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В обзоре рассматриваются вопросы, связанные с широким внедрением трансгенных растений в 
сельскохозяйственное производство, а именно: перенос генов в растения; вероятность влияния юг 
окружающую среду селективных и маркерных генов, вводимых в растения вместе с желаемым 
геном; способы получения безмаркерных растений; возникающие при этом проблемы и возможные 
способы их решения. 

В настоящее время сельское хозяйство, микробио
логическая и фармацевтическая промышленности 
широко используют клеточные линии растений и 
животных, штаммы бактерий, грибов, дрожжей 
полученные с помощью генно-инженерных техно
логий. Измененные таким образом организмы на
званы трансгенными, или генетически модифици
рованными организмами (ГМО). 

Трансгенные организмы — это растения, живо
тные, другие живые существа, несущие в своем 
геноме один или несколько чужеродных генов, 
введенных с помощью методов генетической транс
формации. Появление трансгенных организмов ста
ло возможным благодаря разработке технологий 
получения рекомбинантных молекул ДНК, а также 
методов введения рекомбинантной ДНК в живые 
клетки и регенерации из них организмов с новыми 
заданными признаками. 

На сегодня существует целый ряд коммерче
ских фирм, занимающихся получением трансген
ных организмов, в том числе трансгенных расте
ний. Именно применение трансгенных растений, 
способных противостоять различного рода патоге
нам, вредителям, неблагоприятным факторам ок
ружающей среды без дополнительных обработок 
химическими веществами или же с применением 
гораздо меньшего их количества, может значитель
но улучшить экологическое состояние природы и 
сделать более безопасными продукты питания для 
человека, предотвратить дальнейшее загрязнение 
почв тяжелыми металлами, служить дополнитель-
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ным источником наработки «съедобных» белков, 
пищевых добавок, лекарственных препаратов и 
других не менее ценных продуктов [1 ]. 

Очень быстро вытесняют ранее существовав
шие сорта прошедшие испытания сельскохозяйст
венные генетически модифицированные растения, 
устойчивые к гербицидам, насекомым-вредителям, 
вирусным заболеваниям. Уже в 1996 году 40 % 
всех площадей хлопчатника в США были засеяны 
трансгенными растениями. Устойчивая к насеко
мым трансгенная кукуруза заняла 80 тыс. га, а 
картофель — 7,2 тыс. га. Соя, устойчивая к герби
циду Раундап занимает около 800 тыс га. В том же 
году в Канаде на площади 20 тыс га культивиро
вали трансгенный масличный рапс, устойчивый к 
гербициду Либерти. Согласно данным международ
ной службы по применению агробиотехнологиче-
ских разработок, динамика распространения транс
генных сортов за последние годы следующая: в 
1996 году — на 1,7 млн га; 1997 — на 11,0 млн га, 
1998 — на 27,8 млн га. 

В 1998 г. пять трансгенных культур выращива
ли в восьми странах, среди которых Испания, 
Франция и Южная Африка высеяли трансгенные 
культуры в первый раз. В США в 1998 г. посевы 
трансгенных культур занимали 20,5 млн га, в 
Аргентине — 4,3 млн га, Канаде — 2,8 млн га, в 
Австралии — 100 тыс га. Значительное возрастание 
площадей под трансгенными растениями ожидается 
в странах Северной и Латинской Америки, странах 
Евросоюза, расширение набора трансгенных куль
тур и площадей под ними — в Китае, Австралии и 
Южной Африке. Ожидается появление трансген
ных сельскохозяйственных культур в странах Вос-
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точной Европы. Число стран, выращивающих 
трансгенные сорта, возросло с одной в 1992 г. до 
шести — в 1996 г., девяти — в 1998 г. и свыше 
20 — в 2000 г. Основными трансгенными культура
ми являются соя, кукуруза, хлопчатник, рапс, 
картофель. Среди главных признаков, контролиру
емых перенесенными генами, на первом месте 
стоит устойчивость к гербицидам (70 % всех куль
тур), за которым следует устойчивость к насеко
мым-вредителям (20 % ) . 

Мировые доходы от продажи трансгенных 
культур оцениваются в 75 млн долларов в 1995 г., 
235 млн — в 1996 г., 670 млн — в 1997 г. и 
1,2—1,5 млрд долларов — в 1998 г. По оценкам 
экспертов, в 2000 г. объем продажи трансгенных 
культур составил около 3 млрд долларов, в 2005 г. 
ожидается получение 6 млрд и в 2010 г. — 20 млрд 
долларов США [2 ] . 

На смену известным внедряются новые сорта 
трансгенных растений, сочетающие устойчивость к 
вредителям, гербицидам и болезням с повышенным 
качеством продукции за счет улучшения баланса 
незаменимых аминокислот, увеличения содержа
ния белков, жиров и углеводов, способные хранить
ся более длительное время без ухудшения качества 
[3 ]. Одним из новейших направлений использова
ния трансгенних растений является их применение 
для фиторемеднации — очистки почв, грунтовых 
вод от загрязнителей: тяжелых металлов, радио
нуклидов и других токсичных соединений [4 ]. 

Очень перспективным направлением является 
создание трансгенных растений, несущих гены, 
кодирующие синтез белков — вакцин против раз
личных болезней. На основании имеющегося экс
периментального материала сформулирована кон
цепция использования растений как биореакторов 
для получения дешевых пероральных и паренте
ральных вакцин против острых кишечных и респи
раторных заболеваний (диареи, вызываемой холер
ной бактерией, гепатита В, малярийного плазмо
дия, СПИДа и др.) [5] . 

