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Структура бактериального сообщества ризосферы трансгенных 
растений томата (Solanum lycopersicum L.)
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Выращивание генетически модифицированных растений может быть сопряжено с рисками для окружающей 
среды, включая почвенные микроорганизмы, которые выполняют важные биосферные функции. В работе исполь-
зовали трансгенные растения томата (Solanum lycopersicum L.) селекционной линии, полученной из сорта Ямал, 
с геном синтеза холиноксидазы codA, кодирующим устойчивость к осмотическому стрессу. Контролем служили 
нетрансформированные растения той же селекционной линии. После 20 недель выращивания в почвенной куль-
туре проводили ампликонное секвенирование 16S рРНК тотальной ДНК из ризосферы. Анализ таксономического 
разнообразия и структуры бактериального сообщества ризосферы показал увеличение доли доминантного филума 
Proteobacteria (с 62 до 64%) и снижение Bacteroidetes (с 19 до 17%) у трансгенных растений по сравнению с кон-
тролем. В ризосфере генномодифицированных растений не выявлены классы Spartobacteria и Chloroflexia, при-
сутствующие у контрольных растений, но обнаружены классы Caldilineae и Holophagae, отсутствующие в ризосфере 
контрольных растений. Таксономический анализ на родовом уровне выявил у генномодифицированных растений 
сокращение долевого участия родов Sphingomonas, Rhizomicrobium, Pseudolabris (на 0,6–1,2%) и увеличение от-
носительного обилия родов Deviosia и Bauldia (на 1,2–1,3%). В ризосфере трансгенных растений исчезли роды 
Sphingobium, Pedomicrobium, присутствующие у контрольных растений, и появились рр. Micavibrio и Chryseolinea.  
Индекс разнообразия Шеннона составил 8,62 и 8,77, Чао1 – 1075 и 1122 у контрольных и трансгенных растений 
соответственно. Таким образом, в ризосфере изученных трансгенных растений выявлены изменения состава и 
структуры бактериального комплекса, которые могут привести к нарушению функций микробной системы почвы. 
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Обеспечение растущего населения нашей 
планеты продуктами питания и сырьём для 
промышленности – главная задача сельского 
хозяйства. В качестве одного из решений этой 
сложной проблемы предлагается коммерче-
ское возделывание генетически модифици-
рованных растений. Методы генной инжене-
рии позволяют получать растения с новыми 
ценными свойствами, такими как высокая 
урожайность, устойчивость к гербицидам 
сплошного действия, болезням и вредителям, 
стрессовым условиям окружающей среды [1–
4]. При этом существуют экологические риски 
для биосферы, оценить которые в настоящее 
время не представляется возможным вслед-
ствие недостаточной изученности проблемы. 

Ризосфера – тонкий слой почвы, непо-
средственно прилегающий к корням растений, 
формирующийся под действием корневых экс-
судатов [5, 6]. Корневые экссудаты растений 
оказывают мощное воздействие на микро-
организмы ризосферы. Колонизация корней  
и свойства бактерий зависят от генетически об-
условленных пропорций определённых ком-
понентов корневых экссудатов. Существует 
достаточно экспериментальных доказательств 
того, что в зависимости от состава корневых эк-
зометаболитов меняется структура микробного 
сообщества в ризосфере [7–13]. Биоразно-
образие и функции микробного сообщества  
в ризосфере трансгенных растений могут пре-
терпевать изменения вследствие селективного 
стимулирования микроорганизмов, способ-
ных утилизировать продукты, синтез которых 
индуцирован трансформацией [14]. Одним из 
актуальных вопросов биобезопасности при 
выращивании трансгенных культур, таких 
как рапс, картофель, люцерна, является мо-
ниторинг и выявление изменений в структуре 
микробного сообщества в корневой зоне почвы 

