
4 5

www.journal.spb-niilh.ru
ISSN 2079-6080

www.journal.spb-niilh.ru
ISSN 2079-6080

DOI: 10.21178/2079–6080.2026.1.5
рбу 630.165:575.826:630*235.2

АШбОЮБЕПЕИ мШэ,Шф.йН,Пф.1 эЮНфН, Нм.фИ, 
2НЛ,ШйФ3.юм1 2йНЖШЛОйШ йШЛПэЕ.йН,Пф.1 
ФШфП LEAFY

© (.ч. -Пй)ПШ,1, Г.щ. З.м1, (.Я. 0П9Оф.ф1, О.Ю. БОЕШфэН1, 
Е.-. ПНЕНэ.фП1,2

Results of sequencing of aspen clones after editing of the LEAFY gene

D.S. Karzhaev, M.V. Tis, D.A. Shabunin, O.Yu. Butenko, E.K. Potokina (Saint-Petersburg 
Forestry Research Institute; Saint-Petersburg State Forest Technical University named after 
S.M. Kirov)

In most countries, the improvement of tree species traits still relies on traditional classical breeding 
methods, whereas in some developed or leading countries, this challenge is increasingly addressed 
by employing genetic engineering techniques. The first research into genetically modifying trees 
began in the United States in 1987, while the large-scale industrial application of genetically 
modified trees was first introduced in China in 2002. However, there are concerns regarding 
the potential uncontrolled spread of modified trees and their possible displacement of natural 
species. This study aimed at selecting aspen lines with an edited region of the LEAFY gene, known 
for its involvement in the formation of inflorescences. Genotyping was performed on 227 samples 
of genetically modified aspen clones. A genomic library was created for sequencing using 250 bp 
paired-end MiSeq (Illumina, USA) protocols. Softwear were used: FastQC is used for a quality 
control of high throughput sequence data, Trimmomatic – a flexible read trimming tool for 
Illumina NGS data and CRISPResso2 – for the analyzing deep sequencing data, enabling rapid 
and intuitive interpretation of genome editing experiments. Some samples exhibited alleles with 
induced polymorphism at the target locus. Additionally, samples containing a two-nucleotide 
deletion (GA/-) at the target site were identified. Samples with the mutations described above are 
chimeric. Sequencing revealed that CRISPR/Cas9-induced mutations in the target gene occurred 
in seven plants. These plants serve as candidates for additional studies and vegetative reproduction 
to develop experimental forest cultures.
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8.9. :(КШ(ф,, Ю.Б. Е.ш, 8.ю. э(AС-.-, B.C. DСхф-Д0, E.:. Л0х0Д.-(

р-0пюйо.й счл8сич в6йчйсозя 9л6лв ч ,л-ью.осичй си61о 9л-96йЖой70 96л.сялв.и с 9л-
7л)ьC с6йвсич 2-1сс.пйс2л8 сй-й2ф.лоол8 61,лиз, лво12л ч 9й6йвлчзя – 3и1 96л,-й71 
6йю1йисм 0Жй с 9л7л)ьC 7йилвлч хйоол8 .оЖйой6... 4й6чзй .сс-йвлч1о.м ч л,-1си. 
хйойи.пйс2л8 7лв.ц.21ф.. вй6йчьйч о1п1-.сь ч 1987 хлв0 ч ыМI, 1 71сслчлй 96л7зю-
-йоолй 96.7йойо.й хйойи.пйс2. 7лв.ц.ф.6лч1оозя вй6йчьйч ч9й6чзй ,з-л 6й1-.длч1ол 
ч у.и1й ч 2002 хлв0. /во12л с0)йсич0Cи л91сйо.м ой2лои6л-.60й7лхл 61с96лси61ойо.м 
7лв.ц.ф.6лч1оозя вй6йчьйч . чзийсойо.м .7. йсийсичйоозя ч.влч. ( счмд. с пй7 фй-ьC 
в1оол8 61,лиз ,з-л 96лчйвйо.й ли,л61 -.о.8 лс.оз с ли6йв12и.6лч1ооз7 0п1си2л7 хйо1 
LEAFY, 2лил6з8 0п1сич0йи ч цл67.6лч1о.. слфчйи.8. б-м 3илхл ,з-л 96лчйвйол хйоли.-
9.6лч1о.й 227 л,61дфлч .д 2л--й2ф.. 2-лолч лс.оз, 9лвчй6хо0изя 96лфйв06й 6йв12и.-
6лч1о.м, 1 д1ий7 слдв1о1 б5у-,.,-.лий21, сй2чйо.6лч1о.й 2лил6л8 96лчлв.-лсь о1 чз-
сл2л96л.дчлв.ий-ьол7 сй2чйо1ил6й MiSeq (Illumina, ыМI) ч 6йЖ.7й 916озя 96лпийо.8 
с в-.ол8 250 9.о. Iо1-.д 21пйсич1 9л-0пйоозя в1оозя 96лчлв.-см с 9л7л)ьC 912йи1 
FastQC, и6.77.ох 96лпийо.8 – с .с9л-ьдлч1о.й7 96лх6177з Trimmomatic, 1 1о1-.д 6й-
д0-ьи1илч сй2чйо.6лч1о.м – с 9л7л)ьC 9189-18о1 CRISPResso2. Цз-. л,о160Жйоз л,-
61дфз, 2лил6зй слвй6Ж1-. 1--й-., .7йC).й .ов0ф.6лч1ооз8 9л-.7л6ц.д7 ч фй-йчл7 
-л20сй. I и12Жй ,з-. л,о160Жйоз 61сийо.м, слвй6Ж1).й вй-йф.C ч вч1 о02-йли.в1 (GA/-)
 ч фй-йчл7 с18ий. 4л-0пйоозй в1оозй сч.вйий-ьсич0Cи л ил7, пил л,61дфз, ойс0).й л9.-
с1оозй 70и1ф.., мч-мCисм я.7й6оз7.. ( .илхй 9л в1ооз7 сй2чйо.6лч1о.м 0 7 61сийо.8 
,з-. .вйои.ц.ф.6лч1оз CRISPR/Cas9-.ов0ф.6лч1оозй 70и1ф.. ч фй-йчл7 хйой. ши. 
61сийо.м мч-мCисм 21ов.в1и17. в-м в1-ьой8ю.я 32с9й6.7йоилч . чйхйи1и.чолхл 61д7ол-
Жйо.м с фй-ьC слдв1о.м 32с9й6.7йои1-ьозя -йсозя 20-ьи06.
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Б,фМф-.ф
( ,л-ью.осичй д160,йЖозя си61о .д7й-