Суть этой концепции сводится к следующему. 
1. Получение трансгенных растений, экспрес-

сирующих структурные гены антигенов. Синтези
рованные в растениях антигены могут быть исполь
зованы либо непосредственно для пероральной вак
цинации желудочно-кишечного тракта через 
употребление плодов и других съедобных органов 
растений (клубней, корнеплодов, листьев), содер
жащих антигены, либо для приготовления вакцин 
при парентеральной иммунизации организма чело
века или животного. 

2. Клонирование генетических детерминант, 
кодирующих эпитопы антигенов (короткие поли

пептиды, содержащие активные центры антигенов, 
но иммунологически неактивные ввиду малого раз
мера). Получшие слитых генов на основе ДНК-
фрагментов эгитопов и полноразмерных генов (ге
на) белков (бежа) растительных вирусов (напри
мер, белка обслочки вируса мозаики табака или 
вируса мозаикі цветной капусты). Увеличение 
размера эпитот за счет полипептида вируса при
дает ему антигенную активность, а нахождение в 
составе вирусной частицы повышает его устойчи
вость к перевариванию при пероральной иммуниза
ции. Выделенные зз зараженных растений вирусы 
могут быть также использованы для создания па
рентеральных вакцин. 

Авторы работл [51 считают, что иммунный 
ответ в желудочно-кишечном тракте достигается за 
счет соприкосновения антигенов с иммунокомпе-
тентными (лимфшдными) клетками слизистой 
эпителия кишечника. В результате каскада соот
ветствующих иммунологических реакций в лимфо-
идных клетках внрабатываются специфические ан
титела — иммуноглобулины IgA (S-IgA), которые 
секретируются в кишечник и нейтрализуют токси
ны (антигены), вырабатываемые микроорганизма
ми или вирусами, попадающими в организм с 
зараженной пищей и водой [5 ] . 

Вторичные метаболиты растений являются 
важным источником многих пищевых ингредиентов 
и лекарственньх препаратов. Трансгенные расте
ния успешно используются для достижения повы
шенного синтеза этих веществ, которые накаплива
ются в растительных тканях, инфицированных Ag-
robacterium rhi&genes, генерирующей сильно вет
вящиеся корневые волоски, и A. tumefaciens, гене-
рирущей многочисленные адвентивные побеги. Ис
пользование корьевых волосков и адвентивных по
бегов для получезия вторичных метаболитов имеет 
целый ряд преимуществ, поскольку это быстрора
стущие культурь, имеющие высокий уровень гене
тической и биохимической стабильности, и синтез 
в них вторичннх метаболитов осуществляется по 
тем же метаболическим путям, что и в интактных 
растениях. 

Теперь ухе ясно, что существование человече
ства во многой зависит от развития биотехнологии. 
Если в 1914 г, население Земли составляло около 
1,6 млрд человек, то сейчас численность его достиг
ла примерно 5,8 млрд, а к 2025 г. население Земли, 
по некоторым прогнозам, составит 8,3 млрд чело
век [1] . Совершенно очевидно, что для обеспече
ния продуктами питания такого количества людей 
требуются новые биотехнологии и получение 
трансгенных растений является одной из них. 

В связи с возрастающим использованием в 
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практике сельского хозяйства генетически модифи
цированных растений у людей возникает обеспоко
енность по поводу возможного влияния этих расте
ний на здоровье человека и окружающую среду. 
Эта проблема затрагивает следующие аспекты: 

— возможность передачи внесенных в культур
ные растения признаков их дикорастущим сороди
чам и, как следствие, неконтролируемое распрост
ранение последних в живой природе; 

— влияние на здоровье человека, животных и 
окружающую среду селективных и маркерных ге
нов, кодирующих устойчивость к антибиотикам и 
некоторым гербицидам, но необходимых для селек
ции трансгенных растений и расположенных на 
том же локусе ДНК, что и желаемый внесенный 
ген; 

— угроза человеку, домашним и диким живо
тным вследствие возможной токсичности или ал-
лергенности трансгенных растений и образования в 
них новых белков или других метаболитов. 

Поэтому использование генетически модифи
цированных растений для производства продуктов 
питания и других целей должно регулироваться 
законодательно. Если в США использование про
дуктов, полученных из генетически модифициро
ванных организмов, разрешено, то в Европе, нао
борот, с 1998 г. фактически действует мораторий 
на применение трансгенов, несмотря на то, что в 
очереди на регистрацию стоят более ста трансген
ных сортов кукурузы, сои и хлопка, полученных в 
транснациональных компаниях «Монсанто» и «Но-
вартис». В странах Евросоюза принят восьмилетний 
мораторий на технологии встраивания генов устой
чивости к антибиотикам в растительные клетки. В 
Германии трансгенные растения выращиваются 
только в экспериментальных целях, решение об их 
использовании будет вынесено на референдум 
только в конце этого года. Административный три
бунал Парижа обязал правительство Франции об
народовать список всех экспериментальных участ
ков, где выращиваются трансгенные растения. Для 
тех же генетически модифицированных организ
мов, которые были зарегистрированы Евросоюзом 
(а это 14 видов подобной продукции) до моратория, 
вводятся новые условия маркирования и отслежи
вания их «от поля — к столу». В Украине, хотя и 
предпринимались попытки разрешить использова
ние на внутреннем рынке продуктов, полученных 
из генетически модифицированных организмов, за
конодательной базы до сих пор нет. Тем не менее, 
в нашей стране приблизительно с 1997 года прово
дятся полевые испытания трансгенных растений 
картофеля, кукурузы, репы. 

В представленном обзоре внимание сфокусиро

вано на решении вопросов обеспечения безопасно
сти использования трансгенных растений. 

