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сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 

Масштабный эксперимент по созданию 
плантаций генно-модифицированных тополей 
был проведен в 2011–2017 гг. в штате Орегон 
(США) [20]. 3300 генно-модифицированных то-
полей были высажены на площади 3,6 га и на-
блюдались в течение 7 лет. Задача исследования 
заключалась в том, чтобы проанализировать воз-
можные способы получения стерильных муж-
ских и женских деревьев путем подавления экс-
прессии генов цветения, включая LEAFY, 
AGAMOUS, APETALA1, SHORT VEGETATIVE 
PHASE и FLOWERING LOCUS T.

Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
полевых условиях. Было отмечено, что экологи-
ческие условия посадок оказывали большее 
влияние на скорость роста клонов плантаций, 
нежели сам факт их генетической трансформа-
ции. Не у всех ГМ тополей была обнаружена 
ожидаемая стерильность, которая оставалась 
стабильной в течение всех пяти сезонов наблю-
дения. Выявлено, что не во всех случаях подавле-
ние функции гена, вовлеченного в процессы 
цветения у тополей, обязательно сопровожда-
лось появлением стерильных клонов. Для двух 
генов, LFY и AGAMOUS, эффективность их ген-
ной модификации для получения стерильных 
форм была подтверждена экспериментально.

Ранее были опубликованы результаты экс-
перимента с использованием системы CRISPR/
Cas9, проведенного с целью внести мутации в 

последовательность генов идентичности цвет-
ковой меристемы у тополя – гена LEAFY (LFY) 
и двух ортологов AGAMOUS (AG) [42]. Для мо-
дельного вида генетики древесных P. trichocarpa 
было установлено удвоение последовательности 
всего генома, которое, вероятно, произошло 
примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
чти 8 тысяч генов P. trichocarpa представлены в 
геноме двумя копиями (паралогами) [39]. Таким 
образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
лен в геноме двумя паралогичными последова-
тельностями, в то время как LEAFY – уникален.

Elorriaga с соавт. [14] сконструировали четы-
ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
системы CRISPR/Cas9 вносить целевые измене-
ния (мутации) в последовательности генов LFY и 
AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
доставки конструкций в клетки объекта. В ре-
зультате экспериментов им удалось получить 
сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
шеней. Таким образом, была установлена высо-
кая эффективность использования CRISPR/
Cas9 для нейтрализации генов цветения у топо-
лей и получения стерильных клонов. Эта публи-
кация содержит ценные методические рекомен-
дации, однако в данном исследовании доставка 
C R I S P R / C a s  о с у щ е с т в л я л а с ь  п у т е м 
Agrobacterium-опосредованной генетической 
трансформации, что переводит полученные от-
редактированные растения в категорию ГМО.

Размер генома тополя составляет всего око-
ло 550 Mb (млн пар оснований) [39], полноге-
номная сборка доступна для нескольких видов: 
P. trichocarpa [39], P. euphratica [23], P. tremula [22] 
и P. deltoides [5]. Геномы разных видов Populus 
весьма сходны и коллинеарны [9]. Поэтому для 
выявления последовательностей ДНК, подхо-
дящих в качестве мишени для редактирования с 
целью получения стерильных форм, в качестве 
старта можно использовать последовательность 
гена PLFY у P. trichocarpa (GenBank accession 
number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
рованную в БД Phytozome [17]. 

Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
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клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
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образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
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number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
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Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 

8 9

Труды Са()т-П,т,р-ур.с)0.0 (ауч(0-2ссл,д04ат,льс)0.0 2(ст2тута л,с(0.0 х0зяйст4а № 4, 2022 Сп0с0-ы п0луч,(2я ст,р2ль(ых )л0(04 т0п0ля 2 0с2(ы (Populus ssp.) с 2сп0льз04а(2,м .,((0й 2(ж,(,р22 

сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 

Масштабный эксперимент по созданию 
плантаций генно-модифицированных тополей 
был проведен в 2011–2017 гг. в штате Орегон 
(США) [20]. 3300 генно-модифицированных то-
полей были высажены на площади 3,6 га и на-
блюдались в течение 7 лет. Задача исследования 
заключалась в том, чтобы проанализировать воз-
можные способы получения стерильных муж-
ских и женских деревьев путем подавления экс-
прессии генов цветения, включая LEAFY, 
AGAMOUS, APETALA1, SHORT VEGETATIVE 
PHASE и FLOWERING LOCUS T.

Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
полевых условиях. Было отмечено, что экологи-
ческие условия посадок оказывали большее 
влияние на скорость роста клонов плантаций, 
нежели сам факт их генетической трансформа-
ции. Не у всех ГМ тополей была обнаружена 
ожидаемая стерильность, которая оставалась 
стабильной в течение всех пяти сезонов наблю-
дения. Выявлено, что не во всех случаях подавле-
ние функции гена, вовлеченного в процессы 
цветения у тополей, обязательно сопровожда-
лось появлением стерильных клонов. Для двух 
генов, LFY и AGAMOUS, эффективность их ген-
ной модификации для получения стерильных 
форм была подтверждена экспериментально.

Ранее были опубликованы результаты экс-
перимента с использованием системы CRISPR/
Cas9, проведенного с целью внести мутации в 

последовательность генов идентичности цвет-
ковой меристемы у тополя – гена LEAFY (LFY) 
и двух ортологов AGAMOUS (AG) [42]. Для мо-
дельного вида генетики древесных P. trichocarpa 
было установлено удвоение последовательности 
всего генома, которое, вероятно, произошло 
примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
чти 8 тысяч генов P. trichocarpa представлены в 
геноме двумя копиями (паралогами) [39]. Таким 
образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
лен в геноме двумя паралогичными последова-
тельностями, в то время как LEAFY – уникален.

Elorriaga с соавт. [14] сконструировали четы-
ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
системы CRISPR/Cas9 вносить целевые измене-
ния (мутации) в последовательности генов LFY и 
AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
доставки конструкций в клетки объекта. В ре-
зультате экспериментов им удалось получить 
сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
шеней. Таким образом, была установлена высо-
кая эффективность использования CRISPR/
Cas9 для нейтрализации генов цветения у топо-
лей и получения стерильных клонов. Эта публи-
кация содержит ценные методические рекомен-
дации, однако в данном исследовании доставка 
C R I S P R / C a s  о с у щ е с т в л я л а с ь  п у т е м 
Agrobacterium-опосредованной генетической 
трансформации, что переводит полученные от-
редактированные растения в категорию ГМО.

Размер генома тополя составляет всего око-
ло 550 Mb (млн пар оснований) [39], полноге-
номная сборка доступна для нескольких видов: 
P. trichocarpa [39], P. euphratica [23], P. tremula [22] 
и P. deltoides [5]. Геномы разных видов Populus 
весьма сходны и коллинеарны [9]. Поэтому для 
выявления последовательностей ДНК, подхо-
дящих в качестве мишени для редактирования с 
целью получения стерильных форм, в качестве 
старта можно использовать последовательность 
гена PLFY у P. trichocarpa (GenBank accession 
number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
рованную в БД Phytozome [17]. 

Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 

Масштабный эксперимент по созданию 
плантаций генно-модифицированных тополей 
был проведен в 2011–2017 гг. в штате Орегон 
(США) [20]. 3300 генно-модифицированных то-
полей были высажены на площади 3,6 га и на-
блюдались в течение 7 лет. Задача исследования 
заключалась в том, чтобы проанализировать воз-
можные способы получения стерильных муж-
ских и женских деревьев путем подавления экс-
прессии генов цветения, включая LEAFY, 
AGAMOUS, APETALA1, SHORT VEGETATIVE 
PHASE и FLOWERING LOCUS T.

Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
полевых условиях. Было отмечено, что экологи-
ческие условия посадок оказывали большее 
влияние на скорость роста клонов плантаций, 
нежели сам факт их генетической трансформа-
ции. Не у всех ГМ тополей была обнаружена 
ожидаемая стерильность, которая оставалась 
стабильной в течение всех пяти сезонов наблю-
дения. Выявлено, что не во всех случаях подавле-
ние функции гена, вовлеченного в процессы 
цветения у тополей, обязательно сопровожда-
лось появлением стерильных клонов. Для двух 
генов, LFY и AGAMOUS, эффективность их ген-
ной модификации для получения стерильных 
форм была подтверждена экспериментально.

Ранее были опубликованы результаты экс-
перимента с использованием системы CRISPR/
Cas9, проведенного с целью внести мутации в 

последовательность генов идентичности цвет-
ковой меристемы у тополя – гена LEAFY (LFY) 
и двух ортологов AGAMOUS (AG) [42]. Для мо-
дельного вида генетики древесных P. trichocarpa 
было установлено удвоение последовательности 
всего генома, которое, вероятно, произошло 
примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
чти 8 тысяч генов P. trichocarpa представлены в 
геноме двумя копиями (паралогами) [39]. Таким 
образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
лен в геноме двумя паралогичными последова-
тельностями, в то время как LEAFY – уникален.

Elorriaga с соавт. [14] сконструировали четы-
ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
системы CRISPR/Cas9 вносить целевые измене-
ния (мутации) в последовательности генов LFY и 
AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
доставки конструкций в клетки объекта. В ре-
зультате экспериментов им удалось получить 
сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
шеней. Таким образом, была установлена высо-
кая эффективность использования CRISPR/
Cas9 для нейтрализации генов цветения у топо-
лей и получения стерильных клонов. Эта публи-
кация содержит ценные методические рекомен-
дации, однако в данном исследовании доставка 
C R I S P R / C a s  о с у щ е с т в л я л а с ь  п у т е м 
Agrobacterium-опосредованной генетической 
трансформации, что переводит полученные от-
редактированные растения в категорию ГМО.

Размер генома тополя составляет всего око-
ло 550 Mb (млн пар оснований) [39], полноге-
номная сборка доступна для нескольких видов: 
P. trichocarpa [39], P. euphratica [23], P. tremula [22] 
и P. deltoides [5]. Геномы разных видов Populus 
весьма сходны и коллинеарны [9]. Поэтому для 
выявления последовательностей ДНК, подхо-
дящих в качестве мишени для редактирования с 
целью получения стерильных форм, в качестве 
старта можно использовать последовательность 
гена PLFY у P. trichocarpa (GenBank accession 
number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
рованную в БД Phytozome [17]. 

Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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Ways to produce sterile clones of poplar and aspen (Populus ssp.) using genetic engineering

D.S. Karzhaev, E.D. Safronycheva, V.A. Volkov (Saint Petersburg State Forest Technical 
University; Saint Petersburg Forestry Research Institute)

In recent years, there is an increasing attention to the issues of sustainable forest management. 
One of the promising methods to address these issues is genomic editing. Genomic editing 
currently faces regulatory limitations due to the possible horizontal transfer of genes from edited 
plants into natural ecosystems. This study focuses on the issue of obtaining sterile poplar and 
aspen clones, which are not subject to regulatory restrictions due to the use of genetic engineering 
methods. This article summarizes early studies of flowering genes aimed at creating sterile plants 
through gene modification, Describes experiments to reveal the role of genes in flowering using 
the BARNASE:BARSTAR system, RNA interference and gene editing. The article briefly 
summarizes the principles of CRISPR/Cas editing. Some online resources used to search for 
spacers in the genome of the subject being edited are listed. A method is described for obtaining 
gid RNA inside the pUC57-sgRNA bacterial vector by restriction with BsaI and subsequent spacer 
ligation. Early studies on methods for the delivery of editing constructs into poplar cells are also 
reviewed, and the possibility of their application to free-stranded editing is evaluated. The article 
discusses the significant advantages of the genome editing method over gene modification. 
The results of creating sterile aspens can be widely used as a breeding base for further experiments 
on changing economically valuable traits, and will also help to assess the real potential of using 
gene editing for perennial plants.