ойо.м счл8сич в6йчйсозя 9л6лв 9л-96йЖой70 
96л.сялвми с 9л7л)ьC с6йвсич 2-1сс.пйс2л8 
сй-й2ф.лоол8 61,лиз, лво12л ч о1.,л-йй 9й-
6йвлчзя – 3и1 96л,-й71 6йю1йисм 0Жй с 9л7л-
)ьC 7йилвлч хйоол8 .оЖйой6... у лсолчоз7 
о1961ч-йо.м7 7лв.ц.21ф.. лиолсмисм и12.й, 
212 0сил8п.члсиь 2 ч6йв.ий-м7 . ,л-йдом7, 
.д7йойо.м слвй6Ж1о.м -.хо.о1 . фй--C-лдз, 
0с2л6йооз8 6лси . 1в19и1ф.м 2 2-.71и0.

4й6чзй .сс-йвлч1о.м ч л,-1си. хйойи.-
пйс2л8 7лв.ц.21ф.. вй6йчьйч о1п1-.сь ч 
1987 хлв0 ч ыМI, хвй ,з-1 96лчйвйо1 0с9йю-
о1м и61осцл671ф.м 2-ло1 ил9л-м NC-5339 
(P. alba × P. grandidentata), хйол7 с.ои1дз, 
96.в1C).7 0сил8п.члсиь 2 хй6,.ф.в0 х-.цл-
с1и0 [6]. L1сслчлй Жй 96л7зю-йоолй 96.7й-
ойо.й и12.я вй6йчьйч ч9й6чзй ,з-л 6й1-.дл-
ч1ол ч у.и1й ч 2002 хлв0.

/солчоз7. л,Sй2и17. хйойи.пйс2л8 7л-
в.ц.21ф.. с6йв. в6йчйсозя 9л6лв мч-мCисм: 
ил9л-ь (,зси6л61си0)1м 9л6лв1 с чзсл2л8 
96лв02и.чолсиьC), 3ч21-.9и (фйоо1м 9л6лв1 
в-м фй--C-лдол-,071Жол8 96л7зю-йоол-
си.), слсо1 (ю.6л2л 61с96лси61оAоо1м -йсл-
л,61д0C)1м 9л6лв1), 1 и12Жй ,й6йд1 . лс.о1 
(9л6лвз с 0с2л6йооз7 6лсил7).

( 9-1ой 9612и.пйс2лхл 96.7йойо.м о1.,л-
-йй 0с9йюоз7 96.7й6л7 мч-мйисм 2.и18с2.8 
96лй2и 9л чз61).ч1о.C хйойи.пйс2. 7лв.ц.-
ф.6лч1оозя ил9л-й8, 0сил8п.чзя 2 о1сй2л-
7з7-ч6йв.ий-м7 ,-1хлв16м с.оийд0 Bt-ил2с.о1, 
2лил6зя о1 сйхлвомюо.8 вйоь чзс1Жйол л2л-л 
1,4 7-о юи02 [12]. ( Ц61д.-.. и12Жй 61д6йюйол 
961ч.ий-ьсичл7 чз61).ч1о.й ч 2л77й6пйс2.я 
фй-мя хйоол-7лв.ц.ф.6лч1оозя 3ч21-.9илч, 
2лил6зй о1 20 % 96йчлсялвми 9л с2л6лси. 6лси1 
-0пю.й 2-лоз, 9л-0пйоозй 7йилв17. и61в.ф.-
лоол8 сй-й2ф.., пил . 96.чй-л ч 2015 хлв0 2 
слдв1о.C 2609ол71сюи1,озя 2л77й6пйс2.я 
9-1ои1ф.8. (з61).ч1Cисм ло. в-м 96л.дчлв-
сич1 чл-л2о1, .с9л-ьд0й7лхл ч фй--C-лдол-,0-
71Жол8 96л7зю-йоолси. [3].

/во12л ой-ьдм д1,зч1иь . л, 32л-лх.пй-
с2.я 1с9й2и1я .я чойв6йо.м ч 96.6лвозй 32л-

с.сий7з [7]. /солчозй л91сйо.м счмд1оз сл 
с9лсл,олсиьC 2 61д7олЖйо.C 7лв.ц.ф.6л-
ч1оозя вй6йчьйч, члд7лЖоз7 .я 61с96лси61-
ойо.й7 ч 96.6лвозя 32лс.сий71я . чзийсой-
о.й7 йсийсичйоозя ч.влч, пил с9лсл,ол 9л-
ч-.миь о1 ,.л61долл,61д.й 96.6лвозя 32лс.-
сий7. I и12Жй .7йCисм 6.с2. .я с26й).ч1о.м 
с в.2л61си0).7. ч.в17. . ой2лои6л-.60й-
7лхл 61с96лси61ойо.м 7лв.ц.ф.6лч1оозя 
хйолч.

