
8
М. Козыбаев атындаFы СКУ Хабаршысы /

Вестник СКУ имени М. Козыбаева. № 2 (58). 2023

ЖАРАТЫЛЫСТАНУ ГЫЛЫМДАР / ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ /
NATURAL SCIENCES

DOI 10.54596/2958-0048-2023-2-8-18 
ЭОЖ 633.81/85 
ГТАМА 06.01.09

ИЗОПРОТУРОНМЕН, ТРАНСГЕНД1 МАЙ БУРШАКТАРМЕН ЛАСТАНГАН 
Б0Л1КТЕРД1 ФИТОРЕМЕДИАЦИЯЛАУ 

Аукенов Е.А.1*, Тыныкулов М.К.1
]*Л.Н. Гумилев атындагы Е¥У, Астана, Казахстан Республикасы 

*E-mail: erdosaukenov@gmail.ru

Ацдатпа
Изопротуронды [IPU] кедшен колдану коршаган ортаныд катты ластануына жэне экологияльщ 

функцияларга кауiп тeндiруi мумшн. Бул зерттеуде PDMAB IPU бактериялык N -деметилаза генi Май 
буршак хлоропластында тасымалданган жэне экспрессияланган [Glycine Max L. 'Zhonghuang13']. 
Трансгендi Май буршак; буршактары PPU-га айтарлыктай тeзiмдiлiк кeрсеттi жэне PPU - ны in vivo 
фитотоксикалык 3-[4-изопропилфенил]-1-метилмочевина [MDIPU] метаболитiне дешн деметилдендiрдi. 
Трансгендi Май буршак буршактары жабайы типпен [WT] салыстырганда еам дж  тiндерiнде аз MPU 
жинай отырып, тиiсiнше 5 жэне 14 ^ н  iшiнде су мен топырактан 98% жэне 84% MPU алып тастады. МПС 
стресс жагдайында трансгендi Май буршак симбиотикалык азотты бекiтудiн жогары керсеткiштерiн 
керсеттi [тYЙiндердiн жалпы биомассасы жэне нитрогеназа белсендiлiгi жогары] жэне WT -ге караганда 
ризосфера бактерияларыныц туракты кауымдастыгы. Дегенмен, улы гербицидтердi каркынды колдану 
жэне жинактау буршак дакылдарыныц симбиозына терiс эсер етуi мумк1н. Отыз тYрлi гербицидтер мен 
коршаган ортаны ластаушы заттар еамджгер мен ризобиялар арасындагы сигнализацияга эсер етп, 
тYЙiндердiн тYзiлуiн кешiктiрдi жэне азоттыд биологиялык фиксациясын in vitro темендетп [Fox et al., 
2007]. Дегенмен, N2 симбиотикалык фиксациясына МПС ыктимал эсерi туралы азырак белгiлi. Бул зерттеу 
трансгендi [TS] Май буршакны эзiрледi, ол есш келе жаткан ортадан PPU-ны тиiмдi тYPде алып тастауга 
жэне PPU стрессшде азотты бекiтудiн жогары симбиотикалык кабшетш калпына келтiруге кабiлеттi жэне 
гербицидпк стресс жагдайында ризосфералык микроорганизмдер мен буршак дакылдарыныд езара 
эрекеттесуi туралы жада тYсiнiк бередi.

Кыттш сездер: изопротурон, азот, ризосфера, хлоропласт, гербицид, ризосфера, май буршак, 
симбиотика.
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Аннотация
Широкое использование изопротурона [IPU] может поставить под угрозу сильное загрязнение 

окружающей среды и экологические функции. В этом исследовании бактериальный ген N -деметилазы 
PDMAB IPU переносился и экспрессировался в Хлоропласте масляного гороха [Glycine Max L. 
'Zhonghuang13']. Трансгенные жирные бобы показали значительную устойчивость к PPU и 
деметилировали PPU in vivo до метаболита фитотоксического 3 - [4-изопропилфенил]-1-метилмочевины 
[MDIPU]. Трансгенные жировые бобы удаляли 98% и 84% MPU из воды и почвы в течение 5 и 14 дней 
соответственно, накапливая меньше MPU в тканях растений по сравнению с диким типом [WT]. В 
стрессовых условиях МПС трансгенные жировые бобы показали более высокие показатели 
симбиотической азотфиксации [общая биомасса клубеньков и более высокая нитрогеназная активность] и
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более стабильное сообщество ризосферных бактерий, чем WT. Однако интенсивное применение и 
накопление токсичных гербицидов может негативно сказаться на симбиозе бобовых. Тридцать различных 
гербицидов и загрязнителей окружающей среды влияли на передачу сигналов между растениями и 
ризобиями, задерживали образование клубеньков и снижали биологическую фиксацию азота in vitro [Fox 
et al., 2007]. Однако менее известно о возможном влиянии МПС на симбиотическую фиксацию N2. В этом 
исследовании была разработана трансгенная [TS] масляная фасоль, которая способна эффективно удалять 
PPU из питательной среды и восстанавливать высокую симбиотическую способность фиксировать азот 
при стрессе PPU и дает новое понимание взаимодействия ризосферных микроорганизмов и бобовых в 
условиях гербицидного стресса.

