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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 
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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.
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Введение
Рост населения в мире сопровождается уве-

личением спроса на древесину, которая использу-
ется для получения топлива, продуктов питания и 
создания комфортной среды обитания, при со-
хранении главной функции лесов – биосферной. 
Для удовлетворения этого растущего спроса объ-
ем древесины, который сейчас ежегодно изымает-
ся из лесного фонда, потребуется утроить к 
2050 году [38]. Лесные плантации, занимавшие к 
2015 году 7 % мировых лесных площадей, обеспе-
чивают возможность устойчивого увеличения 
производства лесной продукции и снижения на-
грузки на естественные леса [24]. Наряду с совер-
шенствованием методов лесоводства и землеполь-
зования, большим потенциалом для повышения 
устойчивости и продуктивности лесонасаждений 
являются также и биотехнологии [2].

В настоящее время развивается новое, 
перспективное направление биотехнологиче-
ских исследований, связанное с редактирова-
нием генома. Экспоненциально растет коли-
чество публикаций по этой тематике. Однако 
в России темпы развития технологий геном-
ного редактирования недостаточно высоки, 
несмотря на государственную поддержку.

Генная инженерия (ГИ) способна обеспе-
чить решение многих проблем, с которыми 
сталкивается лесное хозяйство для обеспечения 
многоцелевого и неистощительного использо-
вания лесов. Повышение количества и качества 
древесины, устойчивости к биотическому и 
абиотическому стрессу, а также к гербицидам – 
далеко неполный перечень признаков, которые 
на сегодня были успешно усовершенствованы у 
древесных пород с использованием ГИ. 

В Бразилии, например, было разрешено вы-
ращивание в коммерческих целях генно-модифи-
цированных клонов эвкалипта. Такие деревья на 
20 % превосходят по скорости роста лучшие кло-
ны, полученные методами традиционной селек-
ции, что привело в 2015 году к созданию крупно-
масштабных коммерческих плантаций эвкалипта 
в этой стране, которые выращиваются для произ-
водства волокна, используемого в целлюлозно-
бумажной промышленности [8].

Результаты отчета, недавно подготовленно-
го крупнейшим новозеландским научно-иссле-
довательским центром лесной генетики и био-
технологии «Сцион» («Scion», Новая Зеландия), 
показывают, что использование генетически 
модифицированных (ГМ) деревьев способно 
принципиально изменить плантационное лесо-
водство этой страны. Выращивание ГМ деревь-
ев с более быстрым ростом, улучшенным каче-
ством древесины и устойчивостью к гербици-
дам, позволит к 2051 году увеличить ВВП стра-
ны более чем на 6,5 миллиардов долларов [35]. 

Необходимо принимать во внимание нор-
мативные и социальные проблемы, связанные с 
созданием коммерческих плантаций генно-мо-
дифицированных деревьев. Главная проблема – 
это неконтролируемый поток генов от ГМ де-
ревьев в окружающие естественные экосисте-
мы, так как пыльца и семена генно-модифици-
рованных организмов (ГМО) способны распро-
страняться на большие расстояния. Одно из 
возможных решений проблемы – создание 
плантаций трансгенных лесных пород с улуч-
шенными свойствами, но не способных образо-
вывать пыльцу и семена [16].

Для покрытосеменных древесных пород к 
настоящему времени накоплено достаточно 
много информации о генах, вовлеченных в ре-
продуктивные процессы. Например, показано, 
что искусственная модификация целого ряда 
генов цветения у тополя останавливает развитие 
генеративных органов, но не влияет на вегета-
тивный рост [11, 19]. Отсюда следует, что совре-
менные технологии генной инженерии, и осо-
бенно новый революционный метод геномного 
редактирования, требуют изучения в плане воз-
можности их использования для быстрого полу-
чения экологически безопасных форм древес-
ных пород с улучшенными признаками.

