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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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The effect of bioballistics on the regeneration and growth of Populus tremula L. from callus tissues

V.V. Nesterchuk, M.V. Tis, E.D. Safronycheva, V.A. Volkov, D.A. Shabunin (Saint Petersburg 
Forestry Research Institute; Saint Petersburg State Forest Technical University)

This study investigates the impact of employing a gene gun for the delivery of genetic constructs 
on the regeneration and growth process of Populus tremula L. from callus tissues. The primary 
objective is to analyze the efficacy of the biolistic method as a tool for genetic modification of plants 
while maintaining their viability. The subjects of the study were aspen clones from the collection 
of the Saint Petersburg Forestry Research Institute, preserved in an in vitro microshoot culture. 
The research encompasses several key stages: obtaining callus cultures of aspen clones, preparing 
callus samples for bombardment with microcarriers containing the editing construct, initiating 
organogenesis from callus structures post-bioballistics, and rooting and adapting plants to 
ex vitro conditions. A significant aspect was analyzing issues related to bacterial contamination of 
callus cultures during bombardment with tungsten microcarriers. Optimal temporal parameters 
for callus bombardment, as well as for the adaptation of regenerants and their subsequent 
transplantation into a summer-type greenhouse, were established. A comprehensive assessment 
of the impact of bioballistics on the regeneration process of aspen from callus structures was 
performed. The results indicate that 70 % of regenerant plants successfully adapted to ex vitro 
conditions. This demonstrates that the application of the biolistic method for delivering genetic 
constructs into callus cells does not affect the adaptation processes of aspen to ex vitro conditions. 
As a result, a collection of containerized aspen seedlings with a modified genome segment has 
been created. This success opens new opportunities for the application of genetic engineering in 
breeding and improving the characteristics of forest plants.

 

Key words: aspen, poplar, genome editing, gene gun, callus, organogenesis, micro-plants, ex vitro 
adaptation
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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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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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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. 
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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 
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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.
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ре направляющих (или гидовых) РНК (single 
guide RNA, sgRNA), чтобы оценить возможности 
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сотни трансгенных событий, в результате кото-
рых изменились последовательности генов-ми-
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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 

Эффект биобаллистики на регенерацию и рост Populus tremula L. из каллусных тканей

В.В. Нестерчук, М.В. Тис, Е.Д. Сафронычева, В.А. Волков, Д.А. Шабунин

В данном исследовании рассматривается влияние использования генной пушки для 
доставки генетической конструкции на процесс регенерации и роста Populus tremula L. 
из каллусных тканей. Основная цель – анализ эффективности биобаллистического 
метода как инструмента для генетической модификации растений – при сохранении 
их жизнеспособности. Объектом исследования являлись клоны осины из коллекции  
ФБУ «СПбНИИЛХ», поддерживаемые в культуре микропобегов in vitro. Исследование 
охватывает несколько ключевых этапов: получение каллусных культур клонов осины, 
подготовка образцов каллусов к обстрелу микроносителями с редактирующей конструк-
цией, инициация органогенеза из каллусных структур после биобаллистики, укоренение 
и адаптация растений к условиям ex vitro. Важным аспектом являлся анализ проблем, 
связанных с бактериальной контаминацией каллусных культур во время обстрела воль-
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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 
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чужеродной ДНК вирусов и плазмид. Уникаль-
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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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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
В последние десятилетия в качестве пер-

спективного направления научных исследо-
ваний и инноваций в лесном хозяйстве рас-
сматривается редактирование генов лесных 
пород. Этот подход открывает возможности 
для получения новых усовершенствованных 
клонов, способных внести революционные 
изменения в лесовыращивание [6, 9]. Приме-
нение технологий редактирования позволяет 
не только модифицировать уровни экспрес-
сии конкретных генов, но и менять структуру 
белков, придавая растениям дополнительную 
способность, например, более интенсив-
но поглощать углекислый газ [12]. Однако, 
несмотря на все преимущества генного ре-
дактирования, возникают и определенные 
проблемы, связанные с экологическим рав-
новесием. В частности, есть риск вытеснения 
естественных видов растений интродуциро-
ванными мутантами с отредактированными 
участками генома. Этот риск усиливается 
из-за особенностей лесной экосистемы, где 
вероятность распространения отредактиро-
ванных генов высока вследствие беспрепят-
ственного распространения пыльцы и семян. 
Один из путей решения этой проблемы – со-
здание стерильных растений, которые не бу-
дут взаимодействовать с аборигенной флорой 
на генетическом уровне.