Key words: aspen, poplar, genome editing, flowering genes, CRISPR/Cas9, biolistic, PEG-
mediated transformation

Способы получения стерильных клонов тополя и осины (Populus ssp.) с помощью генной ин-
женерии.

Д.С. Каржаев, Е.Д. Сафронычева, В.А. Волков

В последние годы в мире все больше внимания уделяется вопросам неистощимого лесо-
пользования. Одним из перспективных методов решения этих вопросов является геномное 
редактирование. Однако этот метод в настоящий момент сталкивается с регуляторными 
ограничениями из-за возможного горизонтального переноса генов от редактированных 
растений в природные экосистемы. Данное исследование посвящено изучению вопроса 
получения стерильных клонов тополей и осины, не попадающих под такие ограничения, 
несмотря на использование методов генной инженерии при их создании. В статье обобще-
ны ранние исследования генов цветения, направленные на создание стерильных растений 
посредством генной модификации. Описаны эксперименты по выявлению роли генов в 
цветении с использованием BARNASE:BARSTAR системы, РНК интерференции и генно-
го редактирования. В статье кратко обобщены принципы CRISPR/Cas редактирования. 
Перечислены некоторые онлайн-ресурсы, используемые для поиска спейсеров в геноме 
редактируемого объекта. Описан метод получения гидовой РНК внутри бактериального 
вектора pUC57-sgRNA с помощью рестрикции ферментом BsaI и дальнейшего лигирования 
спейсера. Также рассмотрены ранние исследования, посвященные методам доставки ре-
дактирующих конструкций в клетки тополя, дана оценка возможности их применения для 
бесплазмидного редактирования. В статье рассматриваются значительные преимущества 
метода редактирования генома над генной модификацией. Результаты создания стерильных 
осин могут широко использоваться в качестве селекционной базы для проведения дальней-
ших опытов по изменению хозяйственно ценных признаков, а также помогут оценить ре-
альный потенциал использования генного редактирования для многолетних растений.

Ключевые слова: осина, тополь, геномное редактирование, гены цветения, CRISPR/Cas9, 
биолистика, PEG опосредованная трансформация
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Особенности действия гербицидов 
торнадо и анкор-85 на нежелательную 
растительность при создании культур 
сосны и ели методом посева

© А.Б. Егоров, А.М. Постников, Д.А. Шабунин, О.Ю. Бутенко

Features of the tornado and anchor-85 herbicides effect on weeds when creating pine and spruce 
plantations by sowing

A.B. Egorov, A.M. Postnikov, D.A. Shabunin, O.Yu. Butenko (Saint- Petersburg Forestry Research 
Institute)

Coniferous forest plantations created by seeding and their agrotechnical care require special 
attention. Pine and spruce seedlings, due to their small size and slow growth, require high-quality 
protection from competing herbaceous vegetation. Modern herbicides approved for use in forestry 
are highly effective and fully comply with current environmental safety standards. There are 
currently no technological solutions for the use of herbicides when establishing and caring for 
coniferous cultures by seeding. The aim of the work was to determine the possibility of soil treatment 
with herbicides to create forest plantations by sowing encapsulated pine and spruce seeds and of 
carrying out agrotechnical care. The objects of research are forest cultivation areas overgrown with 
unwanted herbaceous vegetation. Based on the results of the experiments, it was established that 
the use of the herbicides Tornado and Ankor-85 allows for the successful establishment of forest 
plantations of pine and spruce by sowing seeds and the implementation of agrotechnical care, 
which ensures their successful growth in the first years of life. During the chemical treatment of the 
area under pine and spruce crops in July- September of the year following the treatment, the high 
effectiveness of the herbicide tornado and its mixture with anchor-85 on undesirable woody and 
shrubby vegetation was noted. Two years after processing, the high degree of suppression of willow, 
aspen and birch was completely preserved. Vegetative renewal and the formation of new shoots in 
hardwoods have not been recorded. During the maintenance of pine and spruce crops with the 
herbicide ankor-85, a slight suppression of woody and shrubby vegetation was noted.
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сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 

Масштабный эксперимент по созданию 
плантаций генно-модифицированных тополей 
был проведен в 2011–2017 гг. в штате Орегон 
(США) [20]. 3300 генно-модифицированных то-
полей были высажены на площади 3,6 га и на-
блюдались в течение 7 лет. Задача исследования 
заключалась в том, чтобы проанализировать воз-
можные способы получения стерильных муж-
ских и женских деревьев путем подавления экс-
прессии генов цветения, включая LEAFY, 
AGAMOUS, APETALA1, SHORT VEGETATIVE 
PHASE и FLOWERING LOCUS T.

Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
полевых условиях. Было отмечено, что экологи-
ческие условия посадок оказывали большее 
влияние на скорость роста клонов плантаций, 
нежели сам факт их генетической трансформа-
ции. Не у всех ГМ тополей была обнаружена 
ожидаемая стерильность, которая оставалась 
стабильной в течение всех пяти сезонов наблю-
дения. Выявлено, что не во всех случаях подавле-
ние функции гена, вовлеченного в процессы 
цветения у тополей, обязательно сопровожда-
лось появлением стерильных клонов. Для двух 
генов, LFY и AGAMOUS, эффективность их ген-
ной модификации для получения стерильных 
форм была подтверждена экспериментально.

Ранее были опубликованы результаты экс-
перимента с использованием системы CRISPR/
Cas9, проведенного с целью внести мутации в 

последовательность генов идентичности цвет-
ковой меристемы у тополя – гена LEAFY (LFY) 
и двух ортологов AGAMOUS (AG) [42]. Для мо-
дельного вида генетики древесных P. trichocarpa 
было установлено удвоение последовательности 
всего генома, которое, вероятно, произошло 
примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
чти 8 тысяч генов P. trichocarpa представлены в 
геноме двумя копиями (паралогами) [39]. Таким 
образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
лен в геноме двумя паралогичными последова-
тельностями, в то время как LEAFY – уникален.

Elorriaga с соавт. [14] сконструировали четы-
ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
системы CRISPR/Cas9 вносить целевые измене-
ния (мутации) в последовательности генов LFY и 
AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
доставки конструкций в клетки объекта. В ре-
зультате экспериментов им удалось получить 
сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
шеней. Таким образом, была установлена высо-
кая эффективность использования CRISPR/
Cas9 для нейтрализации генов цветения у топо-
лей и получения стерильных клонов. Эта публи-
кация содержит ценные методические рекомен-
дации, однако в данном исследовании доставка 
C R I S P R / C a s  о с у щ е с т в л я л а с ь  п у т е м 
Agrobacterium-опосредованной генетической 
трансформации, что переводит полученные от-
редактированные растения в категорию ГМО.

Размер генома тополя составляет всего око-
ло 550 Mb (млн пар оснований) [39], полноге-
номная сборка доступна для нескольких видов: 
P. trichocarpa [39], P. euphratica [23], P. tremula [22] 
и P. deltoides [5]. Геномы разных видов Populus 
весьма сходны и коллинеарны [9]. Поэтому для 
выявления последовательностей ДНК, подхо-
дящих в качестве мишени для редактирования с 
целью получения стерильных форм, в качестве 
старта можно использовать последовательность 
гена PLFY у P. trichocarpa (GenBank accession 
number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
рованную в БД Phytozome [17]. 

Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 

Масштабный эксперимент по созданию 
плантаций генно-модифицированных тополей 
был проведен в 2011–2017 гг. в штате Орегон 
(США) [20]. 3300 генно-модифицированных то-
полей были высажены на площади 3,6 га и на-
блюдались в течение 7 лет. Задача исследования 
заключалась в том, чтобы проанализировать воз-
можные способы получения стерильных муж-
ских и женских деревьев путем подавления экс-
прессии генов цветения, включая LEAFY, 
AGAMOUS, APETALA1, SHORT VEGETATIVE 
PHASE и FLOWERING LOCUS T.

Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
полевых условиях. Было отмечено, что экологи-
ческие условия посадок оказывали большее 
влияние на скорость роста клонов плантаций, 
нежели сам факт их генетической трансформа-
ции. Не у всех ГМ тополей была обнаружена 
ожидаемая стерильность, которая оставалась 
стабильной в течение всех пяти сезонов наблю-
дения. Выявлено, что не во всех случаях подавле-
ние функции гена, вовлеченного в процессы 
цветения у тополей, обязательно сопровожда-
лось появлением стерильных клонов. Для двух 
генов, LFY и AGAMOUS, эффективность их ген-
ной модификации для получения стерильных 
форм была подтверждена экспериментально.

Ранее были опубликованы результаты экс-
перимента с использованием системы CRISPR/
Cas9, проведенного с целью внести мутации в 

последовательность генов идентичности цвет-
ковой меристемы у тополя – гена LEAFY (LFY) 
и двух ортологов AGAMOUS (AG) [42]. Для мо-
дельного вида генетики древесных P. trichocarpa 
было установлено удвоение последовательности 
всего генома, которое, вероятно, произошло 
примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
чти 8 тысяч генов P. trichocarpa представлены в 
геноме двумя копиями (паралогами) [39]. Таким 
образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
лен в геноме двумя паралогичными последова-
тельностями, в то время как LEAFY – уникален.

Elorriaga с соавт. [14] сконструировали четы-
ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
системы CRISPR/Cas9 вносить целевые измене-
ния (мутации) в последовательности генов LFY и 
AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
доставки конструкций в клетки объекта. В ре-
зультате экспериментов им удалось получить 
сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
шеней. Таким образом, была установлена высо-
кая эффективность использования CRISPR/
Cas9 для нейтрализации генов цветения у топо-
лей и получения стерильных клонов. Эта публи-
кация содержит ценные методические рекомен-
дации, однако в данном исследовании доставка 
C R I S P R / C a s  о с у щ е с т в л я л а с ь  п у т е м 
Agrobacterium-опосредованной генетической 
трансформации, что переводит полученные от-
редактированные растения в категорию ГМО.

Размер генома тополя составляет всего око-
ло 550 Mb (млн пар оснований) [39], полноге-
номная сборка доступна для нескольких видов: 
P. trichocarpa [39], P. euphratica [23], P. tremula [22] 
и P. deltoides [5]. Геномы разных видов Populus 
весьма сходны и коллинеарны [9]. Поэтому для 
выявления последовательностей ДНК, подхо-
дящих в качестве мишени для редактирования с 
целью получения стерильных форм, в качестве 
старта можно использовать последовательность 
гена PLFY у P. trichocarpa (GenBank accession 
number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
рованную в БД Phytozome [17]. 

Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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сия гена BARNASE осуществляется под контро-
лем тапетум-специфичного промотора в микро-
спорангиях с целью получения растений с муж-
ской стерильностью [26, 33].

Разработан также протокол получения ГМО 
для березы (Betula pendula) с использованием кон-
струкции BpFULL1::BARNASE. П осле трансфор-
мации такой конструкции ген BARNASE экс-
прессируется в тканях соцветий под контролем 
ткане-специфичного  промотора  гена 
BpFRUITFULL-LIKE1 (BpFULL1, Bp-MADS5), 
отвечающего за ранние стадии развития соцветия 
у березы [21]. Аналогичная работа была выполне-
на и для гибридов тополей Populus tremula ×  Populus 
tremuloides, где ген BARNASE экспрессировался 
под контролем тапетум-специфичного TA29 про-
мотора [14]. Примечательно, что хотя стерильные 
трансгенные тополя и были получены, прирост 
объема их древесины был на 40 % меньше, чем у 
контроля. Есть и другие сообщения о том, что 
из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

Еще одна стратегия – метод РНК-интерфе-
ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
[19] использовали РНК-интерференцию для 
подавления экспрессии гена LEAFY (LFY) у то-
поля белого (Populus alba). Этот ген выполняет 
ключевую функцию в формировании цветка. 
Соцветия у тополя образуются на конце верху-
шечного побега за счет того, что верхушечная 
меристема переключается на формирование 
тканей цветка, а не вегетативного побега. У ара-
бидопсиса полная потеря функции гена LEAFY 
ведет к тому, что вместо цветковых меристем 
закладываются вегетативные структуры. В то же 
время уменьшение экспрессии этого гена со-
кращает количество нормально развитых цвет-

ков и стимулирует частичное преобразование 
тканей цветка в листоподобные структуры [28]. 