5йс7ли6м о1 с0)йсич0C).й л91сйо.м, 
хйойи.пйс21м 7лв.ц.21ф.м вй6йчьйч ли26з-
ч1йи до1п.ий-ьозй 9й6с9й2и.чз в-м -йсол8 
ли61с-., 96. л,мд1ий-ьол7 и)1ий-ьол7 2ло-
и6л-й . лфйо2й 32л-лх.пйс2.я 9лс-йвсич.8 .я 
96.7йойо.м. 51 в1ооз8 7л7йои 2л77й6пй-
с2лй .с9л-ьдлч1о.й хйойи.пйс2. 7лв.ц.ф.-
6лч1оозя вй6йчьйч лх61о.пйол, д1 .с2-Cпй-
о.й7 ливй-ьозя 96лй2илч ч у.и1й . Ц61д.-
-...

Fй-ь 96лчйвйоолхл .сс-йвлч1о.м – л96й-
вй-.иь CRISPR/Cas9-.ов0ф.6лч1оозй 70и1-
ф.. ч хйой LEAFY ч 2-ло1я лс.оз, 9лвчй6х-
ю.ясм 96лфйв06й 6йв12и.6лч1о.м.

Юфх0М.Д( .шшбфМ0,(-.ж
BзЮфш1,зТ ЕШ1шжшЗь5 йФD
б-м чзмч-йо.м 61сийо.8, ч хйол7й 2лил-

6зя  96.с0исич0йи  6йв12и.6лч1ооз8  хйо 
LEAFY, ,з-л 96лчйвйол хйоли.9.6лч1о.й 
227 л,61дфлч .д 2л--й2ф.. 2-лолч лс.оз 
ы4,5NNэW (6.с. 1). б-м 3илхл ,з- лил,61о 
-.силчл8 71ий6.1-, 2лил6з8 я61о.-см ч 7л-
6лд.-ьол8 217й6й 96. –80 °ы вл 7л7йои1 
96лчйвйо.м 1о1-.длч.

(звй-йо.й б5у 96лчлв.-. с 9л7л)ьC 
7лв.ц.ф.6лч1оолхл CTAB-7йилв1 [11]. б-м 
3илхл 96.7й6ол 160 7х -.силчлхл 71ий6.1-1 
9й6йолс.-. ч 2 7- 96л,.620 . д17л61Ж.ч1-. 
ч Ж.в2л7 1длий ч ийпйо.й 15 7.о0и, 9лс-й пйхл 
71ий6.1- 9й6й71-зч1-. с 9л7л)ьC вч0я сий2-
-моозя ю16.2лч в.17йи6л7 5 77 ч хл7лхйо.-
д1ил6й Precellys 24 (Bertin Technologies, ыМI) 
96. 4,0 изс. л,/7.о ч ийпйо.й 45 с. P1ий7 2 
хл7лхйо.д.6лч1оол70 71ий6.1-0 вл,1ч-м-. 
900 72- 7лв.ц.ф.6лч1оолхл CTAB-,0цй61 

(2 % CTAB 71сс1/л,Sй7, 20 7L EDTA pH 8,0, 
1,4 L NaCl, 100 7M tris-HCl pH 8,0, 5 7M 1с-
2л6,.олчл8 2.с-лиз, 4 7M в.3и.-в.и.л216-
,171и о1и6.м . 2 % 9л-.ч.о.-9.66л-.-
вло-40), 3,2 72- 7й6219ил3и1ол-1 . 0,5 72- 
ж5у1дз I, 9лс-й пйхл 9й6й7йю.ч1-. с 9л7л-
)ьC чл6ий2с1 V-1 plus (BioSan, э1ич.м) ч ий-
пйо.. 5 с. 4л-0пйоо0C с7йсь .о20,.6лч1-. ч 
ий67люй82й6й 96. ий79й61и06й +37 °C ч ийпй-
о.й 15 7.о0и в-м цй67йои1и.чолхл 61с)й9-й-
о.м ж5у, д1ий7 ий79й61и060 9лчзю1-. вл 
+65 °C . .о20,.6лч1-. ч ийпйо.й 45 7.о0и. ( 
21Жв0C 96л,.620 вл,1ч-м-. 32ч.ч1-йоиоз8 
л,Sй7 я-л6лцл67-.дл17.-лчл8 (24:1) с7йс., 
9лс-й пйхл йй 9й6й7йю.ч1-. с 9л7л)ьC 70-ь-
и.6ли1ил61 Grant Bio PTR 360° (BioSan, э1и-
ч.м) ч ийпйо.й 5 7.о0и. 46л,.62. фйои6.ц0-
х.6лч1-. с 9л7л)ьC 96.,л61 D1524R (DLAB 
Scientific, у.и18) 96. 10 изс. л,/7.о ч ийпй-
о.й 15 7.о0и 96. 2л7о1иол8 ий79й61и06й, 
д1ий7 чй6яомм ц1д1 61сичл61 9й6йолс.-1сь ч 
сий6.-ьо0C 1,5 7- 96л,.620. 46лфйв061 9л 
лп.си2й с 9л7л)ьC я-л6лцл67 .дл17.-лчл8 
с7йс. 9лчил6м-1сь вч1Жвз. у 9й6йойсйоол8 
ц1дй вл,1ч-м-. 0,8 ли л,Sй71 ля-1Жвйоолхл 
.дл96л9.-лчлхл с9.6и1, 9й6й7йю.ч1-. 9й6й-
чл61п.ч1о.й7 . 9лил7 ля-1Жв1-. ч 2й-ьч.о1-
ил6й 96. –80 °C ч ийпйо.й 15 7.о0и. P1ий7 

фйои6.ц0х.6лч1-. 96. 12 изс. л,/7.о ч ийпй-
о.й 15 7.о0и 96. –20 °C, 9лс-й пйхл с09й6о1-
и1ои чз-.ч1-см. /с1вл2 96л7зч1-. 80 % 3и.-
-лчз7 с9.6ил7, . фйои6.ц0х.6лч1-. 96. 
15 изс. л,/7.о ч ийпйо.й 5 7.о0и 96. 2л7о1и-
ол8 ий79й61и06й. ы9.6и 0в1-м-. 1с9.61ил-
6л7 FTA-1 (BioSan, э1ич.м), лс1вл2 чзс0ю.-
ч1-. ли лси1и2лч с9.6и1 ч ийпйо.й 5 7.о0и 96. 
2л7о1иол8 ий79й61и06й. P1ий7 61сичл6м-. ч 
50 72- члвз . 9й6й7йю.ч1-. с 9л7л)ьC чл6-
ий2с1 ч ийпйо.й 30 7.о0и.