Перенос генов. Перенос генов методами скре
щивания растений не интересовал экологов, так 
как большинство интродуцированных таким обра
зом признаков (карликовость, отсутствие физиоло
гического покоя) были малоадаптивными для дико
растущих сородичей и поэтому не оказывали зна
чительного влияния на окружающую среду. Однако 
введение с помощью генетической инженерии та
ких признаков, как фиксация азота, устойчивость 
к насекомым, гербицидам, болезням и стрессам 
(холоду, засухе, засоленности почв), является в 
равной степени полезным и близкородственным 
диким видам [6]. В литературе недостаточно ин
формации о половой совместимости между сельско
хозяйственными культурами и их дикорастущими 
сородичами. Ясно, что если дикорастущие виды 
способны опыляться от трансгенных растений, гиб
ридное потомство может представлять большую 
экологическую опасность. 

Например, перенос генов устойчивости к гер
бицидам от трансгенных к дикорастущим видам 
позволит им расти и развиваться в присутствии 
гербицидов, которые предназначены для уничтоже
ния этих сорняков, что существенно затруднит 
борьбу с сорняками. Такое гибридное потомство 
может приобрести свойство повышенной семенной 
продуктивности или способности конкурировать с 
другими растениями [7 ]. 

Степень переноса генов к дикорастущей попу
ляции зависит от ряда факторов: сельскохозяйст
венные виды и их дикорастущие сородичи должны 
иметь половую совместимость; должны расти в 
одном месте и цвести в одно и то же время; и, 
наконец, они должны обладать способностью пере
носа пыльцы от растения к растению. Первые два 
фактора особенно важны [8 ]. 

Так, трансгенный Raphanus sativus опыляе
мый насекомыми, использовали для исследования 
переноса генетического материала от участка, где 
культивировался сорт Round White, к участкам с 
дикорастущими видами на расстоянии от 1 до 
10 км. Round White был гомозиготным по лейцино-
вой антипептидазе (Ьарб), отсутствующей в естест
венной популяции. Наличие гетерозиготности для 
Lap6, определяемое окрашиванием семян, служило 
для определения переноса генов от Round White к 
естественной популяции. Степень гибридизации 
для близлежащей дикорастущей популяции (1 м) 
составляла от 14 до 100 % и значительно уменьша
лась с увеличением расстояния. Некоторые гибри
ды, содержащие маркерный ген, были обнаружены 
даже на расстоянии более 1 км [6 ]. 
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Данные полевых испытаний картофеля с ис
пользованием устойчивости к канамицину в каче
стве маркера показали 24 % случаев перекрестного 
опыления между близкорастущими растениями 
картофеля, 0,017 % —при увеличении расстояния 
до 10 м и полное отсутствие случаев перекрестного 
опыления на расстоянии 20 м [7 ]. 

При исследовании частоты переноса гена bar 
(устойчивость к гербициду фосфинотрицину) уча
стки почвы диаметром 9 м были засеяны трансген
ным рапсом, окруженным гектаром обычных расте
ний. Для улучшения перекрестного опыления в 
поле выставили ульи с пчелами. Семена собирали 
на расстоянии 1 , 3 , 12 и 47 м от участка с 
трансгенными растениями и в потомстве определя
ли наличие гибридных растений. Частота перекре
стного опыления составила 1,4 % на расстоянии 
1 м, 0,4 % — на расстоянии 3 м, 0,02 % — 12 м и 
0,00034 % (3 гибрида на 1 млн растений) на 
расстоянии 47 м [91. 

Эти и другие результаты указывают на невоз
можность полной гарантии того, что пыльцевые 
зерна одного растения не будут опылять другое на 
больших расстояниях, особенно у перекрестно опы
ляемых видов. Следовательно, требуются другие 
подходы для предотвращения межпопуляционного 
опыления и распространения модифицированных 
генов. 

В настоящее время большинство генетиков и 
биотехнологов считают, что обмен генами между 
трансгенными растениями и родственными им 
культурными и дикорастущими видами не пред
ставляет большой угрозы для окружающей среды. 
Тем не менее, предпринимаются попытки разрабо
тать подходы, полностью исключающие такой пе
ренос генов. Одним из способов решения этой 
проблемы является создание растений с мужской 
стерильностью, в которых пыльца не созревает или 
она полностью инактивирована [10] . Однако такой 
метод ограничен небольшим количеством видов 
сельскохозяйственных растений, у которых обнару
жена ЦМС-форма (цитоплазматическая мужская 
стерильность), у остальных же она либо отсутству
ет, либо при ее наличии отсутствуют ядерные 
гены-восстановители. Альтернативным подходом 
является внесение желаемых генов в хлоропласт-
ный геном [11] . Для подавляющего большинства 
видов культурных растений хлоропласта наследу
ются строго по материнской линии и, таким обра
зом, чужеродные гены не будут передаваться с 
пыльцой. 

Одним из преимуществ введения генов в хло-
ропластный геном является очень высокий уровень 
экспрессии трансдуцированных генов, что связано 

с большим количеством копий хлоропластного ге
нома в клетке — 5 — 1 0 тыс. и высокой эффектив
ностью работы аппаратов транскрипции и трансля
ции при встраивании прокариотических генов в 
прокариотический по своей природе хлоропластный 
геном. При трансформации геном сгуЛ(с) Bacillus 
thuringiensis количество продукта его экспрессии 
достигало 3—5 % от растворимых белков в листьях 
табака. При самоопылении этих растений и прора
щивании полученных семян на среде с гербицидом 
все прорастающие растения были гомопластными, 
т. е. имели только трансформированные хлоропла
ста [12]. 

