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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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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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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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Photogrammetry in stationary studies of pine stands in the Murmansk region

A.P. Bogdanov, I.V. Tsvetkov, S.V. Tretyakov, S.V. Koptev (Federal State Budget Institution 
«Northern Research Institute of Forestry»; Northern (Arctic) Federal University named after 
M.V. Lomonosov)

In order to improve forest evaluation standards to improve the accuracy of forest taxation work, 
a survey of stationary sample plots established in pine forests in the Murmansk region was carried 
out. As a result of silvicultural and taxation survey of objects, features of the of tree stands structure, 
characteristics of the shape of trunks, and interpretative signs of the studied tree stands were 
identified. A total of 10 sample plots were studied in lingonberry and lichen forest types. The trial 
plots are represented by forest stands of varying densities, quality classes IV–Va and the age of 
the forest stands ranging from 57 to 97 years. To obtain data on the stem form index and stem shape 
coefficients, measurements were carried out in 60 model trees. 

The dependences of multiplication height and stem form index on stem height, relative stand 
density on crown density, as well as taxation diameter on crown width and tree height are considered. 
Regression analysis methods were used to establish dependencies.

Traditional methods widely used in forestry and forest taxation were used in field work. 
A photogrammetric method was used to study tree trunks forms, in which measurements were taken 
from photographs. The method used makes it possible to measure diameters at relative heights, 
determine the height and diameter of the crown, which increases efficiency, and also monitor forest 
ecosystems without cutting down model trees.

A linear dependence of the species height on the height of the Scots pine in the study area 
was revealed (r = 0.8). One of the main indicators of the stand is the taxation stem diameter. 
For its determination, an equation was obtained depending on the diameter of the crown and 
the height of the tree trunk, characterized by a high closeness of connection (r = 0.8), is obtained. 
A weak dependence of relative completeness on the closeness of the stand was revealed (0.3). 
The photogrammetric method for determining trunk parameters makes it possible to significantly 
speed up the process of obtaining data on model trees up to 17 meters high with the specified 
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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).
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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-
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AG. Авторы сконструировали шесть плазмид для 
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номная сборка доступна для нескольких видов: 
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number U93196, Potri.015G106900), гомологич-
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для генов-мишеней при использовании 
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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 

parameters of the focal length and the basis of photographing.
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Фотограмметрия в стационарных исследованиях сосновых древостоев на территории Мур-
манской области

А.П. Богданов, И.В. Цветков, С.В. Третьяков, С.В. Коптев

В целях совершенствования лесотаксационных нормативов для повышения точности 
оценки насаждений обследованы стационарные пробные площади, заложенные в сосня-
ках на территории Мурманской области. В результате лесоводственно-таксационного об-
следования объектов выявлены особенности строения древостоев, характеристики формы 
стволов, дешифровочные признаки изучаемых насаждений. В общей сложности исследо-
вано 10 пробных площадей в брусничном и лишайниковом типах леса. Пробные площади 
представлены лесными насаждениями различной густоты, IV–Va классов бонитета и воз-
растом 57–97 лет. Для получения данных о видовом числе и коэффициентах формы вы-
полнены измерения у 60 модельных деревьев. Рассмотрены зависимости видовой высоты 
от высоты, относительной полноты от сомкнутости крон, а также таксационного диаме-
тра – от ширины кроны и высоты деревьев. Для установления зависимостей применялись 
методы регрессионного анализа. В процессе полевых работ использовались традиционные 
методы, широко распространенные в лесоводстве и лесной таксации. Для изучения формы 
стволов был задействован фотограмметрический метод, при котором искомые показате-
ли найдены по фотографиям. Этот метод позволяет измерять диаметры на относительных 
высотах, высоту дерева, диаметр кроны, что повышает эффективность, а также – выпол-
нять мониторинг лесных экосистем без рубки модельных деревьев. Выявлена линейная 
зависимость видовой высоты от высоты сосны обыкновенной на исследуемой территории 
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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 
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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-
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номная сборка доступна для нескольких видов: 
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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]. 
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для генов-мишеней при использовании 
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тать в направлении 3’-5’ от PAM-мотива).
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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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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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Введение
Целью исследования является совершен-

ствование нормативов таксации естествен-
ных насаждений сосны на территории Мур-
манской области.