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 

Масштабный эксперимент по созданию 
плантаций генно-модифицированных тополей 
был проведен в 2011–2017 гг. в штате Орегон 
(США) [20]. 3300 генно-модифицированных то-
полей были высажены на площади 3,6 га и на-
блюдались в течение 7 лет. Задача исследования 
заключалась в том, чтобы проанализировать воз-
можные способы получения стерильных муж-
ских и женских деревьев путем подавления экс-
прессии генов цветения, включая LEAFY, 
AGAMOUS, APETALA1, SHORT VEGETATIVE 
PHASE и FLOWERING LOCUS T.

Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
полевых условиях. Было отмечено, что экологи-
ческие условия посадок оказывали большее 
влияние на скорость роста клонов плантаций, 
нежели сам факт их генетической трансформа-
ции. Не у всех ГМ тополей была обнаружена 
ожидаемая стерильность, которая оставалась 
стабильной в течение всех пяти сезонов наблю-
дения. Выявлено, что не во всех случаях подавле-
ние функции гена, вовлеченного в процессы 
цветения у тополей, обязательно сопровожда-
лось появлением стерильных клонов. Для двух 
генов, LFY и AGAMOUS, эффективность их ген-
ной модификации для получения стерильных 
форм была подтверждена экспериментально.

Ранее были опубликованы результаты экс-
перимента с использованием системы CRISPR/
Cas9, проведенного с целью внести мутации в 

последовательность генов идентичности цвет-
ковой меристемы у тополя – гена LEAFY (LFY) 
и двух ортологов AGAMOUS (AG) [42]. Для мо-
дельного вида генетики древесных P. trichocarpa 
было установлено удвоение последовательности 
всего генома, которое, вероятно, произошло 
примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
чти 8 тысяч генов P. trichocarpa представлены в 
геноме двумя копиями (паралогами) [39]. Таким 
образом, ген AGAMOUS (AG) также представ-
лен в геноме двумя паралогичными последова-
тельностями, в то время как LEAFY – уникален.

Elorriaga с соавт. [14] сконструировали четы-
ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
системы CRISPR/Cas9 вносить целевые измене-
ния (мутации) в последовательности генов LFY и 
AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
доставки конструкций в клетки объекта. В ре-
зультате экспериментов им удалось получить 
сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
шеней. Таким образом, была установлена высо-
кая эффективность использования CRISPR/
Cas9 для нейтрализации генов цветения у топо-
лей и получения стерильных клонов. Эта публи-
кация содержит ценные методические рекомен-
дации, однако в данном исследовании доставка 
C R I S P R / C a s  о с у щ е с т в л я л а с ь  п у т е м 
Agrobacterium-опосредованной генетической 
трансформации, что переводит полученные от-
редактированные растения в категорию ГМО.

Размер генома тополя составляет всего око-
ло 550 Mb (млн пар оснований) [39], полноге-
номная сборка доступна для нескольких видов: 
P. trichocarpa [39], P. euphratica [23], P. tremula [22] 
и P. deltoides [5]. Геномы разных видов Populus 
весьма сходны и коллинеарны [9]. Поэтому для 
выявления последовательностей ДНК, подхо-
дящих в качестве мишени для редактирования с 
целью получения стерильных форм, в качестве 
старта можно использовать последовательность 
гена PLFY у P. trichocarpa (GenBank accession 
number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
ного гену LEAFY в геноме Arabidopsis, депони-
рованную в БД Phytozome [17]. 