Y.сили1 . 2лофйои61ф.м чзвй-йоол8 
б5у л96йвй-м-1сь с 9л7л)ьC с9й2и6лцлил-
7йи61 SPECTROstar NANO (BMG LABTECH, 
Bй671о.м).

/,61дфз с сллиолюйо.й7 9лх-л)йо.м 61с-
ичл6лч о1 в-.о1я чл-о 260 . 280 о7 ,л-ьюй 1,8 
сп.и1-.сь п.сиз7., . йс-. 96. 3ил7 .7й-. 
2лофйои61ф.C ,л-йй 20 ох/72-, – 96.хлвоз7. 
в-м в1-ьой8ю.я .сс-йвлч1о.8. @й, 2лил6зй ой 
96лялв.-. 9л 3и.7 26.ий6.м7, лс1Жв1-. 10 L 
1фйи1ил7 177ло.м, 9лс-й пйхл .д7й6м-. солч1, 
., йс-. сллиолюйо.й 9лх-л)йо.м ой 0-0пю.-
-лсь, б5у чзвй-м-1сь д1олчл.

(зсл2л7л-й20-м6олсиь 9л-0пйоол8 б5у 
л96йвй-м-1сь  7йилвл7  3-й2и6лцл6йд1  ч 
1 % 1х16лдол7 хй-й о1 лсолчй TBE ,0цй61 96. 
о196мЖйо.. 90 V ч ийпйо.й 45 7.о0и. ш-й2-

ж.с. 1. ул--й2ф.м 2-лолч лс.оз, 9лвчй6хо0изя 96лфйв06й 6йв12и.6лч1о.м хйо1 LEAFY
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и6лцл6йх61771 9л-0п1-1сь с 9л7л)ьC с.сий-
7з  хй-ь-вл207йои1ф..  ChemiDoc MP 
(BioRad, ыМI). б-м ч.д01-.д1ф.. 61с96йвй-
-йо.м б5у ч 21пйсичй .оий621-.60C)йхл 
261с.ий-м .с9л-ьдлч1-см ,6л7.сиз8 3и.в.8. 
4л 6йд0-ьи1и17 .я 1о1-.д1 л,61дфз, .7йC).й 
чзсл2л7л-й20-м6оз8 96лв02и 61д7й6л7 
> 20000 9.л. сп.и1-.сь чзсл2л7л-й20-м6оз7. 

. 9лвялвм).7. в-м с-йв0C)йхл 3и191 .сс-й-
влч1о.м.

51 6.с0о2й 2 96йвси1ч-йо1 3-й2и6лцл6й-
х61771 12 л,61дфлч чзвй-йоол8 б5у. ( чй6я-
ой8 п1си. 21Жвл8 .д вл6лЖй2 96.с0исич0йи 
чзсл2л7л-й20-м6о1м ц612ф.м, 61д7й6л7 л2л-
-л 20000 9.л., йй о1-.п.й 021дзч1йи о1 0с9йю-
олсиь чзвй-йо.м 96й9161и1 б5у.

1–12 – л,61дфз б5у лс.оз; 13 – 7162й6 в-.о б5у 1000 9.л.

ж.с. 2. ш-й2и6лцл6йх61771 л,61дфлч б5у лс.о

дEьFТЗьш йФD-AьAжьЮДшБь 1ж5 FшБЕшЗьзЮ-
ЕТЗь5 ,.ТFДБТ GшЗЮ2Т БжЮЗЮЕ ЮFьЗШ, EЮ1ЕшзG4ш-
GЮF5 EзЮфш1,зш зш1ТБДьзЮЕТЗь5

ый2чйо.6лч1о.й б5у-,.,-.лий2. 96л-
члв.-лсь о1 чзсл2л96л.дчлв.ий-ьол7 сй2чй-
о1ил6й MiSeq (Illumina, ыМI) ч 6йЖ.7й 916-
озя 96лпийо.8 с в-.ол8 250 9.о. Ц162лв.6л-
ч1о.й л,61дфлч 96лчлв.-лсь с .с9л-ьдлч1о.-
й7 7йилв1 GTseq [4]. 46. 9лвхлилч2й ,.,-.л-
ий2. фй-йчл8 0п1сил2 6йв12и.6лч1оолхл хйо1 
LEAFY л,лх1)1-см с 9л7л)ьC 4Fж-6й12ф.. 

с .с9л-ьдлч1о.й7 с9йф.ц.позя 96187й6лч, 
2лил6зй о1 5’-2лофй слвй6Ж1-. 1в19ий6з, хл-
7л-лх.позй 9лс-йвлч1ий-ьолси. 3’-2лоф1 
,162лвлч GTseq. (л чсйя 96лфйв061я 9лвхл-
илч2. б5у-,.,-.лий2. .с9л-ьдлч1-1сь чз-
сл2лилпо1м б5у-9л-.7й61д1 Phusion HF 
(и1,-. 1).

( 21пйсичй 71и6.фз в-м 96лчйвйо.м 9й6-
чл8 4Fж .с9л-ьдлч1-. 2 72- чзвй-йоол8 
б5у. I79-.ц.21ф.м 96лчлв.-1сь слх-1сол 
96лил2л-0, 96йвси1ч-йоол70 ч и1,-.фй 2.