Задачами исследования являются вы-
явление особенностей таксации указанных 
древостоев и установление зависимостей для 
разработки математических моделей, характе-
ризующих связь дешифровочных признаков 
с некоторыми таксационными показателями, 
такими как видовая высота, таксационный 
диаметр, относительная полнота древостоя. 
При проведении работ использованы тради-
ционные методы сбора полевых материалов, 
однако для получения характеристик формы 
ствола необходима рубка модельных деревь-
ев, что недопустимо в защитных лесах, ОЗУ 
и на стационарных объектах исследования. 
Кроме того, рубка и обмер моделей является 
трудоемкой задачей, а дневная норма выра-
ботки для 4 человек составляет 17 штук при 
их диаметре 12–20 см. Для повышения эф-
фективности применен фотограмметриче-
ский метод, заключающийся в обработке фо-
тографии и определении значений диаметров 
на относительных высотах и установление 
значений диаметров.

В результате работы собраны данные 
о 60 модельных деревьях. Полученные зави-
симости видовой высоты от высоты дерева 
схожи с теми, что приведены в справочной 
литературе. Выявление дешифровочных осо-
бенностей сосновых древостоев является ак-
туальной задачей. Отмечается тесная связь 
диаметра на высоте груди с диаметром кроны 
и высотой ствола дерева.

Объекты и методы исследования
Для получения данных о строении дре-

востоев с преобладанием сосны в естествен-
ных условиях брусничного и лишайникового 
типов леса, а также объективных материалов 
о таксационных показателях насаждений 
были проведены полевые исследования на по-
стоянных пробных площадях, заложенных 
в 267 квартале Оленегорского участкового 
лесничества Мончегорского лесничества 
Мурманской области. Стационарные объек-
ты исследования относятся к генетическому 

резервату, который расположен в границах 
регионального заказника «Симбозерский».

Пробные площади закладывались с уче-
том ОСТ 56–69–83 «Площади пробные ле-
соустроительные» и разработанных рекомен-
даций, представленных в пособии: «Закладка 
и таксация и описание пробных площадей 
при проведении научных исследований …» [8]. 
Объем выполняемых работ определялся целя-
ми исследования. Объем статистической вы-
борки для получения достоверных значений 
таксационных показателей выполнен с учетом 
особенностей строения древостоев [3]. Всего 
обследовано 10 пробных площадей с количе-
ством деревьев на них от 182 до 994 шт.

На пробных площадях выполнялся ком-
плекс лесоводственно- таксационных работ. 
С целью определения таксационных характе-
ристик на каждой пробной площади осущест-
влен сплошной перечет деревьев по породам 
с разделением стволов на деловые, полуде-
ловые и дровяные [8]. Измерения диаметров 
проводили вилкой мерной Haglof на высоте 
1,3 метра от шейки корня с точностью до 1 мм. 
Для определения средней высоты древесного 
яруса замеряли высоты 10–15 деревьев из ка-
тегории деловых, взятых репрезентативно для 
всех ступеней толщины. Для определения вы-
сот использовался высотомер Haglof. Возраст 
основного элемента леса произведен путем 
подсчета годичных слоев на кернах, взятых 
с помощью возрастного бурава у шейки кор-
ня у 10 деревьев, близких по своим параме-
трам к средним. Средняя высота определя-
лась по уравнению связи для дерева среднего 
диаметра. Сомкнутость полога определялась 
точечным способом на линиях протяженно-
стью 200 метров [8].

Для изучения формы стволов сосны 
определяли коэффициенты формы, видовые 
числа и видовые высоты. Полученные видо-
вые числа сравнивались с данными, приве-
денными в региональных нормативных спра-
вочниках [4, 5].

Исследуемые участки расположены в за-
щитных лесах, поэтому рубка модельных де-
ревьев не проводилась.