Другие подходы, препятствующие переносу ге
нов между трансгенными растениями и их близко
родственными дикорастущими видами, включают: 
удаление цветков с трансгенных растений, про
странственную изоляцию видов с половой совме
стимостью, обсев посевов трансгенного сорта бу
ферными нетрансгенными культурами того же сор
та [13] . Экологический риск в этом случае можно 
сравнить с таковым при испытании новых селекци
онных сортов. Все продукты метаболизма, появля
ющиеся в трансгенных растениях, уже существуют 
в природе. Все дело лишь в скорости появления 
этих признаков у растений: то, что в природе 
происходит за тысячелетия, ученые могут осущест
вить за считанные годы. 

Перенос Т-ДНК в растительный геном при 
Agrobacterium-опосредованной трансформации яв
ляется процессом случайным. Многие исследования 
показали, что при трансформации с использовани
ем A rhizogenes разное число копий и размеров 
Т-ДНК Яг-плазмиды встраивается в разные хромо
сомные локусы. И до настоящего времени не суще
ствует способа предсказать или проконтролировать 
количество копий, размер или сайт инсерции Т-
ДНК. 

Эта неопределенность порождает беспокойство 
о последствиях, таких как инактивация функцио
нальных генов, активация молчащих генов и дру
гих непреднамеренных изменениях растительного 
генома, которые возможны в результате спонтанно
го мутагенеза. Инактивация функциональных ге
нов может иметь последствия для нормального 
метаболизма хозяйской клетки и в конечном итоге 
привести к появлению необычного продукта. Акти
вация молчащих генов может стать причиной био
синтеза в клетках растений метаболитов, токсич
ных или аллергенных для человека. 

В литературном обзоре Реденбау с соавт., ка
сающемся этой проблемы [14] , авторы высказыва
ют мысль о том, что вероятность инактивации 
генов вследствие инсерции Т-ДНК очень мала для 
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наиболее распространенных сельскохозяйственных 
культур, хотя это явление было обнаружено в 
A. thaliana. Но поскольку семейство растительных 
функциональных генов содержит множество повто
ров, появление измененного фенотипа, возникаю
щего вследствие инактивации единичного гена, ма
ловероятно. 

Возможность активации молчащих генов в ре
зультате инсерции Т-ДНК определить весьма труд
но, так как сложно выявить неизвестный ген. 
Наиболее часто инсерция Т-ДНК происходит в 
транскрипционно активные участки растительного 
генома, поэтому вероятность активации молчащих 
генов, которая привела бы к синтезу нежелатель
ных компонентов, может быть очень незначитель
ной [15]. 

Селективные гены. Гены устойчивости к анти
биотикам обычно используют как селективные 
маркеры для отбора трансгенных растений в про
цессе их регенерации. Многие ученые обеспокоены 
тем, что полезные гены интродуцируются в расте
ния в комбинации с такими маркерными генами. В 
связи с этим существует угроза, что гены устойчи
вости к гербицидам или антибиотикам могут быть 
перенесены к сорнякам, патогенным бактериям, 
вследствие чего изменится нормальная физиология 
последних или будут генерированы непредсказуе
мые изменения фенотипа, в результате которых 
возникнет новая, агрессивная популяция [16]. 

Маркерные гены используются для того, чтобы 
отличить трансгенные растения от нетрансгенных 
простым тестированием. Благодаря им селекционе
ры имеют точные и чувствительные методы для 
мониторинга интродуцированных генов в модифи
цированных растениях и поэтому маркерные гены 
очень важны при тестировании генетически моди
фицированных растений. Наиболее часто использу
емым селективным маркерным геном является ген 
из транспозона 5 (Tn5) Escherichia coli К12, коди
рующий аминогликозид-3-фосфотрансферазу II 
(АРН(З)И). Этот фермент, широко известный как 
неомицинфосфотрансфераза II (NPT II), инактиви-
рует канамицин и неомицин, фосфорилируя их 
[ П ] . 

Проведенные исследования показали, что ген 
npt II нетоксичен для человека и других организ
мов [18]. При скармливании крысам томатов с npt 
II геном у них не было обнаружено никаких 
нарушений. Эксперименты по генной терапии, про
веденные на людях с клетками, содержащими npt 
II ген, также не показали никаких неблагоприят
ных влияний, обусловленных маркерным геном 
[19]. Канамицин и неомицин, применяемые ораль
но как антибиотики, не инактивируются NPT II 

ферментом, поскольку как белок, не содержащий 
необычных аминокислот, он быстро расщепляется и 
инактивируется. Бактерии в кишечнике человека 
уже резистентны к канамицину и неомицину из-за 
широкого использования этих антибиотиков как 
лекарственных препаратов. Даже если ДНК, несу
щая ген устойчивости к канамицину, останется 
недеградированной в желудке и будет трансформи
рована в патогенную бактерию, это будет неопас
но, так как там уже существуют почти 10 1 2 бакте
рий, устойчивых к канамицину или неомицину 
[20]. Канамициновые и неомициновые гены широ
ко распространены среди бактерий в почве, так что 
посев сельскохозяйственных культур с геном, ус
тойчивым к канамицину, незначительно увеличит 
количество таких генов в почве, даже с учетом 
переноса этих генов от растений к бактериям. 
Перенос канамицинового гена от одних сельскохо
зяйственных культур к другим родственным расте
ниям путем опыления не вызывает каких-нибудь 
изменений, отличных от тех, что спонтанно возни
кают в самих сельскохозяйственных культурах 
[18]. 