Метод конструирования гидовых РНК 
для генов-мишеней при использовании 
системы CRISPR/Cas9
Дезоксирибонуклеаза Cas9 (CRISPR 

associated protein 9) – компонент иммунитета 
бактерий, который обеспечивает их защиту от 
чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
ная особенность этого фермента заключается в 
том, что его специфичность можно программи-
ровать с помощью особой crРНК (CRISPR 
РНК). При этом для каталитической активно-
сти нуклеазы Cas9 нужна еще одна РНК – 
tracrРНК (trans-activating CRISPR РНК), кото-
рая частично комплементарна crРНК.

Рибонуклеопротеиновый комплекс Cas9/
crРНК/tracrРНК способен распознавать участ-
ки ДНК, идентичные 20 нуклеотидам на 5’-кон-
це crРНК. Эти нуклеотиды и составляют целевую 
последовательность редактируемого гена (или 
спейсер). При этом важно, чтобы к 5’-концу этой 
20-нуклеотидной последовательности (спейсера) 
непосредственно примыкал так называемый 
PAM-мотив, распознаваемый Cas нуклеазой (на-
пример, CCN, в случае нуклеазы Cas9 бактерии 
Streptococcus pyogenes). Распознав PAM-мотив, бе-
лок Cas9 связывается с ним, а затем расщепляет 
обе цепи ДНК между 3 и 4 нуклеотидом (если счи-
тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).

Направляющая РНК состоит из двух компо-
нентов. Первый – консервативный компонент – 
включает последовательность crРНК (CRISPR 
РНК), подобную повторяющимся палиндромам 
в бактериальной клетке, переходящую в после-
довательность тракрРНК (tracrRNA) – транс-ак-
тивирующую РНК, необходимую для присоеди-
нения Cas9. В современных конструкциях после-
довательности crРНК и тракрРНК объединены в 
единую последовательность – sgRNA скаффолд 
(single guide RNA scaffold). Вторая «часть» на-
правляющей РНК – вариабельная, называемая 
спейсером, синтезируется комплементарно вы-
бранному участку редактируемого гена и состоит 
из 17–20 нуклеотидов.

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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Особенности действия гербицидов торнадо и анкор-85 на нежелательную растительность  
при создании культур сосны и ели методом посева

А.Б. Егоров, А.М. Постников, Д.А. Шабунин, О.Ю. Бутенко

Создание лесных культур хвой ных пород методом посева и дальнейший уход за ними 
требует особого внимания к проведению качественного устранения конкурирующей 
травянистой растительности из-за небольшого размера и медленного роста всходов со-
сны и ели. Современные гербициды, разрешенные к применению в лесном хозяйстве, 
высокоэффективны, а также полностью соответствуют действующим нормам экологи-
ческой безопасности. Технологических решений применения гербицидов при закладке 
и уходах за культурами хвой ных пород методом посева в настоящий момент нет. Целью 
работы было определение возможности проведения обработки почвы гербицидами для 
создания лесных культур методом посева капсулированных семян сосны и ели и проведе-
ния агротехнических уходов. Объекты исследований – заросшие нежелательной травя-
нистой растительностью лесокультурные площади. По результатам опытов установлено, 
что применение гербицидов Торнадо и Анкор-85 позволяет успешно заложить методом 
посева семян лесные культуры сосны и ели, а также осуществить агротехнические уходы 
за ними, обеспечивающие успешный их рост в первые годы жизни. При химической обра-
ботке площади под посев сосны и ели в июле июле-сентябре следующего после проведе-
ния обработки года отмечена высокая эффективность действия гербицида торнадо и его 
смеси с анкором-85 на нежелательную древесно- кустарниковую растительность. Через 
два года после обработки высокая степень подавления ивы, осины и березы полностью 
сохранилась. Вегетативного возобновления и образования новых побегов у лиственных 
пород не зафиксировано. При проведении уходов за посевами сосны и ели гербицидом 
анкор-85 отмечено незначительное угнетение древесно- кустарниковой растительности.

Ключевые слова: капсулированные семена, лесные культуры, посев, древесно- 
кустарниковая растительность, агротехнический уход, гербициды, эффективность
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