Исследуемые насаждения являются чи-
стыми по составу и имеют высокую продук-
тивность. Таксационная характеристика дре-
востоев приведена в таблице 1.
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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 

Таблица 1
Таксационная характеристика древостоев на пробных площадях
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1 IV С. бр 864 97 15,4 19,8 26,7 0,58 0,9 210 3

2 IV С. бр 876 85 15,3 19,4 25,8 0,61 0,8 199 1

3 V С. бр 1672 88 13,8 15,7 32,2 0,60 1,1 231 13

4 V С. бр 3615 81 12,6 11,6 38,2 0,79 1,4 257 10

5 Va С. бр 4815 91 11,6 10,4 41,2 0,64 1,6 271 8

6 V С. бр 3356 84 13,1 12,2 39,1 0,64 1,4 274 9

7 IV С. бр 3213 69 11,3 11,6 33,8 0,74 1,3 208 1

8 IV С. бр 2592 66 12,4 12,8 33,5 0,63 1,3 227 2

9 III С. лиш 910 57 13,3 14,6 15,2 0,55 0,5 110 0

10 IV С. лиш 1200 80 16,0 17,2 27,9 0,65 0,9 227 7

Обзор литературных источников [9–15] 
свидетельствует об успешном опыте исполь-
зования фотограмметрического метода для 
установления характеристик отдельных де-
ревьев. Для работы могут применяться как 
две фотографии, так и серии фотографий 
для формирования объемной модели ствола 
дерева [14]. Дистанция съемки, устанавли-
ваемое опытным путем, также имеет важное 
значение. Расстояние может варьировать 
в зависимости от задач исследования, напри-
мер, фиксированное 18,5 м [13], или равное 
высоте изучаемого объекта [11], а также в за-
висимости от фокусного расстоянии от 15 м 
(при установленном объективе 28 мм) до 20 м 
(объектив 35 мм) [10]. Определение высоты 
и диаметра ствола дерева на различных вы-
сотах с помощью фотограмметрии имеет 
преимущества в скорости проведения работ  
[1, 12] и небольшой погрешности, сопостави-
мой с точностью применяемых инструментов 
[10, 15]. Основное достоинство данного спо-
соба в нашем случае – это оставление модель-
ных деревьев на корню.

Для определения параметров, характе-
ризующих форму ствола, использованы фо-
тографии, полученные с помощью цифровой 
камеры Canon- EOS 1300 с фокусным рассто-
янием 24 мм и базисом фотографирования 
15 м. Исправление вертикального искажения 
(дисторсии) осуществлено с помощью про-
граммного обеспечения Photoshop. Для опре-
деления масштаба на каждой фотографии 
приведена вешка высотой 4 или 4,5 м, а также 
измерены диаметры на высоте 1,3 м и у шейки 
корня мерной вилкой.

Измерения диаметров на относительных 
высотах выполнены с помощью возможно-
стей программного обеспечения CorelDRAW. 
Численные значения, полученные с цифро-
вых фотографий, занесены в таблицу Excel 
с целью дальнейшей обработки.

Объем ствола вычислен по сложной фор-
муле Смолиана. Старое видовое число и ко-
эффициенты формы определены по общеиз-
вестным формулам [7].

Исследование взаимосвязей между по-
казателями древостоев и стволов сосны про-
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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 

8 9

Труды Санкт-Петербургского научно-исследовательского института лесного хозяйства № 4, 2022 Способы получения стерильных клонов тополя и осины (Populus ssp.) с использованием генной инженерии 

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-
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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. 
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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 
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лен в геноме двумя паралогичными последова-
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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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водилось методами регрессионного анализа 
с использованием программного обеспече-
ния Statistica. В результате были получены ко-
эффициенты уравнений взаимосвязи между 
диаметром, высотой и размером кроны дере-
ва, относительной полнотой и сомкнутостью, 
высотой и видовой высотой стволов сосны. 
Для оценки регрессионных уравнений при-

менялись критерий Фишера (F) и коэффици-
ент детерминации (R2).

На рисунке 1 приведен фрагмент фото-
графии с нанесенной отметкой на высоте 
груди (А) и общий вид модельного дерева 
с вешкой и нанесенными отметками на отно-
сительных высотах (Б).

В таблице 2 приведены параметры ствола и кроны дерева, полученные по указанной ме-
тодике.