Безмаркерные трансгенные растения. Несмот
ря на приведенные выше данные, использование в 
практике сельского хозяйства маркерных генов все 
же вызывает беспокойство. Их трудно удалить, так 
как они интродуцированы в геном в тот же участок 
ДНК, что и гены, сообщающие полезные свойства 
растению. В результате два гена так прочно связа
ны, что маркер невозможно вывести изолированно 
без сцепленного с ним гена [21 ]. А в составе 
трансгенных растений они создают три главные 
проблемы: 

— селективный агент имеет негативное влия
ние на пролиферацию и дифференциацию расти
тельных клеток; 

— остается неясным влияние многих селектив
ных маркерных генов на окружающую среду; 

— трудно осуществить повторную трансформа
цию с использованием одних и тех же маркерных 
генов при создании пирамиды желаемых генов. 

К настоящему времени в мире создано большое 
количество трансгенных растений, проходящих по
левые испытания во многих странах. Все эти расте
ния наряду с интересующим геном содержат селек
тивные маркерные гены. Некоторые из них вышли 
на рынок. Поэтому получение трансгенных расте
ний, лишенных селективных маркеров, является 
важной задачей как для растительной биотехноло
гии, так и для коммерческих целей. Безмаркерные 
трансгенные растения имеют два ключевых пре
имущества. Во-первых, они более безопасны для 
потребителя и окружающей среды. Отсутствие мар-
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керных генов значит, что перенос генов устойчиво
сти к гербицидам к диким сородичам или генов 
устойчивости к антибиотикам — к почвенным бак
териям в этом случае не является угрозой. Вторым 
преимуществом растений с удаленными маркерны
ми генами является возможность ретрансформации 
трансформированных растительных тканей с по
мощью того же исходного маркера [22] . Хотя и 
показана возможность ретрансформации трансген
ных растений с использованием различных селек
тивных маркеров, однако их количество, доступное 
для трансформации растений, ограничено. 

Для производства безмаркерных растений было 
предложено несколько методов [16, 23—27] . Во-
первых, это вырезание селективной маркерной по
следовательности посредством cre/lox рекомбина
ции 126—30]. Фермент, полученный из бактери
ального вируса, известный как ere (control of 
recombination), аккуратно вырезает любую ДНК, 
помещенную между парой идентичных последова
тельностей размером 34 пары оснований, назван
ной «lox» (locus of crossing over). Пока эта техника 
продемонстрирована только на табаке, но, вероят
но, найдет применение и на других культурах. 
Во-вторых, это использование альтернативных се
лективных маркеров, кодирующих белки устойчи
вости к гербицидам [31, 32 ] или вызывающие 
изменение метаболизма растений [33, 34 ]. 

Для удаления селективных маркерных генов и 
других вспомогательных последовательностей раз
работаны также новые серии трансформационных 
векторов, содержащих транспозируемые элементы 
(ТЭ) [22]. Многие ТЭ кукурузы сохраняют свою 
транспозиционную компетентность при переносе в 
другие растительные виды [35 ]. Среди ТЭ кукуру
зы наиболее полно описаны два семейства — Ас/Ds 
и SpmldSpm. Автономный Ас элемент имеет две 
функции: транспозазную (ответственную за мигра
цию сегмента ДНК) и функцию встраивания, кото
рую обеспечивают инвертированные концевые по
вторы. Ds элементы лишены транспозазной актив
ности и мигрируют только в том случае, если 
где-либо в геноме присутствует копия А с. Важно, 
что последовательности, клонированные между ин
вертированными повторами Ds элемента, также 
попадают в новое геномное окружение в присутст
вии транспозазного гена [36] . На основе этих 
наблюдений и были созданы два типа векторов для 
удаления селективных маркеров. В векторе первого 
типа интересующий исследователей ген вставлен 
между инвертированными повторами Ds, тогда как 
во второго — Ds повторами фланкирован селектив
ный маркерный ген. В присутствии активной 
транспозазы, которая может быть интродуцирована 

в растение как добавочный компонент Т-ДНК либо 
повторной трансформацией, либо скрещиванием с 
растением, содержащим транспозазу, Ds элемент 
будет перемещаться в новое геномное окружение. 
Почти в 90 % случаев Ds элемент, несущий 
желаемый ген или селективный маркерный ген, 
будет претерпевать реинсерцию, и около половины 
этих вставок не будут генетически связаны с на
чальным сайтом. Результатом рекомбинации меж
ду начальным и новым сайтом инсерции является 
потомство растений, в которых разделены нали
чие/отсутствие /^-элемента и наличие/отсутст
вие остаточных интегрированных Т-ДНК (включая 
иногда транспозазный ген). В этом случае могут 
регенерировать растения, содержащие стабильный 
трансген либо во внутренней по отношению к Ds 
последовательности (тип 1), либо привязанный к 
Т-ДНК (тип 2), и в которых селективный маркер
ный ген элиминирован. Преимущество системы 
1-го типа, где желаемый ген помещен в пределах 
Ds элемента, состоит в том, что вследствие переме
щения трансгена могут быть достигнуты различные 
уровни экспрессии — как качественные, так и ко
личественные [22 ]. Подобное изменение в характе
ре экспрессии, вызванное местом вставки транспо-
зируемого элемента, назвали позиционным эффек
том. Опосредованное транспозоном внутригеномное 
перемещение трансгена являет собой полезную 
альтернативу многочисленным независимым транс
формациям для достижения оптимальной экспрес
сии трансгена, особенно для видов, где трансфор
мация затруднительна. 

Преимущество векторной системы типа 2 за
ключается в том, что при конструировании вектора 
сохраняется минимальное количество векторной 
последовательности. Например, если конструкция 
содержит только существенные для трансформации 
повторяющиеся последовательности Т-ДНК разме
ром 25 п. н., то когда селективный маркер удален 
через транспозицию Ds, в растении будет оставать
ся только желаемый ген, фланкированный остатка
ми прямых повторов. Второе преимущество состоит 
в том, что селективный маркер будет теряться в 
некотором проценте соматических тканей в случае 
отсутствия реинсерции Ds элемента, что делает эту 
стратегию применимой для удаления маркера из 
вегетативно размножающихся видов, таких как 
виноград, хризантемы, картофель, клубника и пр. 