The cultivation of genetically modified plants may involve risks to the environment, including soil microorganisms 
that perform important biospheric functions. The work used transgenic tomato (Solanum lycopersicum L.) of a breeding 
line obtained from the Yamal variety, with the codA choline oxidase synthesis gene encoding resistance to osmotic stress. 
Plants of the same breeding line of the original variety used as control. After 20 weeks of cultivation in a soil culture, 
amplicon sequencing of 16S rRNA of total DNA from the rhizosphere was performed. Analysis of the taxonomic diversity 
and structure of the bacterial community of the rhizosphere showed an increase in the proportion of the Proteobacteria 
dominant phylum (from 62 to 64%) and a decrease in Bacteroidetes (from 19 to 17%) in transgenic plants compared 
with the control. The classes Spartobacteria and Chloroflexia present in control plants were not detected in the rhizo-
sphere of genetically modified plants. Classes Caldilineae and Holophagae absent in the rhizosphere of control plants 
were detected. Taxonomic analysis at the generic level revealed in genetically modified plants a decrease in the share of 
the gg Sphingomonas, Rhizomicrobium, Pseudolabris (by 0.6–1.2%) and an increase in the relative abundance of the gg 
Deviosia and Bauldia (by 1.2–1.3%). The gg Sphingobium and Pedomicrobium present in control plants were undetected 
in the rhizosphere of transgenic plants, and the gg Micavibrio and Chryseolinea were found out. The Shannon diversity 
index was 8.62 and 8.77, Chao1 – 1075 and 1122 in control and transgenic plants, respectively. The revealed changes in 
the composition and structure of the bacterial complex in the rhizosphere of the studied transgenic plants may lead to 
disruption of the functions of the soil microbial system.

Keywords: bacteria, rhizosphere, tomato, transgenic plants, choline oxidase.

[15]. Анализ опубликованных результатов ис-
следований по этой теме достаточно противо-
речив. Так, в некоторых работах авторы не 
выявили влияния трансгенных растений на 
микробиом ризосферы [14, 16–18]. Однако,  
в других – положительный эффект наблюдал-
ся [7, 19–22]. Одной из причин неоднозначно-
сти полученных результатов является дизайн 
экспрессионных векторов, используемых для 
трансформации растений. Состав корневых 
экссудатов трансгенных растений может суще-
ственно измениться, если продукт экспрессии 
введённого трансгена функционирует в тканях 
корня растения. Таким образом, результаты 
исследований на данную тему сильно раз-
нятся или противоречат друг другу. Вопрос  
о безопасности генетически модифицирован-
ных растений остаётся дискуссионным. 

Цель работы – изучить воздействие 
трансгенных растений томата на структуру 
бактериального сообщества ризосферы для 
оценки возможного экологического риска для 
микробного ценоза почвы. 

Материалы и методы исследования

Растительный материал. Для проведения 
исследования использовали растения томата 
(Solanum lycopersicum L.): трансгенные (с ге-
ном фермента холиноксидазы (codA) из по-
чвенной бактерии Arthrobacter globiformis) 
и нетрансгенные селекционной линии, полу-
ченной из сорта Ямал. Семена исходной селек-
ционной линии томата любезно предоставлены 
Г.Ф. Монахосом на Селекционной станции 
им. Н.Н. Тимофеева (г. Москва). Трансгенные 
растения были получены во Всероссийском 
научно-исследовательском институте сель-
скохозяйственной биотехнологии (г. Москва) 
методом агробактериальной трансформации 
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[23]. В качестве экспрессионной плазмиды 
использовали стандартный вектор pBI, со-
держащий целевой ген codA и маркёрный ген 
NPTII. Эти растения были клонально микро-
размножены in vitro на среде Мурасиге-Скуга 
[24].