Ключевые слова: изопротурон, азот, ризосфера, хлоропласт, гербицид, ризосфера, маслобойня, 
симбиотика.
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Abstract
The widespread use of isoproturon [IPU] can lead to severe environmental pollution and threats to 

environmental functions. In this study, the PDMAB IPU bacterial n-demethylase gene was transported and 
expressed in fat pea chloroplast [Glycine Max L. 'Zhonghuang13']. Transgenic fat bean pods showed significant 
resistance to PPU and demethylated PPU to the phytotoxic 3-[4 - isopropylphenyl]-1-methylurea [MDIPU] 
metabolite in vivo. Transgenic fat bean pods removed 98% and 84% MPU from water and soil in 5 and 14 days 
respectively, accumulating fewer MPU in plant tissues compared to wild type [WT]. MPs showed higher rates of 
symbiotic nitrogen fixation in transgenic fat peas under stress [total biomass o f nodules and higher nitrogenase 
activity] and a more stable community o f rhizosphere bacteria than WT. However, intensive use and accumulation 
of toxic herbicides can negatively affect the symbiosis of legumes. Thirty different herbicides and environmental 
pollutants have affected signaling between plants and rhizobias, delayed node formation, and reduced biological 
nitrogen fixation in vitro [Fox et al., 2007]. This study developed a transgenic [TS] oil bean that is capable of 
effectively removing PPU from the growing environment and restoring the high symbiotic ability to fix nitrogen 
under PPU stress, and provides new insight into the interaction between rhizospheric microorganisms and legumes 
under herbicidal stress.

Key words: isoproturon, nitrogen, rhizosphere, chloroplast, herbicide, rhizosphere, oil peas, symbiotic.

Юркпе
Гербицидтер ауыл шаруашылыгында арамшептермен куресу ушш кещнен 

колданылады. Алайда, дакылдардыц еш м дш п ушш артыкшылыктардан баска, 
гербицидтердi гылыми емес жэне шамадан тыс пайдалану коршаган ортаныц катты 
ластануына экелдi [1]. Изопротурон [3-[4-изопропилфенил] - 1,1-диметилмочевина] 
[IPU] фенилмочевина гербицидтер [PHs] тукымдасына жатады жэне пайда болганга 
дешн жэне одан кешн бiржылдык шептер мен жалпак жапыракты арамшептермен 
куресу ушш кещнен колданылады [Феннер жэне баскалар., 2013]. ^оршаган ортага 
тезiмдiлiгi жэне суда салыстырмалы турде жогары ерш ш тш  [70 мг/л, 20°C] 
болгандыктан, МПС калдыктары букш элемде эртYрлi ортада кебшесе руксат етшген 
шектерден [0,1 мкг / л] асатын концентрацияда табылды [Феннер жэне баскалар., 2013; 
Wang et al., 2021b]. Сонымен катар, МПС калдыктарын мэдени еамдш тер оцай шщредц 
бул коректш тобектщ ластануына экеледi жэне адам денсаулыгына тшелей кауш 
тендiредi [EFSA, 2015; Spirhanzlova et al., 2019]. Есептер МПС адамныц перифериялык 
лимфоциттерше эсер ететiнiн жэне калканша безiнiц немесе калканша безiнiц
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гормондык жуйелершщ бузылуын тудыратынын керсетл [Чаухан жэне т.б., 2007; EFSA, 
2015]. МПС адам ушш елiмге экелетш канцерогендер тiзiмiне енгiзiлгендiктен [2000 
ж.директивасы] жэне Еуропалык Одак 2016 жылы тыйым салган [2016/872 2016], 
ластанган экожуйелерден МПС алып тастау улкен назар аударды [1].

Физикалык-химиялык ецдеу сиякты MPS ластануын жоюдыц кептеген 
стратегиялары усынылды [Jehova Gonzalez et al., 2022] жэне бiр штаммды немесе 
микробтык консорциумдарды колданатын биоремедиация [Cheng et al., 2022; Li et al., 
2017; Xu et al., 2019]. Фиторемедиация, автотрофты есiмдiктердi тазарткыш ретiнде 
пайдалану соцгы жылдары кебiрек назар аударып, танылуда. БYгiнгi кYнi МПС 
ластануын тазарту у™ н бiрнеше трансгендi [TS] еамдштер салынды. Мысалы, 
женьшеньден алынган CYP736A12 [ханом жэне баскалар, 2019] жэне CYP1A2 
CYткоректiлерi [Azab et al., 2020] MPS тезiмдiлiгiн немесе фиторемедиациясын арттыру 
ymin Arabidopsis thaliana-да сэтп шамадан тыс экспрессияланды. Бiздiц алдыцгы 
зерттеуiмiзде Sphingobium sp-де кептеген фенилмочевина гербицидтершщ, соныц 
iшiнде IPU-ныц бастапкы N-деметилденуiне жауап беретiн гемдiк емес темiр оксигеназа 
PdmAB каупi сипатталган. YBL2 штаммы [Gu et al., 2013; Yan et al., 2016]. Сонымен 
катар, TS Arabidopsis thaliana, экспрессиялау, сонымен катар ХЛОРОПЛАСТТАТЫ 
PDMAB гендерi сэттi дамыды, олар IPU-ны MDIPU [3-[4-изопропилфенил]-1 - 
метилмочевина] жэне ddipu [1-[4-изопропилфенил] мочевина] [Ян жэне баскалар, 2018]. 
Алайда, арабидопсистщ биомассасы ете аз, бул оны накты колдануды шындыкка 
жанаспайды. Тиiстi есiмдiктердi тацдау сэттi фиторемедиация у™н ете мацызды 
[Кавахигаши, 2009]. Май буршак [максимум глицин] экспрессияга ец жаксы Yмiткер 
есiмдiк болуы мYмкiнpdmab фиторемедиацияга арналган МПС, ейткенi эртYрлi 
гербицидтерге тезiмдi генетикалык тYрлендiрiлген Май буршак кептеген елдерде сэтп 
отыргызылды [1].

Май буршак [максимум глицин] жаhандык азот циклшде шешушi рел аткарады, 
тамыр тYЙiндерiнде N2 бекiтетiн бактериялармен симбиоздар тузедц 2018 жылы 25,0 Тг 
азотты бекiтедi [Herridge et al., 2022].