@1,-.ф1 1
ылси1ч 4Fж-с7йсй8 в-м 9лвхлилч2. ,.,-.лий2. 7йилвл7 GTseq

51дч1о.й 2л79лойои1
/,Sй7 в-м лволхл л,61дф1, 72-

4Fж-с7йсь-1 4Fж-с7йсь-2

H2O 16,0 3,6

X5 Ц0ццй6 5,0 1,0

X25 dNTP 0,5 0,2

46187й6 F 0,5 1,0

46187й6 R 0,5 0,2

Phusion HF 0,5 3,6

@1,-.ф1 2
46лх61771 9й6чл8 4Fж в-м 9лвхлилч2. ,.,-.лий2. 7йилвл7 GTseq

ул-.пйсичл ф.2-лч @й79й61и061, °ы (6й7м, с

1 95 900

5

95 30

57 (Ramp up 5 %) 30

72 60

10

95 30

62 30

72 30

1 72 300

1 4 

46лв02и, 9л-0пйооз8 ч 9й6чл8 4Fж, 
61дчлв.-. ч 5 61д . .с9л-ьдлч1-. ч 21пйсичй 
71и6.фз в-м л,лх1)йо.м ливй-ьозя л,61д-
флч ,.,-.лий2. ,162лв17. GTseq. у1Жвз8 
.д  о.я  2лв.6лч1-см  0о.21-ьол8  916л8 
8-о02-йли.возя ,162лвлч. б-м 3илхл . в-м 
вл,1ч-йо.м 2 о.7 1в19ий6лч в-м сй2чйо.6л-
ч1о.м ,з-1 чз9л-ойо1 чил61м 4Fж (слси1ч 
с7йс. 96йвси1ч-йо ч и1,-. 1), 96лчйвйо.й 
2лил6л8 члд7лЖол ,-1хлв16м о1-.п.C 2л7-
9-й7йои16олхл 9й6й26зч1C)йхлсм 0п1си21 
179-.ц.ф.6лч1оолхл  сл  с9йф.ц.полхл 
96187й61 ч ялвй 9й6чл8 4Fж.

( 21Жв0C ливй-ьо0C -0о20 4Fж-9-1из 
с л,61дфл7 вл,1ч-м-см 1 72- 0о.21-ьолхл 
96м7лхл  96187й61,  ойс0)йхл  ,162лв  . 
1в19ий6 Illumina. ( 21пйсичй 71и6.фз в-м 
96лчйвйо.м  чил6л8  4Fж  .с9л-ьдлч1-
-.  3 72-  61дчйвйоол8  б5у-71и6.фз  – 
96лв02и 9й6чл8 4Fж. I79-.ц.21ф.м 96л-
члв.-1сь слх-1сол 96лил2л-0, 96йвси1ч-йо-
ол70 ч и1,-.фй 2.

( ялвй л,й.я 4Fж ,з- л,лх1)йо 6й-
в12и.6лч1ооз8 -л20с, 1 и12Жй 21Жвз8 л,-
61дйф ,з- д12лв.6лч1о GTseq ,126лвл7 . 
2 21Жвл70 .д о.я ,з- вл,1ч-йо 1в19ий6 

в-м 7лси.2лчл8 4Fж, ойл,ялв.7з8 в-м 
96лчйвйо.м сй2чйо.6лч1о.м о1 9-1ицл67й 
Illumina.

рс9йюолсиь л,лх1)йо.м б5у-,.,-.л-
ий2. лфйо.ч1-1сь 9л .д7йойо.C в-.оз 96л-
в02и1 7йилвл7 хй-ь-3-й2и6лцл6йд1. Ц.,-.л-
ий21 о1 61д-.позя 3и191я 9лвхлилч2. .7ййи 
61д-.поз8 7л-й20-м6оз8 61д7й6, 9л йхл 
.д7йойо.C 7лЖол л96йвй-.иь 0с9йюолсиь 
96лчйвйо.м 21Жвлхл .д 3и19лч. 51 6.с0о2й 3 
96йвси1ч-йо1 3-й2и6лцл6йх61771 б5у-
,.,-.лий2. о1 61д-.позя 3и191я 9лвхлилч-
2., 2лил61м 9лс-й 9й6члхл .7ййи 61д7й6 
л2л-л 210 9.л. . о1ялв.исм о1 со.72й о.Жй, 
пй7 96лв02и 9лс-й чил6лхл, 2лил6з8 .7ййи 
61д7й6 л2л-л 250 9.л.

4лс-й 96лчй62. 0с9йюолси. 0чй-.пй-
о.м  61д7й61  96лв02илч  чсй  л,61дфз  (9л 
2 72- ли 21Жвлхл) с7йю.ч1-.сь ч лвол8 
96л,.62й . 9й6йолс.-.сь ч сий6.-ьо0C 
1,5 7- 96л,.620. б1-йй ло. лп.)1-.сь с 
9л7л)ьC  0,8 л,Sй71  71хо.иозя  п1си.ф 
VAHTS (Vazime, у.и18) слх-1сол  си1о-
в16иол70 96лил2л-0. ш-й2и6лцл6йд хлил-
чл8 б5у-,.,-.лий2. 96йвси1ч-йо о1 6.-
с0о2й 4.
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1, 3, 5 – л,61дфз 9лс-й 9й6члхл 3и191 9лвхлилч2. ,.,-.лий2.; 
2, 4, 6, 7 – л,61дфз 9лс-й чил6лхл 3и191 9лвхлилч2. ,.,-.лий2.; 8 – 7л-й20-м6оз8 си1ов16и 100 9.л.

ж.с. 3. ш-й2и6лцл6йх61771 л,61дфлч о1 61дозя си1в.мя 9лвхлилч2. б5у-,.,-.лий2.

1 – 7л-й20-м6оз8 си1ов16и 100 9.л.; 2 – л,Sйв.ойоо1м б5у-,.,-.лий21

ж.с. 4. ш-й2и6лцл6йх61771 б5у-,.,-.лий2. .д 227 л,61дфлч 9лс-й лп.си2. 71хо.иоз7. 
п1си.ф17.