Ключевым этапом в геномном редакти-
ровании является доставка редактирующих 
конструкций в клетку [5]. В этом контексте 
генная пушка обеспечивает целенаправлен-
ную бесплазмидную доставку редактирующей 
конструкции без необходимости встраивания 
чужеродных генов, что делает ее предпочти-
тельной по сравнению с методами доставки 
с использованием агробактерий. Первая ген-
ная пушка была выведена на рынок компани-
ей Bio-Rad Laboratories в начале 1990-х годов, 
и с тех пор число экспериментов, использую-
щих этот метод, растет экспоненциально [13]. 
Тем не менее, существует ряд трудностей, ко-
торые необходимо преодолеть, чтобы сделать 
эффективным процесс генного редактирова-
ния древесных растений. 

Одним из наиболее актуальных вопро-
сов является регенерация растений из кал-
лусов после их обстрела микрочастицами с 
применением генной пушки. В нашем ис-

следовании мы использовали клоны осины в 
качестве тест-объекта из-за их быстрого ро-
ста и относительной простоты выращивания 
in vitro. Несмотря на то, что виды рода Populus. 
являются модельными организмами для изу- 
чения древесных растений, литературные 
данные о регенерации после обстрела каллуса 
древесных растений крайне ограниченны [7, 
14]. Это определяет важность и актуальность 
проведенного нами исследования.

Материалы и методы исследования
В работе использованы клоны осины из 

коллекции ФБУ «СПбНИИЛХ», поддержи-
ваемые в культуре микропобегов in vitro. 

Для обеспечения стерильности и по-
стоянства условий культивирования клонов 
осины использовались стеклянные широко-
горлые конические колбы объемом 100 мл. 
Колбы заполнялись агаризованной питатель-
ной средой LP [11], обогащенной микроэле-
ментами по формуле MS [10] и сахарозой в 
концентрации 25 г/л. Общий объем питатель-
ной среды в каждой колбе составлял 40 мл.

Культуры клонов осины растили на 
специализированных стеллажах в культу-
ральном помещении [2] при следующих па-
раметрах окружающей среды: температура – 
23 °C, освещенность – 1200 лк ФАР (лампы 
OSRAM L36/640), фотопериод – 16/8.

Для поддержания жизнеспособности 
культур и их размножения использовали ме-
тодику черенкования. Микропобеги делили 
на микрочеренки, каждый из которых содер-
жал одну пазушную почку. Это деление осу-
ществлялось в середине междоузлия побега, 
при этом листовая пластинка удалялась вме-
сте с половиной черешка. После этой проце-
дуры микрочеренки высаживали на свежую 
питательную среду.

Важным параметром является перио-
дичность пересадки микропобегов на новую 
питательную среду. Межпассажный период в 
среднем составлял 1,5–2 месяца. Это позво-
ляло обеспечить постоянный рост микропо-
бегов и их размножение.

Результаты исследования и их обсуждение
1. Характеристика клонов, включенных 

в эксперимент по редактированию 
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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 

Триплоидные клоны осины, обознача-
емые как Populus tremula gigas, впервые были 
обнаружены на территории Российской 
Федерации академиком А.С. Яблоковым в 
1938 году [3]. Место отбора – Шарьинский 
лесхоз Костромской области, где особи этих 
клонов выделялись на фоне естественной по-
пуляции осины, растущей на вырубках 1937–
1938 годов.

Корневые отпрыски триплоидных кло-
нов осины характеризовались такими морфо-
логическими и фенотипическими особенно-
стями, как:

– повышенная скорость роста по сравне-
нию с типичной осиной;

– наличие густого беловойлочного опу-
шения на листьях и побегах;

– увеличенные размеры листьев;
– высокая плотность древесины.
В 1965 году О.Н. Николаева отметила яв-

ления гетерозиса у шарьинских клонов и под-
твердила их триплоидный характер на основе 
анализа вегетативного потомства, выращен-
ного в Московской области. Подтверждение 
триплоидности также было получено в ходе 
последующих исследований [1].

В период 1962–1963 годов под руковод-
ством С.Н. Багаева на Костромской ЛОС 
ВНИИЛМ были восстановлены клоновые 
линии осины, ранее отобранные А.С. Ябло-
ковым. Кроме того, С.Н. Багаевым был про-
веден дополнительный отбор, в результате 
которого было выделено пять новых быстро-
растущих форм осины, включая триплоид-
ный клон под номером 35.