Генетикалык тYрлендiрiлген есiмдiктердi есiрудiц топырактыц микробтык 
экожYЙесiне эсерi улкен алацдаушылык тудырады [Arpaia et al., 2020]. 0сш  келе жаткан 
зерттеулер есiмдiк пен микробиоманыц езара эрекеттесуi иесiнiц кызметi мен 
денсаулытыныц кептеген аспектiлерiнде, соныц iшiнде корекпк заттардыц сiцуiнде 
шешушi рел аткаратынын керсетедi [Ванг жэне баскалар., 2021a], абиотикалык стресске 
тезiмдiлiк [Li et al., 2021; Zhong et al., 2022] жэне ауруларды басу [Денг жэне баскалар., 
2022; Ванг жэне баскалар, 2022]. Зертханалык далалык эксперименттер кезшде МПС 
бактериялык эртYрлiлiктiц немесе топырак курамыныц айтарлыктай езгеруiне 
экелмейпш аныкталганымен [Storck et al.,2018], mps тезiмдi TS дакылдарыныц 
ризосфераныц бактериялык кауымдастыгына эсерiн ескеру кажет, эаресе MPS стресс 
жагдайында [2].

Бул зерттеуде бiз [i] PPU-мен ластанган аймактарды фиторемедиациялау Yшiн 
бактериялык N -деметилазаны Май буршакга ауыстыруды максатились; [ii] PPU генiнiц 
жэне стресстiц туй н  тузу кабiлетiне жэне Май буршак нитрогеназа белсендiлiгiне эсерiн 
багалау жэне [iii] Май буршакныц эсерiн зерттеу TS соргы жэне MPS стресс жагдайында 
ризосфералык бактериялар кауымдастыгыныц эртурлш гг



М. Козыбаев атындагы СКУ Хабаршысы /
Вестник СКУ имени М. Козыбаева. № 2 (58). 2023 11

Материалдар мен эдктер
Материалдар
Изопротурон [IPU], 3 - [4-изопропилфенил]-1-метилмочевина [MDIPU], 1 - [4- 

изопропилфенил] мочевина [DDIPU] жэне глюфосинат [барлык 99% тазалык] J&K 
Scientific Co-дан сатып алынды., Ltd. [Шанхай, ^ытай].

Жер усп топырагы [0-20 см] ^ытайдыц Нанкин ауылшаруашылык университетiнiц 
Эксперименттiк станциясындагы ластанбаган ерiстен жиналды [N 32°1 '23", E 118°51 
'5"], 2 мм-ге дешн електен етю зш п, 4°C температурада сакталды. А^Ш -тыц текстуралык 
жштеу ушбурышына сэйкес % лай жэне 31,30% саз]. Оныц курамында 5,4 г / кг 
органикалык заттар, 12,90 мг / кг кол жетiмдi азот, 20,51 мг / кг кол жетiмдi P жэне 95,00 
мг / кг кол жетiмдi K. топырактыц рН мэш 7,39 болды.

Бактериялык pdmab бiлдiретiн трансгендi Май буршак буршактарын жобалау
Май буршак тукымдары [глицин макс L. Zhonghuang13] Beijing DaBeiNong 

Biotechnology Co., Ltd. [Пекин, ^ытай]. Май буршак тукымдары алдымен 1 минут iшiнде 
75% [в/в] этанолмен жэне 15 минут ш ш де 10% H2O2 ерiтiндiсiмен бетк 
зарарсыздандырылды, 7-8 рет жуылды жэне 4°C температурада стерильдi суга туш бойы 
малынган. содан кейiн олар фотопериодты жарыктандырылган инкубаторда 5 кун бойы 
жартылай кYштi MS ортасында енiп шыкты кун/тун 14 саг/10 саг [жарык каркындылыгы 
250 мкмоль/м2/с] жэне тэулiк/тYн температура режимi 28°C / 25°C.

Май буршакга енпзшген Кассета [Glycine Max L. Zhonghuang13] бiздiц алдыцгы 
зерттеулерiмiзге сэйкес жасалган [Ян жэне баскалар., 2018] шамалы езгерiстермен. Pdma 
жэне pdmB гендерiмещыскан Май буршак кодонына сэйкес химиялык синтезделдi. 
Хлоропласт транзиттiк пептидтi [AtCTP] кодтайтын аймак [Dellacioppa жэне баскалар., 
1986], олардыц хлоропластарда тиiмдi экспрессиясын камтамасыз ету Yшiн pdmA жэне 
pdmB алдында косылды [хлоропластардагы ферредоксиндер pdmab электрондарын 
тасымалдай алады]. Содан кешн AtCTP-pdmA жэнеtctp-pdmB экспрессиялык 
кассеталары pdbnbc-03 векторыныц сэйкес учаскелерiмен байланысты болды 
[pcambia2301; камбий] pDBN10939 калыптастыру. Pdbn10939 плазмидасы суйык азот 
эдiсiн колдана отырып, Agrobacterium tumefaciens LBA4404 [Invitrgen, Чикаго, 
Иллинойс, А^Ш ] тасымалданды [Zambryski et al., 1982]. Май буршак агробактериялар 
аркылы трансформация аркылы трансфекцияланды [Paz et al., 2006]. TS Май буршак 
каллусыныц тiндерi B5 ортасында скринингтен еттi [Гамборг жэне баскалар., 1968] 
курамында 6 мг/л глюфосинат бар жэне t0 тезiмдi кешеттер жылыжайда есiрiлдi. 
Акырында, TS Май буршак гомозиготалы генотиптерi ездiгiнен урыктандырудыц екi 
раундынан кешн алынды.