Необходимо отметить принципиальное от-
личие генно-модифицированных организмов 
от организмов с отредактированным геномом. 
Технология геномного редактирования, которая 
использует короткие палиндромные кластер-
ные повторы, или CRISPR-Cas9, не предусма-
тривает внедрение в объект чужеродной ДНК 

(хотя и не исключает этого). В связи с этим, от-
редактированные организмы не попадают под 
ограничения, налагаемые на ГМО, и с этой точ-
ки зрения генное редактирование может рас-
сматриваться в качестве эквивалента обычных 
методов селекции для растений.

Выполненные нами исследования посвя-
щены описанию способов получения стериль-
ных (экологически безопасных) клонов топо-
лей и осины как первого этапа работы по вне-
дрению технологий генного редактирования в 
лесное хозяйство РФ. В свою очередь, созда-
ние коллекции стерильных форм осины послу-
жит исходным материалом для селекции кло-
нов с ценными хозяйственными свойствами.

Гены, отвечающие за цветение
В настоящее время информация о генах, от-

ветственных за цветение, накоплена в основном 
для видов травянистых растений, особенно мо-
дельных объектов, таких как арабидопсис 
(Arabidopsis thaliana). Сообщается о консерватив-
ности структуры и функции этих генов у много-
численных родов и семейств покрытосеменных 
[31]. К числу генов цветения, в частности, отно-
сятся гены, регулирующие переход от вегетатив-
ной фазы развития к генеративной и гены иден-
тичности цветковой меристемы, ответственные за 
формирование пыльцы и семязачатка. При этом 
консервативность их структуры позволяет отно-
сительно легко идентифицировать гомологичные 
последовательности среди многих видов цветко-
вых, но именно для видов древесных пород из-
вестно лишь небольшое число идентифицирован-
ных генов цветения [10, 20]. Причина такого от-
ставания – в длительном периоде развития дре-
весного растения, часто продолжительностью в 
несколько десятков лет, прежде чем дерево всту-
пит в генеративную фазу. Кроме того, опыты по 
получению трансгенов, а затем выращивание ге-
нетически модифицированных деревьев даже для 
исследовательских целей сопряжено с жесткими 
законодательными ограничениями.

Поиск в геноме древесных пород генов цве-
тения по гомологии с известными генами у ара-
бидопсиса выглядит как многообещающая стра-

тегия. Однако проблема состоит в том, что гомо-
логи генов цветения у древесных пород часто 
влияют не только на процесс цветения как тако-
вой, но также оказывают нежелательное воздей-
ствие на признаки вегетативной сферы, задержи-
вая рост и развитие [3, 7, 15, 18, 27, 32, 40, 42].

Сообщается, что манипуляции с генами, от-
вечающими за формирование органов цветка (ге-
нами идентичности цветочных органов), мало 
вероятно что оказывают эффект на вегетативную 
сферу. Эти гены очень консервативны по причине 
исключительной важности и специфичности вы-
полняемых ими функций. Так, ген AGAMOUS 
(AG), кодирующий фактор транскрипции MADS-
box, связан с репродуктивной функцией не только 
у покрытосеменных, но и у голосеменных пород 
[13]. Но и здесь бывают исключения, например, 
искусственно подавленная экспрессия гена иден-
тичности цветковой меристемы LEAFY (LFY) у 
мужских экземпляров тополя может привести к 
развитию обоеполых или женских цветков [20].

На сегодняшний день известно несколько 
стратегий получения стерильных растений дре-
весных пород с применением методов генетиче-
ской трансформации. Одна из них – метод ис-
пользования тканеспецифичных промоторов для 
индуцированной экспрессии чужеродных генов, 
продуцирующих цитотоксины в тканях репродук-
тивных органов трансгенных деревьев. Для разру-
шения (абляции) клеток цветочной меристемы 
используют  перенос  чужеродного  гена 
BARNASE, кодирующего фермент РНКазу у бак-
терии Bacillus amyloliquefaciens. Продукт гена 
BARNASE разрушает молекулы РНК в клетках, 
где данный ген экспрессируется. В результате это-
го останавливается синтез белка, что приводит к 
клеточной смерти. В плазмиде, которая использу-
ется как вектор для доставки генно-инженерной 
конструкции в клетки трансформируемого объек-
та, сразу за укороченной последовательностью 
гена BARNASE следует последовательность гена 
BARSTAR, кодирующая естественный ингиби-
тор РНКазы. Вектор сконструирован таким обра-
зом для того, чтобы защитить бактериальные 
клетки Escherichia coli или Agrobacterium от разру-
шающей активности этой РНКазы [6]. Экспрес-
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Введение
Рост населения в мире сопровождается уве-