А Б
____ отметка на относительной высоте 0,1H;

 _ _ _ _ отметка на высоте 1,3 м

Рис. 1. Окно оцифровки ствола дерева с отметками на относительных высотах:  
А –  на относительной высоте 0,1H и на высоте груди; Б – общий вид модельного дерева 

с вешкой и нанесенными отметками на относительных высотах
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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 

Таблица 2
Сводные характеристики модельных деревьев
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Q0 Q1 Q2 Q3

1 27,6 33,5 14,4 2,8 1,133 0,883 0,690 0,348 0,489

2 26,9 31,1 15,4 1,5 1,138 0,841 0,678 0,402 0,473

3 20,8 27,2 16,3 1,4 1,213 0,936 0,645 0,410 0,527

4 21 23,6 16,1 2,3 1,075 0,898 0,706 0,429 0,503

5 19,5 22,6 12,9 2,3 1,141 0,877 0,764 0,420 0,517

6 16,2 18,1 14,4 1,8 1,143 0,805 0,667 0,453 0,464

7 10,1 12,6 11,0 1,4 1,180 0,939 0,692 0,513 0,575

8 22,2 27,1 18,0 2,8 1,137 0,832 0,637 0,403 0,452

9 22,8 29,3 12,8 4,0 1,312 0,877 0,664 0,457 0,519

10 26,2 32,9 15,6 6,3 1,057 0,809 0,614 0,397 0,446

11 16,3 19,6 16,0 1,5 1,158 0,899 0,665 0,466 0,506

12 10,2 13,8 12,1 1,4 1,122 0,877 0,724 0,510 0,541

13 24,7 29 15,4 3,2 1,197 0,874 0,662 0,413 0,485

14 22 25,3 13,7 2,7 1,134 0,821 0,673 0,411 0,461

15 19,8 24,5 14,6 2,8 1,173 0,900 0,668 0,364 0,498

16 27,4 35,3 15,1 4,0 1,240 0,924 0,717 0,421 0,532

17 26,5 32,8 15,1 3,5 1,131 0,827 0,619 0,357 0,437

18 19,4 23,1 15,7 2,4 1,178 0,854 0,658 0,292 0,437

19 20,4 24,8 14,9 3,0 1,352 0,877 0,659 0,424 0,513

20 21,3 27 13,6 2,4 1,392 0,876 0,661 0,438 0,527

21 15,1 18,5 12,0 2,7 1,338 0,868 0,712 0,434 0,551

22 8,7 10,8 11,1 1,8 1,245 0,891 0,676 0,411 0,521

23 15,1 19,7 13,4 1,3 1,138 0,919 0,692 0,488 0,538

24 17,5 21,7 13,6 1,6 1,204 0,861 0,740 0,469 0,522

25 11,2 13,2 10,4 1,3 1,210 0,890 0,653 0,384 0,505

26 21,4 29,5 13,2 2,7 1,236 0,826 0,657 0,425 0,486

27 20,8 26,3 14,0 3,1 1,227 0,821 0,660 0,389 0,462

28 13,8 17 12,5 2,7 1,143 0,819 0,619 0,333 0,448

29 13,9 16,7 12,2 1,5 1,256 0,917 0,745 0,499 0,572
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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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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 

Труды Санкт-Петербургского научно-исследовательского института лесного хозяйства № 2, 2024