Трансгенные растения и нетрансгенный 
контроль, также полученный клональным 
микроразмножением in vitro, были переса-
жены для адаптации в вегетационные сосуды 
объёмом 300 мл, содержащие смесь торфа 
и песка 3:1 (рис. 1). Растения постепенно 
адаптировались к условиям внешней среды, 
их выращивали в теплице при естественном 
освещении. После адаптации растения куль-
тивировали в сосудах на протяжении 20 недель 
в торфяной низинной окультуренной почве до 
начала массового цветения. 

Молекулярно-генетический анализ. 
Подтверждение трансгенности растительно-
го материала. Геномную ДНК выделяли из 
листьев томата с помощью набора реагентов 
«ДНК-Экстран-4» (ЗАО «Синтол», Россия). 
Для амплификации использовали два прай-
мера: CHL-For (5´-ACAACTCTCCTGCAT
CATCATCATCGCCTTCT-3´) и CHL-Rev 
(5´-GCATCAACAGCTTCGGCGTAT-3´) (ЗАО 
«Синтол», Россия). Смесь для амплификации 
содержала 1 мкл ДНК (20–100 нг); 1 мкл 

Taq-полимеразы (5000 единиц/мл); 4 мкл 
10× ПЦР буфера с MgCl

2
; 1,5 мкл смеси dNTP 

(2,5 мМ); 0,5 мкл каждого праймера (0,25 мМ) 
и 13 мкл деионизированной воды (общий 
объём реакции 20 мкл). Использовали реа-
генты SibEnzyme (НПО «Сибэнзим», Россия). 
Амплификацию проводили при следующих 
условиях: начальная денатурация при 95 оC 
в течение 2 мин; затем 40 циклов: денатура-
ция при 95 оC – 30 с, отжиг при 60 оC – 45 с, 
элонгация при 72 оC – 2 мин, финальная 
элонгация – 72 оC в течение 5 мин. Продукты 
ПЦР анализировали методом электрофореза 
в 1,4% агарозном геле с добавлением броми-
стого этидия. Размер полученных фрагментов 
ДНК определяли визуально путём сравнения  
с маркёром (100 bp + 1,5 kb) (НПО «Сибэн-
зим», Россия) [23].

Выделение ДНК из ризосферы и ампли-
фикация. При подготовке образцов ризосфе-
ры для анализа вегетирующие растения из-
влекали из сосудов вместе с почвой, крупные 
комья отделяли от корней. Затем ризосферную 
почву вручную стряхивали с поверхности ко-
решков, тщательно перемешивали и отбирали 
среднюю пробу. Геномную ДНК из почвы 
выделяли с использованием набора FastDNA 
SPIN Kit for soil (MP Biomedicals, США)  
в соответствии с рекомендациями производи-

Рис. 1. Контрольные (1–3) и трансгенные (4–6) растения в вегетационных сосудах 
на 26 сутки культивирования / Fig. 1. Control (1–3) and transgenic (4–6) plants

 in vegetative pots on the 26th day of cultivation
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теля. Для амплификации гипервариабельного 
V3–V4 участка гена 16S рибосомальной РНК 
использовали смесь праймеров GPro341F 
(5´-CCTACGGGNBGCASCAG-3´) и GPro806R 
(5´-GGACTACNVGGGTWTCTAATCC-3´) 
концентрацией 0,625 мкМ каждого. Амплифи-
кацию проводили в объёме 25 мкл в смеси, со-
держащей 5× KTN-mix (Evrogen) 5 мкл, смесь 
праймеров 2 мкл, 50× SYBR (ЗАО «Евроген», 
Россия) 0,5 мкл, в амплификаторе в реальном 
времени CFX96 Touch (Bio-Rad, США) при 
следующих условиях: начальная денатурация  
3 мин при 95 оС; 35 циклов: денатурация 30 с 
при 95 оС, отжиг 30 с при 57 оС, элонгация 30 с 
при 72 оС; финальная элонгация 5 мин при 72 оС. 