личением спроса на древесину, которая использу-
ется для получения топлива, продуктов питания и 
создания комфортной среды обитания, при со-
хранении главной функции лесов – биосферной. 
Для удовлетворения этого растущего спроса объ-
ем древесины, который сейчас ежегодно изымает-
ся из лесного фонда, потребуется утроить к 
2050 году [38]. Лесные плантации, занимавшие к 
2015 году 7 % мировых лесных площадей, обеспе-
чивают возможность устойчивого увеличения 
производства лесной продукции и снижения на-
грузки на естественные леса [24]. Наряду с совер-
шенствованием методов лесоводства и землеполь-
зования, большим потенциалом для повышения 
устойчивости и продуктивности лесонасаждений 
являются также и биотехнологии [2].

В настоящее время развивается новое, 
перспективное направление биотехнологиче-
ских исследований, связанное с редактирова-
нием генома. Экспоненциально растет коли-
чество публикаций по этой тематике. Однако 
в России темпы развития технологий геном-
ного редактирования недостаточно высоки, 
несмотря на государственную поддержку.

Генная инженерия (ГИ) способна обеспе-
чить решение многих проблем, с которыми 
сталкивается лесное хозяйство для обеспечения 
многоцелевого и неистощительного использо-
вания лесов. Повышение количества и качества 
древесины, устойчивости к биотическому и 
абиотическому стрессу, а также к гербицидам – 
далеко неполный перечень признаков, которые 
на сегодня были успешно усовершенствованы у 
древесных пород с использованием ГИ. 

В Бразилии, например, было разрешено вы-
ращивание в коммерческих целях генно-модифи-
цированных клонов эвкалипта. Такие деревья на 
20 % превосходят по скорости роста лучшие кло-
ны, полученные методами традиционной селек-
ции, что привело в 2015 году к созданию крупно-
масштабных коммерческих плантаций эвкалипта 
в этой стране, которые выращиваются для произ-
водства волокна, используемого в целлюлозно-
бумажной промышленности [8].

Результаты отчета, недавно подготовленно-
го крупнейшим новозеландским научно-иссле-
довательским центром лесной генетики и био-
технологии «Сцион» («Scion», Новая Зеландия), 
показывают, что использование генетически 
модифицированных (ГМ) деревьев способно 
принципиально изменить плантационное лесо-
водство этой страны. Выращивание ГМ деревь-
ев с более быстрым ростом, улучшенным каче-
ством древесины и устойчивостью к гербици-
дам, позволит к 2051 году увеличить ВВП стра-
ны более чем на 6,5 миллиардов долларов [35]. 

Необходимо принимать во внимание нор-
мативные и социальные проблемы, связанные с 
созданием коммерческих плантаций генно-мо-
дифицированных деревьев. Главная проблема – 
это неконтролируемый поток генов от ГМ де-
ревьев в окружающие естественные экосисте-
мы, так как пыльца и семена генно-модифици-
рованных организмов (ГМО) способны распро-
страняться на большие расстояния. Одно из 
возможных решений проблемы – создание 
плантаций трансгенных лесных пород с улуч-
шенными свойствами, но не способных образо-
вывать пыльцу и семена [16].