RT-ПТР сандык талдаулары
Май буршак тшдершщ жалпы РН^-сы [тамырлар, сабактар мен жапырактар] 

ендiрушiнiц нускауларына сэйкес RNAiso Plus [TaKaRa, Далиан, ^ытай] кемегiмен 
алынды жэне gDNA жою Yшiн геномдык ДНК [Gdna] Eraser [TaKaRa] бар RT primescript 
реагенттер жиынтыгымен ецделдi. кднк 20 мкл реакциялык келемде керi транскрипция 
жуйес [TaKaRa] аркылы Yлгi ретшде 5 мкг жалпы РНК кемепмен синтезделдi. 190 pdma 
генiнiц фрагмент праймерлердi колдану аркылы кYшейтiлдi: 5'-
TCAGAGATGAGCGGGTGTTT-3 'жэне 5' - cgatgcctgcagtgattcaa -3 ' жэне 111 BP 
фрагмент. pdmA генi.PdmB генi праймерлермен кушейтлдг 5 '-ggttggtgggggttcggttatg- 
3'жэне 5' - ggacatctccttggccgata-3'.

RT-qPCR реакциясы quantstudio™6 Flex RT-PCR жYЙесiнде [Applied Biosystems, 
Уолтэм, Массачусетс, А^Ш ] экспозиция кезещнщ шарттарымен жYргiзiлдi: 2 минут
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ш ш де 50°C, 10 минут ш ш де 95°C; ПТР сатысы: екi кезец бойынша 40 цикл [94°F15 с 
жэне 34 с ушш 60°C]; жэне балку кисыгыныц сатысы: 15 с ушш 95 ° C, 1 мин ушш 60°C, 
15С ушш 95°C. эрбiр реакция коспасы [20 мкл] 10 мкл SYBR ex Taq [TaKaRa] 
премиксiнен, 0,5 мкл эр праймерден турды [20 мкм], 0,5 мкл ДНК у л п с  жэне 8,5 мкл 
стерильдi ddh2o. Стандартты кисыктар pdma pdmb игендерi бар сызыкты плазмидтi 
ДНК-ныц 10 есе суйылту сериясы аркылы орнатылды. Стандартты кисыктарды кушейту 
тиiмдiлiгi сэйкесшше pdmA жэне pdmB Yшiн R2 0,9856 жэне 0,9996 мэндершде 100,08% 
жэне 98,32% курады. Барлык талдаулар уш данада жасалды жэне шаблонсыз бакылау 
колданылды.

Иммуноблот талдаулары
Акуыздыц экспрессиясын талдау ушш жолакка Май буршак жапырагынан алынтан 

20 мкг шикi акуыз жуктелдт Pdma протеинi мен PdmB протеинше антиденелер кояннан 
[GenScript, Нанкин, Кытай] есiрiлдi жэне ешкi мен коянныц сiлтiлi фосфатаза конъюгаты 
екiншi антидене ретшде пайдаланылды. 0рбiр акуыз ушш уш кайталанатын блот 
жасалды жэне жолактардыц каркындылыгы ImageJ багдарламалык куралын пайдалана 
отырып, Батыс блоттинг кескшдершщ пикселдерiндегi елшеулер негiзiнде сандык турде 
аныкталды.

N -деметилаза белсендiлiгiн талдау
PdmAB N -деметилаза белсендiлiгi MDIPU жэне/немесе MPS-тен DDIPU шыгару 

кабiлетiмен аныкталды. Ш ик акуыз 5 г Май буршак жапырагынан алынды, олар дереу 
музга усакталып, 20 мЛ 50 мкм трис-HCL буферiне [РН 7,0] суспензияланды. 5 мг/л IPU 
жэне 2 мл 50 мкм трис-HCL буферi [РН 7.0] бар реакция коспасына шамамен 3 мг ш ик 
акуыз косылды. 28°C температурада бiр сататтык инкубациядан кейiн реакция буферi 
дихлорметанмен [1:1, в/в] уш рет алынып, сортышта кептiрiлдi. Кептiрiлген калдыктар 
200 мкл ацетонитрилде ер т л ш , бiздiц алдыцгы зерттеулерiмiзге сэйкес жогары тиiмдi 
суйык хроматография [HPLC; ultimate 3000 RSLC; Thermo] аркылы аныкталды [Yan et 
al., 2018] келес параметрлерде: белу фазасы, тецкерiлген баган C 18 [Thermo, 250 мм*4,6 
мм.d.]; жылжымалы фаза, ацетонитрил: су [50:50, келем / келем], агын жылдамдыгы 1,0 
мл/ мин жэне толкын узындыгы 250 нм ультракYлгiн [УК] аныктау.

0сiмдiктердiц тезiмдiлiгiн талдау
ИПУ тудырган стресс жагдайында Май буршак буршактарыныц есуiн бакылау 

Yшiн енген Май буршак тукымдары 100 мл MS ортасы бар 250 мл колбага жэне 5 мг/л 
ИПУ бар немесе онсыз 15 г/л агарга ауыстырылды. 2 аптадан кейiн жаца тамырдыц 
массасы, ауа белiгiнiц массасы, тамырдыц узындыгы жэне Май буршак еамдштершщ 
сабагыныц узындыгы елшендi.

Хлорофилл курамы мен флуоресценция параметрлерiн аныктау ушш шымтезек- 
вермикулит [1:3, v/v] коспасында есiрiлген 30 кYндiк WT жэне TS Май буршак 
буршактарыныц кешеттерi IPU [10 мЛ, 5 мг/л] шашыратылды. Бiр аптадан кешн сол 
белштщ Май буршак жапырактары хлорофилл курамы мен флуоресценция 
параметрлерш аныктау Yшiн тацдалды. Хлорофиллдiц курамы Лихтенталер эдiсiмен 
аныкталды [Lichtenthaler, 1987]. Флуоресценция параметрлерi Handy PEA [Hansatech 
Instruments Ltd.] кемепмен аныкталды., Норфолк, ¥лыбритания] 30 минуттан кейiн 
карацгыда [Sun et al., 2021].