Синтез библиотек для секвенирования. 
Амплификацию ПЦР продукта, полученного 
на первом этапе, с целью индексирования би-
блиотек проводили в объёме 25 мкл в смеси, со-
держащей 5× ����������������������������KTN�������������������������-������������������������mix��������������������� (ЗАО «Евроген», Рос-
сия) 5 мкл, смесь праймеров 2мкл, 50× SYBR 
(ЗАО «Евроген», Россия) 0,5 мкл, в ампли-
фикаторе в реальном времени CFX96 Touch 
(Bio-Rad, США) при следующих усло-
виях: первичная денатурация 3 мин при  
95 оС; 7 циклов: денатурация 30 с при 95 оС, 
отжиг 30 с при 55 оС, элонгация 30 с при 72 оС; 
заключительная элонгация 5 мин при 72 оС. 
Для амплификации использовали индексы, 
рекомендованные производителем: Nextera 
Index Kit (Illumina, США).

Секвенирование на платформе Illumina. 
Ампликоны после второго этапа очищались с 
использованием магнитных частиц AMPure 
XP�������������������������������������� (������������������������������������KAPABiosystems����������������������, США). Анализ библио-
тек проводился на секвенаторе Illumina MiSeq 
(Illumina, США) методом парно-концевого 
чтения генерацией не менее 10 000 парных 
прочтений на каждый образец с использова-
нием следующих реактивов: MiSeq Reagent 
Kit v2 nano и MiSeq v2 Reagent Kit (500 Cycles 
PE) (Illumina, США). 

Обработка данных. Полученные данные 
ампликонного секвенирования обрабатыва-
лись по алгоритму QIIME 1.9.1. Использован 
алгоритм классификации операционных 
таксономических единиц (ОТЕ) с открытым 
референсом (Open-reference OTU), порог клас-
сификации 97%. Для таксономической иденти-
фикации последовательностей использовались 
базы данных Silva версии 132 и Unite v8.

Результаты и обсуждение

В результате проведённых исследований 
в ризосфере контрольных растений выявлено 

948 таксономических операционных единиц 
(OTU), у генетически модифицированных 
растений – 1017 OTU. Индекс Шеннона 
составил 8,62 и 8,77; Чао1 – 1075 и 1122 у 
контрольных и трансгенных растений соот-
ветственно. Количество выявленных OTU и 
индексы разнообразия показывают большее 
богатство видов в ризосфере трансгенных 
растений по сравнению с контрольными. Как 
видно на диаграмме (рис. 2), таксономиче-
ская структура бактериального сообщества 
ризосферы трансгенных и контрольных рас-
тений на уровне филумов довольно схожа. 
В микробиомах изученных растений были 
выявлены следующие филумы: Proteobacteria 
(62,1 и 64,2%), Bacteroidetes (19,0 и 17,2%), 
Verrucomicrobia (4,6 и 4,2%), Actinobacteria 
(3,2 и 4,0%), Acidobacteria (2,6 и 2,4%), 
Chloroflexi (2,0 и 1,4%), Gemmatimonadetes 
(1,6 и 1,7%), Saccharibacteria (0,7 и 1,9% у 
контрольных и генномодифицированных 
растений соответственно). В ризосфере транс-
генных растений происходит увеличение 
доли представителей доминантного филума 
Proteobacteria и снижение относительной доли 
Bacteroidetes по сравнению с контролем. Пред-
ставленность остальных филумов не превыша-
ет 10% от общего числа сиквенсов, различия 
между контролем и трансгенными растениями 
составляют менее процента, однако многие 
представители данных филумов выполняют 
важные экологические функции. 