Разрабатываются и другие системы, позволяю
щие элиминировать маркерные гены из трансген
ных растений, в частности, котрансформация с 
помощью двух отдельных ДНК. Одна из них ин
корпорирует желаемый ген, а другая — селектив
ный маркерный ген, что может представлять про-
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стую систему для удаления маркерных генов при 
соблюдении двух условий: эффективность котранс-
формации должна быть относительно высокой и 
^трансформированные ДНК должны встраиваться 
в геномные участки, достаточно отдаленные друг 
от друга, чтобы позволить эффективную регенера
цию рекомбинантов [37]. В растениях, в которых 
трансгены включены в существенно отдаленные 
локусы, желаемый ген может быть отделен от 
селективного маркерного гена в следующем поко
лении. Котрансформацию можно осуществить с 
использованием одной плазмиды с многочисленны
ми ДНК [23 ] или отдельными плазмидами с раз
личными ДНК, которые содержатся либо в одном 
[38 ], либо в нескольких агробактериальных штам
мах [23, 37 ]. Частота, с которой трансгены незави
симо разделяются, определяется их положением в 
растительном геноме относительно друг друга. 

Некоторые исследователи предположили, что 
тип использованного агробактериального штамма 
обусловливает расположение молекул Т-ДНК в 
растительном геноме: нопалиновые штаммы агро-
бактерии способствуют включению многочислен
ных молекул Т-ДНК в генетически связанные 
локусы, тогда как октопиновые штаммы A tu-
mefaciens способствуют интеграции ДНК в несвя
занные локусы [37 ]. Авторы получили независимое 
разделение трансгенов в потомстве 22 % ^транс
формированных растений при использовании нопа-
линовых штаммов. Трансгены из различных окто-
пиновых штаммов были не связаны в потомстве 
каждого из трех полученных ^трансформирован
ных растений [39 ]. Комари с соавт. [23 ] обнаружи
ли, что более 50 % котрансформантов независимо 
разделялись на трансгены при участии единичного 
октопинового агробактериального штамма. С ис
пользованием октопинового штамма было также 
показано [24], что в потомстве почти половины 
котрансформантов происходило независимое разде
ление трансгенов. Скрининг дополнительного по
томства увеличивает процент линий, классифици
рованных как независимо сегрегирующиеся по обо
им трансгенам, особенно в котрансформированных 
линиях с многочисленными вставками одного или 
обоих генов. 

Результаты, полученные двуплазмидным/од-
ноштаммовым методом [24], показывают, что для 
выделения каждой безмаркерной линии потребова
лось бы в четыре раза больше трансгенных расте
ний, половина из которых должна была бы расти 
до полного созревания по сравнению с эксперимен
том, не требующим элиминации селективного мар
керного гена. Это предположение основано на дан
ных по частоте трансформации и независимой 

сегрегации, составляющей приблизительно 50 %. 
Частота сегрегации может быть обусловлена соот
ношением растений, имеющих генные вставки в 
единичных против многочисленных локусов. 

Присутствие маркерного гена, связанного с 
геном, интересующим исследователей, позволяет 
проводить селекцию растений, содержащих желае
мый ген, непосредственно во время регенерации, 
исключая поддержание и анализ растений, не со
держащих желаемого гена. Но так как маркерные 
гены удаляются из растений, для идентификации 
трансгенных организмов необходимо либо измене
ние фенотипа, вызванное желаемым геном, либо 
идентификация самого этого гена. Если последний 
не вызывает легко узнаваемого изменения феноти
па, что характерно для маркерных генов, то анализ 
разделения трансгенов в популяции становится бо
лее дорогостоящим и требующим дополнительного 
времени. 

Ген npt II, как уже отмечалось, широко ис
пользуется для производства генетических транс
формантов. Безопасность устойчивости к канами-
цину как селективному маркеру была многократно 
доказана [14, 18, 19, 40]. Однако производство 
безмаркерных растительных линий делает очевид
ной необходимость работ с дополнительными мар
керными генами и подразумевает последователь
ную утилизацию тех же селективных маркеров. 

Для интродукции дополнительных трансгенов, 
кодирующих другие желаемые свойства, использу
ется последовательная трансформация [40, 41 ]. 
Ретрансформация может быть полезна, когда раз
мер плазмиды или количество уникальных сайтов 
рестрикции зависят от количества генетической 
информации, переносимой в рамках участка Т-
ДНК. 

Ограниченное количество маркерных генов, 
адаптированных для экспрессии в растениях, мо
жет обусловливать использование ретрансформа-
ции растительных линий, которые уже содержат 
маркерный ген. Безмаркерные трансгенные расти
тельные линии позволяют повторное использование 
селективных маркерных генов, хорошо работаю
щих в растительной системе. Возможность повтор
ного использования селективных маркерных генов 
могла бы быть особенно полезна при ретрансфор-
мации видов, которые трудно трансформировать 
или регенерировать и в которых работают лишь 
немногие маркеры. 