Судан жэне топырактан МПС жою
Б етк зарарсыздандырудан жэне енуден кейiн Май буршак кешеттерi 

зарарсыздандырылган коректiк ертндш е [1/4 концентрациясы бар модификацияланган 
Хогланд ерiтiндiсi] ауыстырылды [Чжан жэне баскалар., 2016]. 2 апта еаруден кешн уш
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бiртектi кешет 120 мл стерильдi корекпк ерiтiндi мен 5 мг/л ИПУ бар 240 мл бетелкеге 
ауыстырылды. IPU фотолизш болдырмау ушш кара шыныаякка оралган бетелкелер 
жарыктандырылган инкубаторга орналастырылды. Транспирация шыгындарын етеу 
жэне сынама алу Yшiн кунше шамамен 20 мл стерильдi корекпк ерiтiндi косылды. 
Сонымен бiрге бакылаулар курылды [МПС-пен, бiрак кешеттерсiз]. Ерiтiндi Yлгiлерi [3 
мл] аралыкпен алынды 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 трансплантациядан кешн 120 сагаттан кешн. 
Yлгiлер дихлорметанмен 1:1 катынасында [келем/келем] уш рет алынды. Май буршак 
тшдершщ Yлгiлерi [жапырактар, сабактар жэне тамырлар] бiздiц алдыцгы 
зерттеулерiмiзге сэйкес 120 сагаттан кешн тацдалды [Ян жэне баскалар., 2018]. Май 
буршак ерiтiндiлерi мен тшдершдеп IPU жэне оныц mdipu метаболитшщ 
концентрациясы HPLC эдiсiмен талданды.

TS Май буршак буршактары аркылы топырактан МПС жойылуын багалау Yшiн 
бiртектi Май буршак кешеттерi есiру ушш шымтезек-вермикулит [1:3, в / в] коспасына 
ауыстырылды. 21 куннен кешн 18 Май буршак еам дш нщ  эркайсысы 50 мг/кг ИПУ 
араласкан 30 г топырактан туратын 50 мл центрифуга тутш не ауыстырылды. Ылгалдыц 
30% сакталуын камтамасыз ету Yшiн зарарсыздандырылган су косылды. ИПУ фотолизiн 
болдырмау ушш тупктщ  бiр белiгi кумю кагазга оралган. 0, 7 жэне 14 куннен кешн 
барлык топырак пен есiмдiк тiндерi пробиркада жиналды. Топырак пен есiмдiк тiндерi 
сэйкесшше уш рет 5:1 [в/в] катынасында 1% арке кышкылы бар ацетонитршвд 
пайдаланып алынды.

ТYЙiндердi талдау жэне нитрогеназа белсендшгш аныктау
Беткi зарарсыздандырылган Май буршак тукымдары 0 немесе 2 мг/кг МПС бар 

стерильденген вермикулитпен [30*200 мм] пробиркаларда еарш дт Bradyrhizobium 
japonicum ^ з д щ  зертханамен Май буршакныц тамыр тYЙiндерiнен окшауланган] 
триптон ашыткысы [TY] ортасында 28°C температурада 4 кун бойы есiрiлдi жэне od600 
0,8 [шамамен 10 7 жасуша] дешн суйылтылды. 0рбiр Май буршак тукымы 1 мл 
суйылтылган B. japonicum дакылымен егiлiп, 4 апта бойы жарыктандырылган 
инкубаторда еарш ду ол апта сайын зарарсыздандырылган азотсыз fahraeus коректiк 
ерiтiндiсiмен камтамасыз етiлдi [Fahraeus, 1957]. Тамыр тYЙiндерi егшгеннен кейiн 28 
куннен кейiн кургак салмакты санау жэне елшеу ушш жиналды. Терю БА^ЫЛАУДА [B. 
japonicum егуаз] Май буршак есiмдiктерiнде тушндер байкалмады.

Нэтижелер1
Май буршак экспрессиялайтын трансгендi бактериялык N -деметилазаныц 

курылысы.
0сiмдiк хлоропласттары PdmAB оксигеназа компонентi Yшiн тотыксыздану 

кабiлетiн [мысалы, NADPH] камтамасыз ете алатындыктан, Май буршак кодоныныц 
орын ауыстыруына негiзделген синтезделген pdma жэне pdmB гендерiнiц 5'уштарына 
хлоропласт транзитпк пептидiн [AtCTP] кодтайтын реттiлiк косылды [Glycine Max L. 
Zhonghuang13]. Оцтайландырудан кейiн pdmA гендер тiзбегiндегi G + C мазмуны [1380 
а.к.] 55%-дан 52%-га дейiн, ал pdmb гендер пзбегшде [531 а. к.] 57%-дан 52%-га дейiн 
темендедi. PdmAB экспрессиялык кассеталары agrobacterium tumefaciens lba4404 
[pDBN10939] Май буршак геномына ауыстырылды. Глюфосинатка тезiмдi Калла 
лалагYлдерi регенерация ушш 6 мг/л глюфосинаты бар В5 ортасына ауыстырылды, одан 
эрi скрининг жэне ескiндердiц дамуы ушш олар кешшрек топыракка ауыстырылды. ПТР 
талдауы аркылы глюфосинатка тезiмдi он бес сызык алынды жэне олардыц курамында 
pdmAB гендерi бар екендш расталды. 0зiн-езi тозацдандырудыц екi раундынан кейiн TS
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Май буршаксыныц уш сызыгы [T 3-55, T 3-90, T 3-140] гомозиготалы жэне эрi карай 
зерттеу ушш тацдалганы расталды [3].