ТфИСбчх(х) .шшбфМ0,(-.ж
Iо1-.д 21пйсич1 9л-0пйоозя в1оозя, чз-

9л-ойооз8 с 9л7л)ьC 912йи1 FastQC [1] 9л-
с-й вй70-ьи.9-й2с.6лч1о.м сз6зя 96лпийо.8 
9л ливй-ьоз7 л,61дф17, 9л21д1-, пил д190с2 
сй2чйо1ил61 96люA- 0с9йюол, 21пйсичл 96л-
пийо.8 0влч-йичл6мйи и6й,лч1о.м7.

б1-йй ,з- 96лчйвAо и6.77.ох 96лпийо.8 
с .с9л-ьдлч1о.й7 96лх6177з Trimmomatic 
[2], ,-1хлв16м 2лил6л8 ,з-. 0в1-йоз 96лпий-
о.м о.д2лхл 21пйсич1. 4лс-й пйхл с6йвойй 
до1пйо.й 21пйсич1 96лпийо.8 9л ю21-й Phred 

в-м ,л-ью.осич1 .д о.я слси1ч-м-л 35–36 . 
0с9йюол 96лю-. 3или ц.-ьи6 л2л-л 93 % 916 
96лпийо.8 в-м 21Жвлхл 61сс7ли6йоолхл л,-
61дф1.

ы-йв0C).7 3и19л7 61,лиз си1- 1о1-.д 
6йд0-ьи1илч сй2чйо.6лч1о.м с 9л7л)ьC 
9189-18о1 CRISPResso2, 61д61,ли1оолхл в-м 
1о1-.д1 . .оий696йи1ф.. 6йд0-ьи1илч 32с9й-
6.7йоилч 9л хйол7ол70 6йв12и.6лч1о.C [5].

51 6.с0о2й 5 96йвси1ч-йоз х.силх6177з 
2л-.пйсич1 96лпийо.8 лволхл .д 1о1-.д.60й-
7зя л,61дфлч о1 61дозя 3и191я л,61,ли2..

Y.с-л 96лпийо.8 лволхл .д л,61дфлч ч .сялвозя в1оозя (с-йч1), 9лс-й 96йвч16.ий-ьол8 л,61,ли2. 
(9лсй6йв.ой) . 9лс-й чз61чо.ч1о.м о1 6йцй6йосо0C 9лс-йвлч1ий-ьолсиь (с961ч1). 4л чй6и.21-ь-

ол8 лс. ли-лЖйол 2л-.пйсичл 96лпийо.8. (B61ц.2 схйой6.6лч1о ч 96лх6177й CRISPResso2)

ж.с. 5. B.силх61771 2л-.пйсич1 96лпийо.8 лволхл .д 1о1-.д.60й7зя л,61дфлч о1 61дозя 
3и191я л,61,ли2.

б-м чсйя л,61дфлч сллиолюйо.й 2л-.пй-
сич1 96лпийо.8 о1 61дозя 3и191я ,з-л 96.-
,-.д.ий-ьол лв.о12лчз7, ,-.д2.7 2 96йв-
си1ч-йоол70 о1 в1оол7 6.с0о2й. /2л-л 2 % 
.д о.я ,з-. лиц.-ьи6лч1оз о1 3и19й 96йвч1-
6.ий-ьол8 л,61,ли2., 9лс-й пйхл ,л-йй 99 % 
96люйвю.я ц.-ьи6 96лпийо.8 ,з-. 0с9йюол 
чз6лчойоз о1 6йцй6йос.

P1ий7 с 0пAил7 ,.л-лх.пйс2.я счл8сич 
,й-21 Cas9 . си602и06з .сс-йв0й7лхл 17-

9-.2ло1 9лвчлв.-1сь си1и.си.21 9л 96л-
фйоиол70 сллиолюйо.C 7лв.ц.ф.6лч1о-
озя . ой7лв.ц.ф.6лч1оозя 96лпийо.8. 
4й6ч1м х60991 ч2-Cп1йи ч сй,м 96лпийо.м, 
слвй6Ж1).й .д7йойо.м ч 9лс-йвлч1ий-ьол-
си., 2лил6зй о1ялвмисм ч 96йвй-1я 96лхол-
д.60й7лхл  л2о1, 1  чил61м  – 96лпийо.м, 
.вйои.позй 6йцй6йос0 хйо1 . 96лпийо.м, 
слвй6Ж1).й ойдо1п.ий-ьозй .д7йойо.м, 
0в1-Aоозй ли с18и1 61д6йд1.
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4лс-йвлч1ий-ьолси., слвй6Ж1).й 7лв.-
ц.21ф.. ч фй-йчл7 6йх.лой, 7лх0и 021дзч1иь 
о1 ил, пил л,61дйф .7ййи 2-йи2., ойс0).й 6й-
в12и.6лч1оо0C 1--й-ь хйо1 LEAFY. 5йдо1п.-
ий-ьолй 2л-.пйсичл и12.я 96лпийо.8 и12Жй 
7лЖйи члдо.21иь ч 6йд0-ьи1ий лю.,л2 сй2чй-
о.6лч1о.м. ( с-0п1й, йс-. ил-ь2л п1сиь 2-й-
ил2 21--0с1, .д 2лил6зя л,61длчзч1-см 6йхй-
ой61ои, 9лвчй6х-1сь 6йв12и.6лч1о.C, члд-
7лЖол члдо.2олчйо.й 7лд1.ф.д71, 96.члвм-

)йй 2 цл67.6лч1о.C 61сийо.8-я.7й6.
51 6.с0о2й 6 96йвси1ч-йо ц61х7йои и1,-

-.фз чси6йп1й7лси. 1--й-й8, ли61Ж1C)й8 
6йд0-ьи1из чз61чо.ч1о.м в-м лволхл .д л,-
61дфлч, ой 9лвчй6хю.ясм 6йв12и.6лч1о.C.