В коллекции ФБУ «СПбНИИЛХ» в 
культуре микропобегов in vitro поддержива-
ется ряд линий костромских клонов осины, 
а также две линии дальневосточной осины. 
На основе подробного анализа исходного ма-
териала и условий культуры были выделены 
следующие линии:

– линия f.2 – P. tremula L.: микропобег 
получен из каллуса, который был создан из 
сегментов побега осины клона № 34;

– линия f.4 – P. tremula L.: микропобег 
получен из каллуса, созданного из сегментов 
побега триплоидной осины клона № 35;

– линия f.8 – P. tremula L.: микропобег 
был получен на первичном экспланте пазуш-
ной почки;

– линия f.11 – P. tremula L.: микропобег 
инициирован на листе, который развился на 
первичном экспланте пазушной почки;

– линии f.40.1 и f.40.3 – Populus davidiana 
Dode.: обе линии были получены из побегов, 
заготовленных в окрестностях поселка Амгу 
(Тернейский район, Приморский край). Ми-
кропобеги обеих линий были получены путем 
прямой пролиферации почки;

– клон 34 P. tremula L.: отобран в 
1962 году С.Н. Багаевым, диплоидный, жен-
ский, гладкокорый, зеленокорый, устойчив к 
сердцевинной гнили;

– клон 35 P. tremula L.: отобран в 
1962 году С.Н. Багаевым, триплоидный, муж-
ской, серокорый, с трещиновато-ромбиче-
ской текстурой коры, крупнолистный, устой-
чив к сердцевинной гнили.

Все вышеуказанные линии были отобра-
ны для проведения опытов по редактирова-
нию генома.

2. Получение каллусных культур клонов осины
Для успешного проведения генетических 

манипуляций растительных клеток осново-
полагающим фактором является выбор ис-
ходного объекта. Для нашего эксперимента 
каллусные ткани выделялись как наиболее 
предпочтительные для генетической инже-
нерии. Каллус – это недифференцированная 
ткань растения, которая формируется на ра-
невых поверхностях. Его использование при 
генетических манипуляциях обосновано сле-
дующими преимуществами:

– отсутствие плотных внешних защит-
ных слоев, что облегчает проникновение 
внешних агентов;

– высокий потенциал к органогенезу, что 
позволяет регенерировать полноценные рас-
тения из каллусной ткани;

– относительная однородность, которая 
обеспечивает стабильные и предсказуемые 
результаты манипуляций.

Были проведены эксперименты по полу-
чению каллусных культур из коллекционных 
культур микропобегов элитных клонов оси-
ны. В результате выделено 6 линий каллусной 
культуры: f.2, f.4, f.8, f.11, f.40.1, f.40.3.

Для получения плотных зеленых каллу-
сов, культуры выращивались на питательной 
среде, содержащей 1,0 мг/л тидиазурона и 
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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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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 
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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 
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клон 535 тополя белого были трансформированы 
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ленными на получение стерильных растений. 
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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 
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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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0,1 мг/л нафталинуксусной кислоты. Одна-
ко с учетом того, что избыточная плотность 
каллуса может затруднить инфильтрацию, 
были проведены эксперименты с использо-
ванием 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты 
(0,4 мг/л), что привело к получению более 
рыхлых каллусов для линий f.2, f.4 и f.40.3. 
Такие каллусы были менее стабильными и 
потенциально обладали сниженным органо-
генетическим потенциалом.

Для экспериментов по геномному редакти-
рованию была выбрана линия f.8 (P. tremula L.). 
Исходный микропобег этой линии был полу-
чен на основе пазушной почки в эксперимен-
те, проведенном в 2007 году. Стоит упомянуть, 
что первичные образцы осины были собраны 
в феврале–марте 2007 года в Татарстане. Эта 
каллусная линия успешно культивируется 
in vitro уже более 16 лет и прошла многократ-
ные проверки на регенерацию и инициацию 
каллусов из различных частей растения.

Для инициации каллусов были использо-
ваны питательные среды LP и MS. Наиболь-
шую эффективность для стимуляции роста 
каллуса показали фитогормоны в комбина-
ции 1,0 мг/л тидиазурона и 0,1 мг/л нафтали-
нуксусной кислоты.