Для покрытосеменных древесных пород к 
настоящему времени накоплено достаточно 
много информации о генах, вовлеченных в ре-
продуктивные процессы. Например, показано, 
что искусственная модификация целого ряда 
генов цветения у тополя останавливает развитие 
генеративных органов, но не влияет на вегета-
тивный рост [11, 19]. Отсюда следует, что совре-
менные технологии генной инженерии, и осо-
бенно новый революционный метод геномного 
редактирования, требуют изучения в плане воз-
можности их использования для быстрого полу-
чения экологически безопасных форм древес-
ных пород с улучшенными признаками.

Необходимо отметить принципиальное от-
личие генно-модифицированных организмов 
от организмов с отредактированным геномом. 
Технология геномного редактирования, которая 
использует короткие палиндромные кластер-
ные повторы, или CRISPR-Cas9, не предусма-
тривает внедрение в объект чужеродной ДНК 

(хотя и не исключает этого). В связи с этим, от-
редактированные организмы не попадают под 
ограничения, налагаемые на ГМО, и с этой точ-
ки зрения генное редактирование может рас-
сматриваться в качестве эквивалента обычных 
методов селекции для растений.

Выполненные нами исследования посвя-
щены описанию способов получения стериль-
ных (экологически безопасных) клонов топо-
лей и осины как первого этапа работы по вне-
дрению технологий генного редактирования в 
лесное хозяйство РФ. В свою очередь, созда-
ние коллекции стерильных форм осины послу-
жит исходным материалом для селекции кло-
нов с ценными хозяйственными свойствами.

Гены, отвечающие за цветение
В настоящее время информация о генах, от-

ветственных за цветение, накоплена в основном 
для видов травянистых растений, особенно мо-
дельных объектов, таких как арабидопсис 
(Arabidopsis thaliana). Сообщается о консерватив-
ности структуры и функции этих генов у много-
численных родов и семейств покрытосеменных 
[31]. К числу генов цветения, в частности, отно-
сятся гены, регулирующие переход от вегетатив-
ной фазы развития к генеративной и гены иден-
тичности цветковой меристемы, ответственные за 
формирование пыльцы и семязачатка. При этом 
консервативность их структуры позволяет отно-
сительно легко идентифицировать гомологичные 
последовательности среди многих видов цветко-
вых, но именно для видов древесных пород из-
вестно лишь небольшое число идентифицирован-
ных генов цветения [10, 20]. Причина такого от-
ставания – в длительном периоде развития дре-
весного растения, часто продолжительностью в 
несколько десятков лет, прежде чем дерево всту-
пит в генеративную фазу. Кроме того, опыты по 
получению трансгенов, а затем выращивание ге-
нетически модифицированных деревьев даже для 
исследовательских целей сопряжено с жесткими 
законодательными ограничениями.

Поиск в геноме древесных пород генов цве-
тения по гомологии с известными генами у ара-
бидопсиса выглядит как многообещающая стра-

тегия. Однако проблема состоит в том, что гомо-
логи генов цветения у древесных пород часто 
влияют не только на процесс цветения как тако-
вой, но также оказывают нежелательное воздей-
ствие на признаки вегетативной сферы, задержи-
вая рост и развитие [3, 7, 15, 18, 27, 32, 40, 42].

Сообщается, что манипуляции с генами, от-
вечающими за формирование органов цветка (ге-
нами идентичности цветочных органов), мало 
вероятно что оказывают эффект на вегетативную 
сферу. Эти гены очень консервативны по причине 
исключительной важности и специфичности вы-
полняемых ими функций. Так, ген AGAMOUS 
(AG), кодирующий фактор транскрипции MADS-
box, связан с репродуктивной функцией не только 
у покрытосеменных, но и у голосеменных пород 
[13]. Но и здесь бывают исключения, например, 
искусственно подавленная экспрессия гена иден-
тичности цветковой меристемы LEAFY (LFY) у 
мужских экземпляров тополя может привести к 
развитию обоеполых или женских цветков [20].