51 6.с0о2й 7 96йвси1ч-йо ц61х7йои и1,-
-.фз чси6йп1й7лси. 1--й-й8, ли61Ж1C)й8 
6йд0-ьи1из чз61чо.ч1о.м в-м я.7й6олхл л,-
61дф1.

“True” – 96лпийо.м ой слвй6Ж1и с0)йсичйоозя .д7йойо.8 ч фй-йчл7 0п1си2й. ыил-,фз 3–5 
ли61Ж1Cи 2л-.пйсичл 70и1ф.8, чялвм).я ч л2ол 2л-.пйсичйоол8 лфйо2.. (@1,-.ф1 схйой6.6лч1-

о1 ч 96лх6177й CRISPResso2)

ж.с. 6. R61х7йои и1,-.фз чси6йп1й7лси. 1--й-й8 ч фй-йчл7 0п1си2й 0 61сийо.м, ой .7йC)йхл 
0с9йюол 6йв12и.6лч1оол8 1--й-.

“True” – 96лпийо.м ой слвй6Ж1и с0)йсичйоозя .д7йойо.8 ч фй-йчл7 0п1си2й, “False” – 2-1с-
с.ц.ф.60Cисм 212 7лв.ц.ф.6лч1оозй 96лпийо.м. ыил-,фз 3–5 ли61Ж1Cи 2л-.пйсичл 

70и1ф.8, чялвм).я ч л2ол 2л-.пйсичйоол8 лфйо2.. (@1,-.ф1 схйой6.6лч1о1 ч 96лх6177й 
CRISPResso2)

ж.с. 7. R61х7йои и1,-.фз чси6йп1й7лси. 1--й-й8 ч фй-йчл7 0п1си2й 0 61сийо.м, ойс0)йхл 
.ов0ф.6лч1ооз8 9л-.7л6ц.д7 (A/T)

Iо1-.д 6.с0о2лч 6 . 7 вй7лоси6.60йи, пил 
о1.,л-йй п1сил чси6йп1йисм .вйои.по1м 6йцй-
6йосол8 9лс-йвлч1ий-ьолсиь, 1 и12Жй 7олЖй-
сичл, ойдо1п.ий-ьол ли-.п1C).ясм ли ойй. 
ши. 9лс-йвлч1ий-ьолси. члдо.21Cи .д-д1 
лю.,л2 4Fж . сй2чйо.6лч1о.м. 51 6.с0о2й 7 
96йвси1ч-йо1 п1сили1 чси6йп1й7лси. 1--й-й8 0 
л,61дф1 S97, .7йC)йхл .ов0ф.6лч1ооз8 9л-
-.7л6ц.д7 ч фй-йчл7 -л20сй. /о 9лввй6Ж1о 
до1п.ий-ьоз7 2л-.пйсичл7 96лпийо.8 9л 
с61чойо.C с в60х.7. ч16.1ои17..

( 6йд0-ьи1ий 1о1-.д1 9л-0пйоозя в1оозя 
и12Жй ,з-. л,о160Жйоз 61сийо.м, слвй6Ж1-
).й вй-йф.C ч вч1 о02-йли.в1 (GA/-) ч фй-й-
чл7 с18ий.

Lз 96йв9л-1х1й7, пил л,61дфз, ойс0).й 
л9.с1оозй 70и1ф.., мч-мCисм я.7й6оз7., ил 
йсиь -.юь п1сиь 2-йил2, .д 2лил6зя л,61длч1--
см 6йхйой61ои, ,з-1 0с9йюол 6йв12и.6лч1о1. 
46. 3ил7 2л-.пйсичл 96лпийо.8 ой я1612ий6.-
д0йи вй8сич.ий-ьолхл 2л-.пйсич1 6йв12и.6л-
ч1оозя 2-йил2 .д-д1 с7й)йо.м 96лв02илч 4Fж 
ч сил6ло0 ,л-йй 96йвси1ч-йоозя 9лс-йвлч1-
ий-ьолсий8. шил 96л.сялв.и .д-д1 32с9лойоф.-
1-ьолхл 0чй-.пйо.м 96лв02илч 4Fж, о1 21Ж-
вл7 3и19й 9лвхлилч2. ,.,-.лий2., л,лх1)йо.м 
фй-йчлхл -л20с1, ,162лв.6лч1о.м . сй2чйо.6л-
ч1о.м с 9л7л)ьC 7лси.2лчл8 4Fж.

5.д21м 3ццй2и.чолсиь ,.л,1--.си.пй-
с2лхл 7йилв1 6йв12и.6лч1о.м, л,0с-лч-йоо1м 
с-0п18оз7 я1612ий6л7 влси1ч2. ж54 ч 2-йи-
2. 21--0с1, 96.члв.и 2 ,л-ьюл70 2л-.пйсич0 
ой7лв.ц.ф.6лч1оозя 2-йил2. (с-йвсич.й 
3илхл чсй 9л-0пйоозй 61сийо.м-70и1оиз л,-

-1в1Cи 7лд1.полсиьC. (зсл21м п1сили1 я.7й-
6.д71 и12Жй о1,-Cв1-1сь 96. 6йв12и.6лч1-
о.. в60х.я в6йчйсозя 9л6лв . слх-1с0йисм с 
-.ий61и06оз7. в1ооз7. [8].