№  
п/п

Та
кс

ац
и

он
н

ы
й

 
ди

ам
ет

р,
 с

м

Д
и

ам
ет

р 
у 

ш
ей

ки
 

ко
рн

я,
 с

м

В
ы

со
та

, м

Д
и

ам
ет

р 
кр

он
ы

, м

Коэффициенты формы

С
та

ро
е 

ви
до

во
е 

чи
сл

о

Q0 Q1 Q2 Q3

30 9,5 11,8 10,2 1,4 1,272 0,887 0,749 0,524 0,584

31 12,6 16,8 12,6 1,5 1,236 0,863 0,693 0,444 0,507

32 9,8 10,5 10,9 1,1 1,176 0,936 0,763 0,420 0,557

33 22 27,5 15,3 2,7 1,260 0,855 0,699 0,431 0,509

34 16,8 19,8 14,8 1,6 1,100 0,890 0,697 0,512 0,534

35 20,4 25,3 14,5 2,9 1,243 0,901 0,729 0,502 0,556

36 17,3 20 15,6 1,9 1,130 0,847 0,648 0,457 0,482

37 25,3 27,2 15,4 3,4 1,098 0,810 0,654 0,433 0,465

38 23,6 27,9 14,5 3,1 1,149 0,906 0,762 0,521 0,567

39 23 29,3 16,3 3,0 1,174 0,888 0,668 0,472 0,504

40 29,2 36,5 16,3 5,1 1,247 0,909 0,685 0,431 0,533

41 25 29 16,8 2,8 1,081 0,847 0,604 0,386 0,450

42 11,2 13,3 12,2 1,3 1,194 0,900 0,734 0,500 0,551

43 8 10,2 11,3 1,0 1,256 0,904 0,665 0,442 0,537

44 18,8 22,7 14,7 2,0 1,094 0,898 0,794 0,490 0,559

45 16,7 21,6 14,6 1,9 1,176 0,884 0,699 0,498 0,524

46 16,2 20,5 13,2 1,5 1,236 0,891 0,700 0,428 0,539

47 13,7 15,9 13,4 1,4 1,169 0,865 0,676 0,438 0,505

48 16,6 20,1 14,5 2,0 1,176 0,853 0,679 0,444 0,494

49 8,5 10,2 11,3 1,0 1,149 0,821 0,615 0,448 0,472

50 7,9 9,2 10,0 1,1 1,217 0,828 0,627 0,430 0,476

51 10 13,1 11,2 1,4 1,181 0,935 0,776 0,555 0,591

52 5,4 5,9 7,6 1,3 1,080 0,921 0,790 0,529 0,592

53 21,3 26,5 14,5 2,0 1,226 0,892 0,725 0,381 0,505

54 19,8 24,5 14,9 1,9 1,254 0,867 0,640 0,411 0,494

55 21,4 25,2 14,9 1,8 1,188 0,843 0,622 0,313 0,441

56 20,5 26,2 16,0 1,9 1,167 0,909 0,758 0,445 0,542

57 23,6 29,4 16,2 0,0 1,260 0,897 0,738 0,442 0,532

58 30,5 37 16,2 3,1 1,211 0,812 0,594 0,295 0,418

59 17,2 21,8 14,7 1,5 1,255 0,933 0,711 0,481 0,554

60 28,7 33,7 16,7 2,9 1,158 0,824 0,668 0,397 0,461
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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 

Результаты и их обсуждение
В результате исследования получены ле- 

соводственно- таксационные характеристики 
древостоев и модельных деревьев. Выявление 
взаимосвязи диаметра крон деревьев с раз-
личными таксационными показателями яв-
ляется актуальной задачей [2]. Для выявления 
зависимости между диаметром, высотой и ди-
аметром крон на основе данных таблицы 2 
выполнен множественный регрессионный 
анализ. Полученное уравнение позволит усо-
вершенствовать дистанционный способ так-
сации лесов (1):

   (1)

где D1,3 – диаметр на высоте груди, см;
H – высота дерева, м;
Dk – диаметр кроны дерева, м;
F – критерий Фишера, F(2,57) = 115,77;
R2 – коэффициент детерминации, характе-

ризующий тесноту связи уравнения, R2 = 0,80;
Стандартная ошибка свободного члена 

регрессионного уравнения = 2,8. Оба коэф-
фициента регрессии статистически значимо 
отличаются от 0 (P < 0,001).

Статистическая обработка показала, что 
между диметром, шириной кроны и высотой 
дерева имеется достоверная и тесная связь.

Зависимости между полнотой древостоя 
и сомкнутостью крон сосны

Для нахождения коэффициентов уравне-
ния связи между полнотой древостоя и сом-
кнутостью полога был выполнен регресси-
онный анализ на основе данных таблицы 1. 
Полученная зависимость между относитель-
ной полнотой исследуемых древостоев и де-
шифровочной сомкнутостью характеризуется 
уравнением (2):

  (2)

где SPД – дешифровочная сомкнутость полога;
P – относительная полнота древостоя.
R2 = 0,30;
F (1,8) = 4,86.
В результате анализа зависимости между 

относительной полнотой древостоя и сом-
кнутостью крон выявлена слабая связь.