На сегодняшний день известно несколько 
стратегий получения стерильных растений дре-
весных пород с применением методов генетиче-
ской трансформации. Одна из них – метод ис-
пользования тканеспецифичных промоторов для 
индуцированной экспрессии чужеродных генов, 
продуцирующих цитотоксины в тканях репродук-
тивных органов трансгенных деревьев. Для разру-
шения (абляции) клеток цветочной меристемы 
используют  перенос  чужеродного  гена 
BARNASE, кодирующего фермент РНКазу у бак-
терии Bacillus amyloliquefaciens. Продукт гена 
BARNASE разрушает молекулы РНК в клетках, 
где данный ген экспрессируется. В результате это-
го останавливается синтез белка, что приводит к 
клеточной смерти. В плазмиде, которая использу-
ется как вектор для доставки генно-инженерной 
конструкции в клетки трансформируемого объек-
та, сразу за укороченной последовательностью 
гена BARNASE следует последовательность гена 
BARSTAR, кодирующая естественный ингиби-
тор РНКазы. Вектор сконструирован таким обра-
зом для того, чтобы защитить бактериальные 
клетки Escherichia coli или Agrobacterium от разру-
шающей активности этой РНКазы [6]. Экспрес-
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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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[12], wheatCrispr [4]. Эти онлайн-ресурсы ана-
лизируют загружаемую последовательность 
целевого гена и выбирают на ней наиболее 
оптимальный участок в 20 нуклеотидов для 
разрезания конструкцией CRISPR/Cas9.

Есть два основных требования к «подхо-
дящему участку» на целевом гене. Во-первых, 
на его 3’-конце должна быть расположена по-
следовательность NGG (PAM нуклеазы Cas9). 
При использовании Cas9 потенциальными 
сайтами-мишенями являются как прямые по-
следовательности [5’-20nt-NGG], так и ком-
плементарные им [5’-CCN-20nt], поскольку 
они одинаково эффективны для нацеливания 
на кодирующую или матричную цепь ДНК. 
Во-вторых, целевая последовательность дол-
жна быть специфичной в пределах всего гено-
ма, чтобы избежать редактирования вне цели.

Схема биотехнологической конструкции 
для редактирования методом CRISPR/Cas9
Под биотехнологической конструкцией 

CRISPR/Cas9 компонентов для редактиро-

вания генов осины можно понимать искус-
ственно смоделированную последователь-
ность ДНК, позволяющую синтезировать на 
ее основе обе части направляющей РНК – 
консервативную часть (sgRNA скаффолд) и 
вариабельную часть (спейсер). В таком виде 
направляющая РНК способна взаимодей-
ствовать с белком Cas9, образуя рибонук-
леопротеиновый комплекс (РНП), который 
в клетках объекта может редактировать це-
левой ген.

Для  создания  биотехнологической 
конструкции используются бактериальные 
векторы ,  одним  из  которых  является 
pUC57-sgRNA, сконструированный спе-
циально для синтеза направляющей РНК 
[37] и  несущий  в  себе  консервативную 
часть – sgRNA скаффолд (рис.). Вариа-
бельная часть вставляется в этот вектор с 
помощью  лигирования, а  встроенный  в 
вектор Т7-промотор запускает синтез на-
правляющей РНК с полученной ДНК-ма-
трицы.

а – образование двухцепочечной направляющей с «липкими» концами из синтезированных 
последовательностей на примере AG01-F и AG01-R, 

б – схема рестрикции вектора pUC57-sgRNA и лигирования в него двухцепочечной 
направляющей конструкции

Рис. Схема биотехнологической конструкции для синтеза CRISPR/Cas-компонента–гидо-
вой РНК – с использованием вектора pUC57-sgRNA

В результате двухцепоче чная последова-
тельность может быть лигирована в этот век-
тор в строго определенном участке. Вектор 
pUC57-sgRNA имеет длину 2792 п. н. и скон-
струирован таким образом, что направляю-
щая встраивается в него между двумя сайтами 
рестрикции BsaI (между позициями 462 п. н. 
и 4 85 п. н.). Непосредственно к месту встраи-
вания с одной стороны прилегает Т7-промо-
тор, а с другой – консервативная часть 
(sgRNA скаффолд). Так создается матрица для 
синтеза (транскрипции) полной последова-
тельности направляющей (гидовой) РНК, 
способной взаимодействовать с Cas9.