3. Подготовка каллусных культур к об-
стрелу микроносителями (биобаллистике) с ре-
дактирующей конструкцией

Для доставки редактирующей конструк-
ции в клетки каллуса осины была применена 
методика обстрела микроносителями. Этот 
метод позволяет внедрять генетический ма-

териал в клетки с помощью микрочастиц [8]. 
Для успешной трансформации раститель-

ных клеток с помощью обстрела микроноси-
телями важно выбрать оптимальный этап раз-
вития каллуса, который связан с активностью 
деления клеток и их рецептивностью к внедре-
нию частиц. Клетки, находящиеся в активной 
фазе деления (особенно на стадиях G1 и S ин-
терфазы), являются наиболее приемлемыми 
для генной трансформации. В этот период у 
клеток увеличивается проницаемость ядерной 
оболочки и активируется репарация ДНК, что 
может способствовать интеграции ДНК в ге-
ном растительной клетки. Как правило, наи-
более оптимальным временем для обстрела 
является 2–4 недели после инициации каллу-
са. В это время каллусные клетки находятся в 
фазе активного роста и деления. При разме-
щении каллуса на чашке Петри перед обстре-
лом было важно учесть толщину слоя каллуса. 
Толстый слой каллуса может затруднить про-
никновение частиц на необходимую глубину, 
в то время как слишком тонкий слой может 
привести к повреждению клеток из-за интен-
сивности обстрела.

После периода культивирования длитель-
ностью 2–4 недели на специальной питатель-
ной среде, были получены каллусы, которые 
далее были разделены на мелкие фрагменты 
размером 2–3 мм и помещены на чашки Пе-
три диаметром 6 мм с идентичной питательной 
средой [4]. Для обеспечения максимальной 
эффективности процедуры обстрела каллусы 
были размещены группами диаметром 3 см в 
центре чашек Петри (рис. 1). 

Рис. 1. Фрагментированные и сгруппированные каллусы на осмотической среде 
непосредственно перед обстрелом микроносителями
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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-
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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 

Особое внимание уделялось культивации 
каллусов на высокоосмотической среде в те-
чение 4 часов. Эта среда способствует отделе-
нию протопласта от клеточной стенки, что в 

свою очередь упрощает процесс проникнове-
ния микроносителей внутрь клетки. Для соз-
дания этой среды к основному составу были 
добавлены спирты маннит и сорбитол (табл.).

Таблица
Состав высокоосмотической среды для культивирования  

каллусов перед обстрелом микрочастицами

Вещество Количество на 0,5 л

Нитрат калия (KNO3) 250 мг

Нитрат кальция (Ca(NO3)•4H2O) 278 мг

Нитрат аммония (NH4NO3) 200 мг

Сульфат магния (MgSO4•7H2O) 180 мг

Дигидроортофосфат калия (KH2PO4) 135 мг

Динатриевая соль ЭДТА кислоты (Na2EDTA) 18,6 мг

Сульфат железа(II) (FeSO4•7H2O) 13,9 мг

Микроэлементы по MS 0,5 мл

Витамины по MS 1 мл

Глицин 1 мг

Мезоинозит 50 мг

Сахароза 15000 мг

Агар 2700 мг

Карбонат калия (К2СО3) 50 мг

Маннит 9100 мг

Сорбитол 9100 мг

4. Обстрел каллусных культур микроноси-
телями (биобаллистика)

Обстрел каллусов проводился при по-
мощи генной пушки модели PDS-1000/He 
(Bio-Rad, США). В качестве микроносителей 
использовались вольфрамовые частицы раз-
мером 1 мкм. Процедура была осуществлена 
при вакуумном разряжении 13 psi и разрыв-
ном диске 1800 psi. После обстрела на поверх-
ности каллусов были заметны равномерно 
распределенные вольфрамовые частицы. 

5. Инициация органогенеза в каллусах после 
биобаллистики

Следующим этапом была инициация 
органогенеза. Для этого были проведены 
два эксперимента. В первом случае каллусы, 
подвергнутые обстрелу, культивировались на 

среде для пролиферации каллуса в течение 
дополнительных 2-х недель. Во втором ва-
рианте сразу после обстрела производилась 
индукция органогенеза путем добавления в 
питательную среду 0,4 мг/л 6-бензиламино-
пурина. 

В ходе экспериментов было замечено, 
что более успешный и быстрый органогенез 
происходил в том случае, когда он был ин-
дуцирован сразу после обстрела, не дожида-
ясь дополнительного разрастания каллусов. 
Предположительно, более медленный пере-
ход клеток к следующей стадии развития при 
добавлении 0,4 мг/л 6-бензиламинопурина 
может нарушать процессы деления, замед-
ляя органогенез. Также было отмечено, что 
эти растения гораздо сложнее образовывали 
корни.
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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 
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Важно отметить, что после процедуры 
обстрела на этапе пролиферации каллуса и на 
этапе индуцирования органогенеза примерно 
50 % образцов оказались контаминированы 
бактериями. Это обусловлено тем, что про-
цедура обстрела не обеспечивает абсолютную 
стерильность и может вызвать заражение об-
разцов. Это в свою очередь негативно ска-
зывается на качестве и размерах получаемых 
микрочеренков, которые в дальнейшем под-
вергаются индукции корнеобразования.