(в) R oot ■  S ta i n  ■  Leaf <f)

WT T3-65 Тг вО Tj-140

Сурет 1.

Накты уакыттагы RT-qPCR талдауы pdmab бактериялык N -деметилазасыныц TS [T 
3-55, T 3-90 жэне T 3-140] Май буршак сызыктарында экспрессияланганын керсетп, ал 
TS емес Май буршак буршактарында байкалмайды (1-сурет). Май буршак 
жапырактарында сабактар мен тамырларга караганда pdmA жэне pdmb гендерiнiц 
транскрипциясыныц салыстырмалы турде жогары децгейлерi табылды. TS t 3-90 Май 
буршак желiсi T 3-140 жэне T 3-55-ке караганда pdmA жэне pdmB гендерiнiц 
транскрипциясыныц жогары децгейiн керсеттг

1F-суретте керсетiлген TS Май буршак сызыктарыныц Батыс блотинг талдауы 
pdma протеиншщ елшемiне сэйкес келетiн pdma антиденесш пайдаланып 
иммуноблоттаудан кейiн узындыгы 51 кДа болатын жалгыз жолактыц бар екенiн 
аныктады. Сонымен катар, PdmB антиденесiн колданатын иммуноблотты талдау аркылы 
AtCTP-pdmb протеинiне сэйкес келетш ¥зындыгы 28 кДа болатын жалгыз жолак 
табылды. Жолактар антиденелер кемепмен зерттелген жабайы типтегi Май буршак 
жапырагы акуызыныц [WT] дактарында табылган жок. Western blot талдауыныц 
нэтижелерi [1F-сурет] сандык RT-ПТР нэтижелерiне сенiмдi турде сэйкес келдi 
[транскрипт пен акуыздыц экспрессия децгейлерiнде екi есе тана айырмашылык бар], 
бул t 3-90 желiсi pdma жэне pdmb акуыздарыныц ец жогары децгейiн шыгаратынын 
керсетедi [5].

TS сызыктарынан алынган шикi акуыздар IPU-ны MDIPU жэне n m i DDIPU-га 
айналдыруда айтарлыктай ферментативп белсендiлiктi керсеттi (1-сурет). TS Май 
буршаксыныц 3 жолыныц iшiнде TS t 3-90 желiсi ец жогары ферментативп белсендш кп 
керсеттi жэне сагатына миллиграмм шикi акуызга [жапырактардан алынган] 1,13 мкг 
MDIPU жэне 1,05 мкг ddipu ендiрдi. Керiсiнше, WT еамдштершде MDIPU да, DDIPU да 
табылган жок. Бул нэтижелер pdmab бактериялык N -деметилазасыныц еам дш
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жапырактарында дурыс жиналганын жэне IPU-га катысты айтарлыктай ферментативтi 
белсендшк керсеткенiн керсеттi. TS ТЛиния 3-90 N -деметилазаныц ец жогары 
белсендiлiгiне ие болгандыктан, ол фиторемедиацияны одан эрi зерттеу Yшiн тацдалды.

Трансгендi Май буршак буршактарыныц IPA га тезiмдiлiгi
МПС болмаган кезде TS жэне WT Май буршак буршактарыныц есуi арасында 

айтарлыктай айырмашылыктар байкалмады. Дегенмен, TS Май буршак буршактары WT 
Май буршак буршактарына караганда 5 мг/л IPU-га тезiмдiлiктi керсеттг Тамырдыц 
узындыгы айтарлыктай ерекшеленбесе де, антенналык белштщ массасы, жаца 
тамырлардыц массасы жэне TS сызыктарыныц сабагыныц узындыгы Май буршакныц 
массасынан сэйкесiнше 1,4, 2,8 жэне 1,3 есе кеп болды, 5 мг л мпс эсершен кешн 14 кун 
ш ш де. Сонымен катар, TS желiлерi WT Май буршак буршактарына караганда 
хлорофиллдщ деградациясына жэне IPU стресс жагдайында Фотосинтездщ 
инактивациясына тезiмдi болды. WT Май буршак буршактарындагы хлорофиллдiц 
орташа мелшерi IPU эсер еткенде шамамен 29%-га темендедi, ал TS желшершде тек 3- 
13%-га темендедi. TS [0,75-0,81] еамдш тершдеп айнымалы флуоресценцияныц 
максималды хлорофилл флуоресценциясына [Fv/Fm] катынасы да WT [0,68] Май 
буршак буршактарына караганда айтарлыктай жогары болды]. 5 мг/л ИПУ 90 кун бойы 
шашыратканнан кешн, еамдш тщ  бшктш жэне тукымныц салмагы бiр есiмдiкке Май 
буршакныц салмагы TS еамдштерше караганда айтарлыктай темен болды. Осы 
нэтижелердщ барлыгы хлоропласттагы pdmab бактериялык N -деметилаза экспрессиясы 
Май буршак МПС тезiмдiлiгiн айтарлыктай жаксартканын керсеттi [5].

Трансгендi соя буршактарыныц IPA га тезiмдiлiгi
МПС болмаган кезде TS жэне WT соя буршактарыныц есуi арасында айтарлыктай 

айырмашылыктар байкалмады. Дегенмен, TS соя буршактары WT соя буршактарына 
караганда 5 мг/л IPU-га тезiмдiлiктi керсетп (2-сурет). Тамырдыц узындыгы 
айтарлыктай ерекшеленбесе де (2-сурет), антенналык белштщ массасы, жаца 
тамырлардыц массасы жэне TS сызыктарыныц сабагыныц узындыгы сояга караганда 
сэйкесшше 1,4, 2,8 жэне 1,3 есе жогары болды ^ a -d -сурет), 5 мг/л эсер еткеннен кешн 
IPU 14 кун ш ш де.