Методы прямой доставки CRISPR/Cas9 
в редактируемый объект
В настоящее время активно используются 

бесплазмидные, или прямые, методы транс-
формации клеток. Одним из таких способов 
является бомбардировка редактируемых объ-
ектов микрочастицами нетоксичных метал-
лов – золота или вольфрама – с иммобилизо-
ванной на их поверхности ДНК [1]. Метод 
бомбардировки микрочастицами позволяет 
трансформировать растения практически лю-
бых видов, но имеет относительно низкую 
эффективность. Данный метод используется в 
том числе и для создания ГМО, в связи с чем 
имеется обширная научная база по примене-
нию его на растительных объектах. 

Метод биолистики также использовался 
для создания трансгенных тополей [30, 41], 
что значительно облегчает дальнейшую рабо-
ту по подбору оптимальных условий биоли-
стики при работе с данным объектом.

Вторым распространенным методом 
прямой трансформации клеток является 
PEG-опосредованная трансформация, при 
которой ДНК внедряется в протопласты пу-
тем инфильтрации в среде PEG. Несмотря на 
то, что данный метод преимущественно ис-
пользуется для анализа экспрессии трансген-
ных растений, он особо интересен в связи с 
редактированием тополя, так как ранее 

опубликованные работы описывают успеш-
ное выращивание растений из отдельных 
протопластов [30, 34].

Заключение
С момента открытия CRISPR/Cas редак-

тирования, данный метод привлекает все 
большее внимание, охватывая все сферы био-
технологии, не исключая селекцию древес-
ных растений. В исследованиях, связанных с 
растениями, редактирование оказалось во 
многом простым, так как опирается на базо-
вые лабораторные методы, однако работ, по-
свящённых редактированию генома древес-
ных растений, не так много. В основном это 
связано с длительной ювенильной фазой и 
необходимостью наблюдений за фенотипиче-
скими изменениями, произошедшими в ре-
зультате редактирования генома. Учитывая 
специфику развития древесных растений, на 
это может уйти несколько лет.

Создание стерильных осин с помощью 
метода CRISPR/Cas, доставленного без уча-
стия бактерий, станет значительным шагом в 
селекции древесных растений, так как полу-
ченные образцы послужат базовым объектом 
для программы улучшений ценных хозяй-
ственных признаков с помощью редактирова-
ния, при этом будут обойдены регуляторные 
ограничения, налагаемые на ГМО, и проде-
монстрирована принципиальная возмож-
ность применения такого вида редактирова-
ния у многолетних древесных растений.

Эксперименты по редактированию мо-
дельных генов у растений с известным гено-
мом впоследствии могут стать базой для ре-
дактирования генов, отвечающих за хозяй-
ственно ценные признаки, такие как содер-
жание лигнина, темпы роста, устойчивость к 
стрессам и негативным факторам окружаю-
щей среды.

Исследование выполнено за счет средств 
федерального бюджета в рамках государствен-
ного задания ФБУ «СПбНИИЛХ» (№ 053-
00006-22-00).
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[12], wheatCrispr [4]. Эти онлайн-ресурсы ана-
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CRISPR/Cas9 компонентов для редактиро-

вания генов осины можно понимать искус-
ственно смоделированную последователь-
ность ДНК, позволяющую синтезировать на 
ее основе обе части направляющей РНК – 
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правляющей РНК с полученной ДНК-ма-
трицы.

а – образование двухцепочечной направляющей с «липкими» концами из синтезированных 
последовательностей на примере AG01-F и AG01-R, 

б – схема рестрикции вектора pUC57-sgRNA и лигирования в него двухцепочечной 
направляющей конструкции

Рис. Схема биотехнологической конструкции для синтеза CRISPR/Cas-компонента–гидо-
вой РНК – с использованием вектора pUC57-sgRNA
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