptomyces hygroscopicus 

исключает гербицидную активность 

глюфосината (фосфинотрицин) путем 

ацетилирования 

аргентинский рапс (Brassica 

napus) 

цикорий (Cichorium intybus) 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L.) 

рис (Oryza sativa L.) 

      25 

3 

16 

7 

3 

2 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=104&Gene=dvsnf7
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=93&Gene=API
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=28&Gene=CpTI
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=89&Gene=ecry3.1Ab
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=88&Gene=aad-1
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=87&Gene=aad-12
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=86&Gene=dmo
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=1&Gene=bar
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Продолжение таблицы  
№ 

п/п 

Целевые 

гены 
Источник выделения 

Эффект, полученный при экспрессии 

целевых генов 
Культуры 

Количест

во линий 

30 pat   Streptomyces viridochromogenes 

исключает гербицидную активность 

глюфосината (фосфинотрицин) путем 

ацетилирования 

аргентинский рапс - Brassica napus 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L). 

2 

4 

5 

31 pat (syn)  
Streptomyces viridochromogenes 

Tu 494 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L.) 

репа (Brassica rapa) 

соя (Glycine max L.) 

сахарная свекла (Beta vulgaris) 

4 

147 

1 

13 

1 

 Устойчивость к глифосату 

32 2mepsps  Zea mays 

 

 

 

 

 

 

 

уменьшает сродство связывания 

глифосата, тем самым увеличивая к 

нему устойчивость 
 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

кукуруза (Zea mays L.) 

соя (Glycine max L.) 

6 

2 

4 

33 
cp4 epsps 

(aroa: cp4)  
Agrobacterium tumefaciens СР4 

 

люцерна (Medicago sativa) 

аргентинский рапс (Brassica 

napus) 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

полевица побегоносная (Agrostis 

stolonifera) 

кукуруза (Zea mays L.) 

репа  (Brassica rapa) 

картофель (Solanum tuberosum L.) 

соя (Glycine max L.) 

сахарная свекла (Beta vulgaris) 

пшеница (Triticum aestivum) 

 

 

 

4 

12 

15 

 

1 

       82 

3 

4 

       15 

2 

1 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=4&Gene=pat%20(syn)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=4&Gene=pat%20(syn)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=22&Gene=2mepsps
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=7&Gene=cp4%20epsps%20(aroA:CP4)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=7&Gene=cp4%20epsps%20(aroA:CP4)
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Продолжение таблицы  
№ 

п/п 

Целевые 

гены 
Источник выделения 

Эффект, полученный при 

экспрессии целевых генов 
Культуры 

Количест

во линий 

34  gat4601  Bacillus licheniformis 
катализирует инактивацию глифосата, 

придает к нему устойчивость  

аргентинский рапс (Brassica napus) 

соя (Glycine max L.) 

1 

1 

35 gat4621  Bacillus licheniformis 
аргентинский рапс (Brassica napus) 

кукуруза (Zea mays L.) 

2 

4 

36 
epsps 

grg23ace5  
Arthrobacter globiformis 

придает устойчивость к глифосату 
кукуруза (Zea mays L.) 1 

37 mepsps  Zea mays Кукуруза (Zea mays L.) 50 

38 goxv247  Ochrobactrum anthropi   LBAA 

придает устойчивость к глифосату 

путем деградации 

аминометилфосфоновой кислоты 

(АМКА) и глиоксилата 

аргентинский рапс  (Brassica napus) 

кукуруза (Zea mays L.) 

репа (Brassica rapa) 

сахарная свекла (Beta vulgaris) 

3 

8 

3 

1 

 Устойчивость к гербициду изоксафлутолу 

39 
hppdPF 

W336  
Pseudomonas fluorescens A32 

придает устойчивость к HPPD 

ингибирующую гербициды (например, 

изоксафлутол) за счет уменьшения 

специфичности в отношении 

биологически активного компонента 

гербицида  

соя (Glycine max L.) 2 

 Устойчивость к гербицидам с действующим веществом мезотрион 

40 avhppd-03  Avena sativa Устойчивость к мезотриону соя – (Glycine max L.) 1 

 Устойчивость к гербициду Oxynil 

41 bxn  

Klebsiella pneumoniae subsp. 

Ozaenae 

устраняет активность гербицидов 

oxynil (например, бромоксинил) 

аргентинский рапс  Brassica napus 

хлопок  (Gossypium hirsutum L.) 

табак  (Nicotiana tabacum L) 

1 

       10 

        1 

 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=96&Gene=epsps%20grg23ace5
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=96&Gene=epsps%20grg23ace5
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=43&Gene=gat4621
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=96&Gene=epsps%20grg23ace5
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=96&Gene=epsps%20grg23ace5
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=46&Gene=mepsps
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=8&Gene=goxv247
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=83&Gene=hppdPF%20W336
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=83&Gene=hppdPF%20W336
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=100&Gene=avhppd-03
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=5&Gene=bxn
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Продолжение таблицы  
№ 

п/п 

Целевые 

гены 
Источник выделения 

Эффект, полученный при 

экспрессии целевых генов 
Культуры 

Количест

во линий 

 Устойчивость к гербицидам на основе сульфонилмочевины 

42 als  Arabidopsis thaliana 

дает возможность синтезировать 

незаменимые аминокислоты в 

присутствии гербицидов на основе 

сульфонилмочевины 

лен (Linum usitatissimum L.) 1 

43 csr1-2  Arabidopsis thaliana 
придает устойчивость к гербицидам на 

основе имидазолинона 
соя  (Glycine max L.) 1 

44 gm-hra  
modified acetolactate 

synthase (ALS) enzyme 

придает устойчивость к гербицидам  

на основе сульфонилмочевины  
соя (Glycine max L.) 3 

45 S4-HrA Nicotiana tabacum 

позволяет растениям синтезировать 

незаменимые аминокислоты в 

присутствии гербицидов на основе 

сульфонилмочевины 

хлопок (Gossypium hirsutum L.) 

 
1 

46 surB  Nicotiana tabacum 

придает устойчивость к гербицидам на 

основе сульфонилмочевины и других 

ацетолактатсинтазов (ALS)  

гвоздика (Dianthus caryophyllus) 19 

47 zm-hra  Zea mays 

придает устойчивость 

ацетолактатсинтазе ингибирующую 

гербицидами, такими как 

сульфонилмочевина и имидазолинон 

кукуруза (Zea mays L.) 4 

 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=78&Gene=als
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=90&Gene=csr1-2
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=56&Gene=gm-hra
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=15&Gene=S4-HrA
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=13&Gene=surB
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=42&Gene=zm-hra