Каждая система для получения безмаркерных 
растений имеет свои преимущества и недостатки. 
Критериями, принимаемыми во внимание при 
оценке той или иной системы, являются частота, 
время, требуемое для получения безмаркерных 
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растений, легкость, с которой трансгены могут 
быть клонированы в векторы, количество генов, 
переносимое В растение одновременно, и кратность 
использования данной системы для последователь
ных трансформаций. Котрансформация как метод 
для удаления маркерного гена не требует поиска и 
дополнительного применения селективных маркер
ных генов или систем вырезания ДНК. Пока неяс
но, одно- или двуштаммовый метод обеспечивает 
наивысшую частоту получения безмаркерных рас
тений. Комари с соавт. [23 ] сравнивали одно- и 
двуштаммовый методы, используя одинаковые ви
ды, способы трансформации и одинаковые плазми-
ды, и получили намного высшую частоту котранс
формации при сходной частоте несвязанных вста
вок с использованием одноштаммового метода. 
Однако, применяя двуштаммовый метод, другая 
группа исследователей [37 ] выявила похожую час
тоту котрансформации, но намного низшую часто
ту несвязанных вставок. Трудно представить, что 
они могли бы получить безмаркерные растения в 
рамках, сравнимых с одноштаммовой системой, 
если бы использовали октопиновый штамм вместо 
нопалинового. К тому же Комари и соавт. обнару
жили, что двуштаммовым методом можно выделить 
больше трансформантов, в потомстве которых об
наруживалось неменделевское расщепление интро-
дуцированных генов, чем при одноштаммовом ме
тоде. Обе группы работали с различными растени
ями, штаммами и плазмидами и сравнение методов 
может зависеть от этих факторов. 

Другим фактором, помогающим оценить систе
мы, является легкость клонирования трансгенов. 
Если желаемые и маркерные гены расположены на 
различных плазмидах, дополнительные гены могут 
быть клонированы в неселектируемую Т-ДНК 
плазмиду более легко. Использование двух плаз-
мид в одном октопиновом штамме приводит к 
появлению желаемых свойств: простоте, легкости 
клонирования, высокой частоте котрансформации, 
высокой частоте несвязанной интеграции, умерен
ному времени для получения трансгенных расте
ний и неограниченному использованию для ретран
сформации. Однако, как и два предыдущих метода 
получения безмаркерных растений (cre/lox реком
бинация и система транспозируемых элементов), 
этот метод требует полового скрещивания для от
деления селективного маркерного гена от желаемо
го гена и, следовательно, не может быть применен 
к древесным растениям, растениям с вегетативным 
размножением и стерильным растениям. Поэтому 
была разработана новая система для получения 
безмаркерных растений, так называемая «МАТ-
vector system» (multi-autotransformation) [43 ]. 

Первой стадией такой системы является визу
альная селекция морфологически аномальных 
трансгенных побегов, ipt-shooty, потерявших апи
кальное доминирование и способность к укорене
нию. На второй стадии удаляется ген изопентенил-
трансферазы ipt и регенерируют безмаркерные 
трансгенные растения, свободные от влияния этого 
гена. Ген ipt является одним из индуцирующих 
опухоли генов A tumefaciens, кодирующих изопен-
тенилтрансферазу и вовлеченных в синтез цитоки-
нинов в растительных клетках [44, 45] . Химерные 
ipt гены с различными промоторами были интроду-
цированы в растения для исследования влияния 
цитокининов на дифференциацию и пролиферацию 
растительных клеток [46 ]. Усиленная экспрессия 
ipt гена приводит к значительному увеличению 
уровня эндогенных цитокининов и появлению 
чрезмерно кустистого (shooty) фенотипа, ipt-shooty, 
в котором утрачены апикальное доминирование и 
способность к укоренению. Фенотипически нор
мальные побеги возникают из ipt-shooty в резуль
тате потери ipt гена, вырезаемого транспозируемым 
Лс-элементом кукурузы [43] . Однако частота по
лучения безмаркерных трансгенных растений с ис
пользованием этой системы была очень низкой, так 
как наиболее модифицированные транспозируемые 
элементы, содержащие ipt ген, подвергались реин-
серции в других участках генома вскоре после 
вырезания. И только клетки с транспозиционными 
ошибками генерировали бы фенотипически нор
мальные трансгенные побеги. Поэтому в новом 
практическом МАТ-векторе [43, 47 ] для удаления 
ipt гена Лс-элемент был заменен сайт-специфиче
ской рекомбинационной системой Л/RS из Zygo-
saccharomyces rouxii [48 ]. R/RS и другие сайт-спе
цифические рекомбинационные системы опосреду
ют вырезание фрагмента ДНК между двумя прямо 
ориентированными сайтами рекомбинации в расти
тельных клетках [49—51 ]. Систему R/RS, содер
жащую рекомбиназный ген R и две последователь
ности RS сайта рекомбинации, изолировали из 
кольцевой плазмиды pSRJ Z. rouxii. 

Согласно предыдущим сообщениям, система 
R/RS может индуцировать хромосомные пере
стройки, вырезание фрагмента размером около 
180 тыс п. н. и хромосомные транслокации в 
Saccharomyces cerevisiae [52] . Регулирование уда
ления ipt гена системой вырезания R/RS может 
улучшить эффективность получения низкокопий-
ных линий, для которых характерно отсутствие 
нежелательных рекомбинаций при ретрансформа
ции с помощью МАТ-векторов. При использовании 
сайт-специфической рекомбинационной системы 
один сайт рекомбинации остается в хромосомной 
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ДНК после вырезания. Между этим сайтом и 
другими сайтами, интродуцированными при по
вторной трансформации, могут случаться хромо
сомные перестройки. 