51 ий20).8 7л7йои 7йилв ,.л,1-.си.пй-
с2л8 влси1ч2. ж54 ,з- .с9л-ьдлч1о в-м 6й-
в12и.6лч1о.м хйол71 -.юь 0 вч0я в6йчйсозя 
9л6лв – -.сичйоо.фз . слсоз чй870илчл8 [9, 
10]. б-м 9й6чл8 и12Жй ли7йпйо1 ойчзсл21м 
3ццй2и.чолсиь 6йв12и.6лч1о.м – 1,423 . 
2,136 % в-м вч0я 61д-.позя о1961ч-мC).я. 
( ил Жй ч6й7м 3и. вч1 .сс-йвлч1о.м .7йCи с0-
)йсичйоолй ли-.п.й ли 96лчйвйоолхл о17. 
32с9й6.7йои1. ( 21пйсичй 7.юйо. в-м л,си6й-
-1 ч о.я .с9л-ьдлч1-. сл71и.пйс2.й д16лвз-
ю., .д 2лил6зя ч в1-ьой8юй7 9л-0п1-. 37-
,6.лхйооз8 21--0с, ч ил ч6й7м 212 7з л,си6й-
-.ч1-. чйхйи1и.чозй 21--0сз, .д-д1 пйхл в1о-
озй л, 3ццй2и.чолси. 6йв12и.6лч1о.м и60в-
ол сллиойси. с о1ю.7. 6йд0-ьи1и17..

51 6.с0о2й 8 96.чйвйо1 ч.д01-.д1ф.м 
вч0я о1.,л-йй чси6йп1й7зя 1--й-й8 ч в1оозя 
96лпийо.8 л,61дф1 S97 ч с61чойо.. с 6йцй-
6йосол8 9лс-йвлч1ий-ьолсиьC.

51 6.с0о2й 9 96.чйвйо1 ч.д01-.д1ф.м 
вч0я о1.,л-йй чси6йп1й7зя 1--й-й8 ч в1оозя 
96лпийо.8 л,61дф1 S520 ч с61чойо.. с 6йцй-
6йосол8 9лс-йвлч1ий-ьолсиьC.

4лс-йвлч1ий-ьолсиь PAM (7ли.ч, с7йЖ-
оз8 с 96лилс9й8сй6л7), 2лил61м 0до1йисм ,й--
2л7 Cas9, 96йвси1ч-мйи сл,л8 0п1сил2 .д и6Aя 
о02-йли.влч GGG, 96.-йх1C).я 2 9лс-йвл-
ч1ий-ьолси. х.влчл8 ж5у, 212 ли61Жйол о1 
6.с0о21я 8 . 9.

у1Жвз8 ч.в о02-йли.влч л,лдо1пйо фчйил7, с961ч1 – 2л-.пйсичл 96лпийо.8 ил8 .-. .ол8 
1--й-.. (й6и.21-ьо1м 90о2и.6о1м -.о.м 96йвси1ч-мйи сл,л8 7йсил лЖ.в1й7лхл 61д6йд1 

9лс-йвлч1ий-ьолси. ,й-2л7 Cas9. (Nдл,61Жйо.й схйой6.6лч1ол ч 96лх6177й CRISPResso2)

ж.с. 8. 51.,л-йй п1сил чси6йп1й7зй ч16.1оиз 1--й-. ч 6йв12и.6лч1оол7 л,61дфй S97
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у1Жвз8 ч.в о02-йли.влч л,лдо1пйо фчйил7, 96лпй62. ч 7лв.ц.ф.6лч1оол8 9лс-йвлч1ий-ь-
олси. ли61Ж1Cи вй-йф.C о02-йли.влч, с961ч1 – 2л-.пйсичл 96лпийо.8 ил8 .-. .ол8 1--й-.. 
(й6и.21-ьо1м 90о2и.6о1м -.о.м 96йвси1ч-мйи сл,л8 7йсил лЖ.в1й7лхл 61д6йд1 9лс-йвлч1-

ий-ьолси. ,й-2л7 Cas9. 
(Nдл,61Жйо.й схйой6.6лч1ол ч 96лх6177й CRISPResso2)

ж.с. 9. 51.,л-йй п1сил чси6йп1й7зй ч16.1оиз 1--й-. ч 6йв12и.6лч1оол7 л,61дфй S520

Б),0М)
4л в1ооз7 сй2чйо.6лч1о.м, 0 7 61сийо.8 

,з-. .вйои.ц.ф.6лч1оз CRISPR/Cas9-.о-
в0ф.6лч1оозй 70и1ф.. ч фй-йчл7 хйой (0,20–
1,56 % 96лпийо.8). ши. 61сийо.м мч-мCисм 
21ов.в1и17. в-м в1-ьой8ю.я 32с9й6.7йоилч 
. чйхйи1и.чолхл 61д7олЖйо.м с фй-ьC д12-1в-
2. л9зиозя 20-ьи06.

Y1сиь 6йв12и.6лч1оозя л,61дфлч ойс-1 
вй-йф.C вч0я о02-йли.влч с о.д2.7 слвй6-
Ж1о.й7 6йв12и.6лч1оозя 2-йил2 (7йойй 

0,2 % 96лпийо.8). б1-ьой8ю1м 61,ли1 с 3и.-
7. -.о.м7. ,з-1 96.до1о1 ой9й6с9й2и.ч-
ол8.

3FFжш1ЮЕТЗьш ЕШEЮжЗшЗЮ IТ F.шД Fзш1FДЕ 
Jш1шзТж0ЗЮGЮ AK1LшДТ Е зТ2БТп GЮF,1ТзFДЕшЗ-
ЗЮGЮ IТ1ТЗь5 MцN «хBAФ33OP» ЗТ EзЮЕш1шЗьш 
EзьБжТ1ЗШп ЗТ,.ЗШп ьFFжш1ЮЕТЗьQ ЮД 26.12.2024 
R 053–00005–25–00 EЮ Дш2ш «дДAЮз БжЮЗЮЕ 
ЮFьЗШ F ЮДзш1ТБДьзЮЕТЗЗШ2 GшЗЮ2 LEAFY ь FЮ-
I1ТЗьш ЮEШДЗШп жшFЗШп Б,ж0Д,з» (4ьJз 2-S25 
FДшзьж0ЗШш Б,ж0Д,зШ).
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