Трансгендi сояныц изопротуронга (IPU) тезiмдiлiгi (T3-55, T3-90, T3-140). (a) 14 
кун ш ш де 0 жэне 5 мг/л IPU эсерше ушыраган трансгендi жэне жабайы соя 
буршактарыныц есу жагдайы (салмагы бойынша). Жер Yстi белш нщ  массасы (b), тамыр 
массасы (c), сабак узындыгы (d) жэне T3-90 трансгендi сызыгыныц тамыр узындыгы (e) 
жэне 14 кун iшiнде 0 (бакылау) жэне 5 мг/л ИПУ эсер еткен тукымдардыц массасы. (f) 0 
(бакылау) жэне 5 мг/л МПС енпзгеннен кешн 7 куннен кешн 30 кундш трансгендi жэне 
жабайы сояныц есу жагдайы. Хлорофиллдщ орташа мелшерi (г) жэне флуоресценция 
параметрi (н) 30 кундш трансгендi жэне жабайы соя 0 (бакылау) жэне 5 мг/л МПУ 
енпзгеннен кешн. (i) 90 кун ш ш де 5 мг/ л IPU Шашыратылган трансгендi жэне МАС 
сояныц тш мдш гт 0сiмдiктiц биiктiгi (j) жэне тукым массасы (k) 0 (бакылау) немесе 5 
мг/ л IPU буркуден кейiн трансгендi жэне жабайы соя еам дш не. Деректер уш тэуелсiз 
эксперименттщ нэтижесi болып табылады, ал кате багандары стандартты кателер болып 
табылады. Багандардыц Yстiндегi кiшi эрiптер айтарлыктай айырмашылыктарды 
керсетедi (p < 0,05, Туки тесп). FW, жаца салмак [5].
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Сурет 2.

Сонымен катар, TS желiлерi WT соя буршактарына караганда хлорофиллдщ 
деградациясына жэне IPU стресс жагдайында Фотосинтездщ инактивациясына тезiмдi 
болды (2^сурет). WT соя буршактарындагы хлорофиллдщ орташа мелшерi IPU эсер 
еткенде шамамен 29%-га темендедi, ал TS желшершде тек 3-13%-га темендедi (2-сурет). 
TS (0,75-0,81) есiмдiктерiндегi айнымалы флуоресценцияныц максималды хлорофилл 
флуоресценциясына (Fv/Fm) катынасы да WT (0,68) соя буршактарына караганда 
айтарлыктай жогары болды (2-сурет). 90 кун ш ш де 5 мг/л ИПУ шашыратканнан кешн 
еамдш тщ  бшктЫ жэне тукымныц салмагы (2 мыц мас-сурет. соя есiмдiгiнiц %-ы TS 
есiмдiктерiне караганда айтарлыктай темен болды. Осы нэтижелердщ барлыгы 
хлоропласттагы pdmab бактериялык N -деметилаза экспрессиясы сояныц IPU тезiмдiлiгiн 
айтарлыктай жаксартканын керсетп [5].

Талкылау
Ауылшаруашылык жэне ауылшаруашылык емес аудандарда MPS-тiц кец таралуы 

экологиялык проблемаларды тудырады, бул таза жэне туракты ендiрiске сэйкес 
келмейдг ДэстYрлi калпына келтiру стратегияларымен салыстырганда фиторемедиация 
минималды деструктивтi, техникалык кызмет керсетудi кажет етпейдi жэне Yнемдi [Cary 
et al., 2021]. Бул макалада бiз IPU-ны Май буршакга N -деметилдеу Yшiн pdmab 
бактериялык гендерш сэттi енгiздiк [Glycine Max L. Zhonghuang13]. RT-qPCR жэне 
Western blot талдауларыныц деректерi TS Май буршак буршактары pdmAB гендерiн 
тиiмдi экспрессиялайтынын керсеттi.In vitro сынагы сонымен катар TS Май буршак 
жапырагыныц ш ик акуыздары IPU-ныц N-деметилденуiн катализдейтiнiн керсеттг Бiз 
бактериялык N -деметилазаны Май буршакга тасымалдау Май буршак буршактарыныц 
IPU-ны тасымалдау жэне ыдырату кабiлетiн арттыратынын керсеттiк, бул PPU-мен 
ластанган топыракты фиторемедиациялау Yшiн элеуеттi есiмдiк биотехнологиясын 
камтамасыз етедi.
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Бiздiц бурын салынган TS Arabidopsis сызыктарымен салыстырганда [Ян жэне 
баскалар, 2018], TS Май буршаксыныц кейбiр артыкшылыктары бар. Май буршак 
буршактарында улкен биомасса бар, оныц ш ш де куатты тамырлар бар, бул оларга 
ластанган ортадан кебiрек ИПУ ащ руге жэне сiцiруге мYмкiндiк бередi. Шын мэнiнде, 
эрбiр 14 кYндiк TS Май буршаксы кун сайын шамамен 66,67 мкг IPU-ны алып тастай 
алады, ал 25 кундш TS Arabidopsis Май буршаксы бiрдей су жагдайында шамамен 7,50 
мкг IPU-ны тана алып тастады [Ян жэне баскалар., 2018]. Сонымен катар, Май буршак, 
экономикалык дакыл, синтетикалык тыцайткыштарга деген кажеттiлiктi азайту Yшiн 
симбиоз аркылы азотты беюте алады. MPS максатты емес есiмдiктер Yшiн уыттылыкты 
керсете алады, мысалы, тамырлар мен жапырактардыц есуiне жол бермеу, хлорофиллдi 
азайту жэне Фотосинтездiц тиiмдiлiгiн тежеу [Yin et al., 2008; Zhai et al., 2022]. Бiздiц 
зерттеуiмiзде pdmab бактериялык N -деметилазаны бiлдiретiн TS Май буршак 
буршактары TS емес Май буршак буршактарына караганда MPS тезiмдiлiгiнiц 
жаксарганын керсеттг Олар кебiрек биомасса ендiрдi жэне курамында хлорофилл мен 
Fv / Fm кеп болды. Бул еам дш  тiндерiнде жиналатын IPU темен концентрациясыныц 
нэтижесi болуы мYмкiн, ейткенi PdmAB IPU-ны аз уытты mdipu метаболитiне дейiн 
деметилдей алады. IPU-ныц максатты орны-хлоропласттардыц D1 акуызы [Baho et al., 
2021], ал бiз коскан хлоропласт транзитпк пептид pdmab IPU-ны тиiмдiрек 
детоксикациялай алатын хлоропластарга pdmab тасымалдауга кемектеседт Жарык 
энергиясын химиялык энергияга айналдыратын жэне езiндiк экспрессия жYЙесi бар 
мамандандырылган органеллалар болып табылатын хлоропласттар фиторемедиация 
саласында TS дамыту ушш оцтайлы платформаны камтамасыз етедi [Chu et al., 2020; 
Daniell et al., 2021; Ruiz et al., 2011].