Зависимости между видовой высотой 
и высотой дерева

Для визуализации зависимости видо-
вой высоты от высоты деревьев построена 
диаграмма размаха. Как видно из рисунка 
2, значения видовой высоты отклоняются 
от среднего значения. Отклонения от общей 
прямолинейной зависимости видовой высо-
ты от высоты ствола в наибольшей степени 
наблюдаются для средних высот 10 и 16 м.

Рис. 2. Зависимость видовой высоты от высоты деревьев
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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 

8 9

Труды Санкт-Петербургского научно-исследовательского института лесного хозяйства № 4, 2022 Способы получения стерильных клонов тополя и осины (Populus ssp.) с использованием генной инженерии 

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 

Труды Санкт-Петербургского научно-исследовательского института лесного хозяйства № 2, 2024

Для нахождения коэффициентов уравне-
ния связи между видовой высотой и высотой 
стволов был выполнен регрессионный анализ 
на основе данных таблицы 2. В результате по-
лучены коэффициенты прямолинейной зави-
симости, выраженной уравнением (3):

 (3)

где fH – видовая высота;
f – старое видовое число;
H – Высота ствола, м;

R2 – коэффициент детерминации, харак-
теризующий тесноту связи уравнения, R2 = 0,8.

Для сравнения с имеющимися зна-
чениями видовых высот в зависимости 
от высоты приведены данные из справоч-
ной литературы по Северо- Западному [5] 
и Северо- Восточному лесотаксационному 
району для притундрового подрайона [4]. Как 
видно из рисунка 3, полученное авторами 
уравнение не отличается от значений, при-
веденных в нормативно- справочной литера-
туре.

Норма выработки рубки, обмера и раз-
делки модельных (учетных) деревьев на проб-
ных площадях в составе бригады из инженера, 
мерщика III разряда и двух мерщиков II раз-
ряда для сосны диметром 12–20 см составляет 
17 штук в день [6]. Применение фотограмме-
трического метода позволяет значительно 
увеличить количество моделей. Для условий 
притундровых лесов Мурманской области 
данная технология положительно зарекомен-
довала себя, однако при заданных параметрах 
съемки допустимы измерения стволов де-
ревьев не выше 17 метров, что ограничивает 
зону ее применения лесами сухопутной тер-
ритории Арктики.

Рис. 3. Зависимость средних видовых высот (fH) от высоты для сосновых древостоев

Зависимость диаметра на высоте 1,3 м 
от диаметра у шейки корня

Для нахождения коэффициентов уравне-
ния связи между диаметром на высоте 1,3 м 
от диаметра у шейки корня был выполнен ре-
грессионный анализ данных таблицы 2. В ре-
зультате получены коэффициенты линейного 
уравнения (4):

D1,3 = 0,81*D0 + 0,29  (4)

где D1,3 – таксационный диаметр, см;
D0 – диаметр у шейки корня, см;
R2 – коэффициент детерминации, харак-

теризующий тесноту связи уравнения, R2 = 

0,98.
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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 
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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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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 

Заключение
Полученные закономерные связи могут 

быть использованы для определения запа-
са древесины в чистых сосновых древостоев 
в брусничном и лишайниковом типах леса IV 
и V классов бонитета. Полученное уравнение 
связи между видовой высотой и высотой де-
ревьев у изучаемых насаждений повысит точ-
ность таксации. Полученные данные подтвер-
ждают наличие прямолинейной связи между 
указанными параметрами. Применение видо-
вой высоты для определения запаса отельного 

дерева может повлечь за собой ошибку, вызван-
ную разбросом значений для различных высот.

Выявлена достоверная связь между ди-
аметром крон, высотой ствола и диаметром 
дерева сосны в изучаемых древостоях.
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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 

8 9

Труды Санкт-Петербургского научно-исследовательского института лесного хозяйства № 4, 2022 Способы получения стерильных клонов тополя и осины (Populus ssp.) с использованием генной инженерии 

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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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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