Так, представители филума �������������Verrucomicro-
bia ���������������������������������������широко распространены в почвах, способ-
ны к трансформации полисахаридов, азотфик-
сации, окислению метана и, таким образом, 
вносят значительный вклад в глобальные 
циклы углерода и азота [25]. Бактерии филу-
ма Chloroflexi ассимилируют CO

2
 в процессе 

аноксигенного фотосинтеза, играют важную 
роль в разложении сложных органических 
соединений, что имеет значение для поддер-
жания других бактериальных популяций [26]. 
Актинобактерии секретируют разнообразные 
экзоферменты, что обусловливает их высокую 
биологическую активность в почве, где они 
выступают, прежде всего, как деструкторы ор-
ганических веществ, включая такие сложные 
биополимеры, как хитин, лигнин, целлюлоза, 
гумусовые вещества. Многие представители 
этого филума способны продуцировать анти-
биотики, фитогормоны и другие биологически 
активные вещества, вступать в разнообразные 
взаимоотношения с растениями [27]. 

В микробиоме генетически модифициро-
ванных растений отсутствовали бактерии клас-
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сов Spartobacteria (филум Verrucomicrobia) и 
Chloroflexia (филум Chloroflexi), выявленные 
в ризосфере на контроле. При этом, в соста-
ве ризосферного микробиома трансгенных 
растений идентифицированы представители 
классов Caldilineae (филум Chloroflexi) и 
Holophagae (филум Acidobacteria), отсут-
ствующие в ризосфере контрольных растений. 
Бактерии классов Caldilineae и Holophagae 
являются солеустойчивыми и выделялись из 
грунтов морского побережья и засолённых почв 
[28–30], их появление, возможно, связано с из-
менениями в химическом составе корневых экс-
судатов, обусловленными геном, отвечающим 
за синтез осмотически активного соединения. 

Таксономическое разнообразие бакте-
риального сообщества ризосферы на родо-
вом уровне характеризуется преобладанием 
Sphingomonas, Rhizomicrobium, Pseudolabris, 
Deviosia, Bauldia, доля каждого изменяется 
в пределах от 2,1 до 6,7%. В ризосфере транс-
генных растений наблюдается сокращение 
долевого участия бактерий Sphingomonas, 
Rhizomicrobium, Pseudolabris на 0,6–1,2% и 
увеличение Deviosia, Bauldia на 1,2–1,3%. В 
составе микробиома ризосферы генетически 
модифицированных растений не выявлены 
бактерии родов Sphingobium, Pedomicrobium, 
присутствующие у контрольных растений, 
но обнаружены новые члены сообщества ро-
дов Micavibrio, которые являются хищными 
бактериями, и Chryseolinea. Таким образом, 
наибольшие изменения происходят внутри 

класса Alphaproteobacteria, представители 
которого вступают в тесные взаимоотношения 
с растениями и выполняют важные экологи-
ческие функции. 

Заключение

На основании проведённых исследований 
можно сделать вывод, что трансгенные по 
гену холиноксидазы растения томата могут 
воздействовать на структуру бактериального 
комплекса ризосферы. Предположительно, это 
связано с изменением состава корневых экс-
судатов. Растение формирует свой микробиом 
и обеспечивает конкурентное преимущество 
бактериям, способным утилизировать новые 
компоненты корневых выделений. Предста-
вители большей части родов, идентифици-
рованных с помощью проведённого анализа, 
относятся к типичной почвенной и эпифитной 
микробиоте, которая осуществляет деструк-
цию органических веществ, синтез физио-
логически активных соединений и участвует 
в биогеохимическом круговороте веществ. 
Выявленные изменения в филогенетической 
структуре класса Alphaproteobacteria могут 
повлечь за собой уменьшение доступности 
некоторых элементов питания для растений 
и изменение скорости разложения органиче-
ских веществ в почве. Роль обнаруженных в 
ризосфере генетически модифицированных 
растений хищных бактерий рода Micavibrio 
ещё предстоит выяснить.

Рис. 2. Структура бактериального сообщества ризосферы трансгенных 
и контрольных растений на уровне филумов, % / Fig. 2. Bacterial community structure

 in the rhizosphere of transgenic and control plants at the phylum level, %
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