Безмаркерные трансгенные растения, получае
мые с использованием R/RS системы для удаления 
ipt кассеты, имели более трех копий Т-ДНК, тогда 
как МАТ-вектор с ^-элементом генерирует низко-
копийные безмаркерные растения. Это свидетель
ствует о том, что R/RS система, управляемая 35S 
промотором, более активна, чем Ас. С другой 
стороны, половина безмаркерных растений, возни
кающих из умеренных ipt-shooty, и два безмаркер
ных растения, развивающихся непосредственно из 
адвентивных почек, имели одну или две копии. Из 
этого следует, что более эффективная система вы
резания может уменьшить пропорцию безмаркер
ных растений, содержащих низкокопийную Т-
ДНК, за счет постоянной экспрессии рекомбиназы, 
вызывающей вырезание и элиминирование ipt гена 
на ранней стадии развития побега. Частота возник
новения ipt-shooty эксплантов с одной копией Т-
ДНК могла быть редуцирована, и ipt-shooty фено
тип мог не развиваться из клеток, содержащих 
однокопийную вставку Т-ДНК. 

Чтобы избежать подобного явления, были исп
робованы другие МАТ-векторы, где R рекомбиназа 
экспрессировалась под контролем индуцибельного 
промотора [53—55]. Новый, усовершенствованный 
МАТ-вектор — GST-МАТ — содержит химически 
индуцируемый гербицидным антидотом «Safener» в 
трансгенных растениях промотор глутатион-S-
трансферазного гена (GST-II-27) кукурузы [56]. 
GST-MAT-вектор увеличивает эффективность об
разования ipt-shooty фенотипа и генерацию безмар
керных растений табака, содержащих низкокопий-
ные вставки Т-ДНК. Инсерция единичного гена 
может быть преимуществом для стабильной экс
прессии гена, так как было обнаружено, что мно-
гокопийные трансгены более подвержены генной 
инактивации, чем однокопийные [57, 58]. Этот 
вектор также эффективен при экспрессии R реком
биназы для вырезания ipt гена [53]. Хотя его 
использовали в бинарной векторной системе с ин
фицированием Agrobacterium [53 ], он также может 
быть использован при прямом переносе генов для 
получения трансгенных растений, содержащих од
ну копию трансгена, поскольку прямые методы 
трансформации иногда вызывают многочисленные 
вставки трансгенов. Кроме GST-II-27 промотора, 
для регуляции R/RS системы можно применять и 
другие индуцибельные промоторы [59—61 ]. 

Существует опасение, что трансгенные расте
ния способны измениться таким образом, что ста

нут токсичными или аллергенными для человека 
или животных. Но даже теоретически трудно пред
ставить, что введение одного или нескольких генов 
в высший эукариотический организм, геном кото
рого состоит из десятков тысяч генов, так изменит 
его метаболизм, что это растение станет синтезиро
вать какие-либо токсичные соединения, не связан
ные с экспрессией введенного гена. Однако получа
емые трансгенные растения в каждом конкретном 
случае введения в них нового гена должны прохо
дить серьезные испытания по изучению продуктов 
метаболизма, кодируемых вносимым геном. Только 
после этого трансгенные растения можно проверять 
в полевых условиях. 

Тщательно изучив проблему возможного влия
ния трансгенных растений на окружающую среду, 
Национальная Академия Наук США сделала за
ключение, которого в настоящее время придержи
ваются многие ученые. Суть его в следующем: 

— нет доказательств существования риска ни в 
использовании техники получения рекомбинантной 
ДНК, ни в переносе генов между неродственными 
организмами; 

— риск, связанный с интродукцией генетиче
ски модифицированных организмов, является та
ким же, как и риск, связанный с интродукцией 
немодифицированных организмов и организмов, 
модифицированных другими методами; 

— оценка риска интродукции в окружающую 
среду организмов, модифицированных рекомбинан-
тными ДНК, должна быть основана на природе 
организмов и окружения, а не на методах, которы
ми они были получены [32]. 

Тем не менее, ввиду ожидаемого дальнейшего 
прогресса в интродукции трансгенных растений, о 
чем упоминалось выше, не следует пренебрегать 
следующими предосторожностями: 

— за исключением гена npt II, необходимы 
доказательства, того, что и другие селективные 
агенты и используемые маркерные гены не влияют 
на здоровье человека и окружающую среду, в 
противном случае должны быть применены «транс
генные ножницы»; 

— для определения наиболее эффективной 
стратегии предотвращения распространения скон
струированных генов на близкородственные дико
растущие виды должны быть критически оценены 
повторные полевые испытания, прежде чем будет 
выдано разрешение на регистрацию; 

— уровни экспрессии между различными 
трансгенными растениями могут значительно варь
ировать. Поэтому нужны ранние полевые оценки 
трансгенных растений для отбора растений с жела
емыми уровнями экспрессии трансгена, которые не 
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оказывают вредного влияния на культурные расте
ния и не имеют (или имеют) минимальных сома-
клональных вариаций. 

A. P. Galkin, Т. V. Medvedeva, L. G. Lioshina, О. V. Виїко, 
V. P. Kukhar 

Transgenic plants: pro and contra 

Summary 

The review is focused on the problems of extensive application of 
transgenic plants in the agricultural industry, namely, transfer of 
genes to plants; possible influence of selective and marker genes, 
introduced into plants together with a gene of interest, on the 
environment. The promising approaches to solve these problems are 
discussed. 

A. П. Галкін, Т. В. Медведева, Л. Г. Льошина, О. В. Булко, 

B. II. Кухар 

Трансгенні рослини: за і проти 

Резюме 
В огляді розглядаються питання, пов'язані з широким впро
вадженням трансгенних рослин в сільськогосподарське вироб
ництво, а саме: перенесення генів; можливий вплив на довкіл
ля селективних і маркерних генів, що вводяться в рослину 
разом з бажаним геном; способи отримання безмаркерних 
рослин; проблеми, які при цьому виникають, та можливі 
шляхи їхнього вирішення. 
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