Бiздiц TS Май буршак буршактары MPS стрессшде № -беютудщ симбиотикалык 
функцияларын калпына келтiрдi. ТYЙiндер кургакшылык децгейi, топырак рН жэне 
гербицидтердщ улы калдыктары сиякты коршаган ортаныц езгеруiне ете сезiмтал [Goyal 
et al., 2021]. Бiздiц зерттеуiмiзде МПС калдыктары Май буршак буршактарындагы 
туйшдердщ санын айтарлыктай азайтты. Бiр ыктимал тYсiнiктеме-ризосфералык 
бактериялардыц Май буршак тамырларына тартылуы IPU-мен тежелген немесе 
кешш^ршген [Fox et al., 2007]. Сонымен катар, МПС калдыктары TS жок Май буршак 
тушндершщ кургак биомассасын TS бар Май буршакга караганда едэуiр азайтты. MPS 
стресстiк жагдайында TS Май буршак буршактарында фотосинтез жылдамдыгы жогары 
болды жэне туйшдердщ энергетикалык кажеттшктерш канагаттандыру Yшiн 
фотосинтез енiмдерi кебiрек болды. 0зара пайда-бул экожуйелердщ ец негiзгi 
кажеттiлiгi [Daubech et al., 2017]. 0 з  кезегшде, тYЙiндер бiр есiмдiкке нитрогеназаныц 
жалпы белсендш п жогары Май буршак есуш тамактандыру Yшiн азотты кебiрек 
бекгтеду бул тYЙiндер саныныц темендеуiн етей алады.

Бiздiц деректер PDMAB-ты Май буршакга тасымалдау IPU болмаган кезде 
ризосфераныц бактериялык курамына айтарлыктай эсер етпейтшш керсеттi, бул epsps / 
GAT Dual TS глифосатка тезiмдi Май буршак буршактарына уксас, ейткеш 
тасымалданган ген ризосфераныц микробтык кауымдастыгыныц курамына эсер етпейдi 
[Янг жэне баскалар., 2021]. Сонымен катар, MPS стресс ризосфералык бактериялар 
кауымдастыгыныц альфа эртурлшгше айтарлыктай эсер еткен жок. Пестицидтермен 
емдеу Май буршак ризосферасыныц бактериялык байлыгына айтарлыктай эсер етпегеш 
туралы хабарланды [Nettles et al., 2016]. Алайда, алдыцгы зерттеулерден 
айырмашылыгы, WT жэне TS Май буршак ризосферасыныц бактериялык курамы IPU 
стрессше ушыраган кезде айтарлыктай езгердi. TS Май буршак буршактарыныц
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ризосфералык бактериялык кауымдастыгы стресске тезiмдi IPU болганымен жэне оныц 
ризосфералык бактериялык кауымдастыгыныц курылымы WT Май буршак 
буршактарына караганда тезiрек калпына келтiрiлуi мYмкiн. Себебi TS Май буршаксы 
PPU-ны детоксикациялаган болуы мYмкiн, сондыктан олар ете жаксы есiп, 
ризосфералык бактерияларды езгерту ушш кебiрек тамыр экссудатын бердi. 
Нэтижесшде Май буршакныц TS ризосфералык бактерияларыныц бiрлескен желiсi 
туракты болды, барлык уш кезецде терiс жиектер мен модульдшктщ жогары Yлесi 
болды [Hernandez et al., 2021]. Дегенмен, TS Май буршак буршактары MPS стресс 
жагдайында ризосфералык бактериялар кауымдастыгын калай реттейтЫ элi 
зерттелмеген.

Корытынды
Осы зерттеу бактериялык N -деметилазаныц Май буршакга ауысуы есiмдiктердiц 

IPA-ны тасымалдау жэне ыдырату кабiлетiн жаксарта алатынын керсеттi. Бiз TS Май 
буршак буршактарында MPS болмаган кезде WT Май буршак буршактарымен 
айтарлыктай айырмашылыктар жок екенш керсетлк. Алайда, mps стресс жагдайында TS 
Май буршак буршактары симбиотикалык азотты беютудщ жогары керсетюштерш 
керсетл [тYЙiндердiц жалпы биомассасы 3,4 есе жэне нитрогеназа белсендш л 3,6 есе] 
жэне WT Май буршаксына караганда ризосфералык бактериялар кауымдастыгыныц 
турактылыгын сактау кабiлетiне ие болды [терiс кырлары мен модульдiлiгi жогары]. Бул 
нэтижелер MPS ластанган жерлердi фиторемедиациялау ушш элеуетл биокауiпсiз 
есiмдiк биотехнологиясын камтамасыз етедт
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