Чаще всего микрочеренки, регенериро-
вавшие из зараженных каллусов, формируют 
корни с неправильным строением или об-
разуют каллусообразные структуры в местах 
контакта с питательной средой. Это свиде-
тельствует о негативном влиянии бактериаль-
ной контаминации на процесс органогенеза и 
формирование здоровых растений. Это явле-
ние необходимо учитывать при дальнейших 
экспериментах и разработке методов обеспе-
чения более высокой степени стерильности 
процедуры обстрела.

6. Укоренение и адаптация к условиям 
ex vitro

Микропобеги длиной 2–3 см были среза-
ны с каллуса и высажены на безгормональную 
питательную среду. Таким способом удалось 
инициировать корнеобразование у прибли-
зительно 1/3 всех полученных микропобегов 
в течение 2–3 недель. Для стимуляции ризо-
генеза у остальных микропобегов добавляли 
в питательную среду 0,2 мг/л индолил-3-мас-
ляной кислоты. Таким образом удалось до-
биться образования корней у значительной 
части микропобегов, что является важным 
этапом в получении регенерантов.

После успешной адаптации растений 
к условиям ex vitro в вегетационной комна-
те особое внимание уделялось правильно-
му уходу за растениями для обеспечения их 
нормального роста и развития. Ежедневное 
опрыскивание водой выполнялось с целью 
поддержания оптимальной влажности воз-
духа и предотвращения чрезмерного вы-
сыхания листьев и почвы. Круглосуточное 
освещение поддерживало непрерывную 
фотосинтетическую активность растений и 
способствовало их росту. При необходимости 
проводилось рыхление почвы для сохране-

ния здоровья корневой системы и эффектив-
ного поглощения ею питательных веществ и  
кислорода.

Следующим важным этапом в создании 
коллекции потенциально отредактированных 
растений была их пересадка в более крупные 
контейнеры объемом 1,5 л после 1–2 месяцев 
содержания в вегетационной комнате и появ-
ления 2–4 новых междоузлий. Это позволяло 
растениям продолжать свой рост и развитие, 
обеспечивало им достаточное простран-
ство для корневой системы и оптимальное 
питание.

Регулярный полив имел важное значе-
ние для поддержания оптимального уровня 
влажности почвы, он проводился 2–3 раза в 
неделю – в зависимости от состояния почвы, 
чтобы избегать пересыхания или избыточной 
влажности. К поливной воде периодически 
добавляли раствор макро- и микроэлементов. 
Его состав был специально подобран, учиты-
вая потребности растений, и содержал N об-
щий (3 %, в т. ч. N-NO3 – 3 %), P205 (11 %), 
K2 (35 %), S (9 %), MgO (4 %), Fe(ДТПА) – 
0,054 %, Zn(ЭДТА) – 0,014 %, Cu(ЭДТА) – 
0,01 %, Mn(ЭДТА) – 0,042 %, Mo (0,004 %), 
B (0,02 %). Это позволило предотвратить де-
фицит минеральных веществ, который мог 
негативно повлиять на рост и развитие рас-
тений.

На данном этапе растения полностью 
были приспособлены к новым условиям вы-
ращивания вне лаборатории и продолжали 
свой активный рост. Средняя высота со-
ставляла 15–30 см, однако у некоторых эк-
земпляров она достигала 40 см и более, что 
свидетельствует о здоровом и интенсивном 
развитии. Следует отметить, что данный шаг 
является промежуточным перед окончатель-
ной высадкой растений в открытый грунт. Он 
представляет собой важное звено в подготов-
ке саженцев к более естественным условиям 
их будущего роста и развития.
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земпляров (31 %) погибли. Таким образом, на 
момент пересадки в закрытый грунт коллек-
ция включала 247 жизнеспособных саженцев, 
готовых к дальнейшему росту. Все этапы их 
развития, вплоть до высадки в теплицу летне-
го типа, представлены на рисунке 2.
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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 
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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-
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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 
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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 

7. Адаптация растений в теплице
Пересадка адаптированных растений 

в теплицу летнего типа представляет собой 
важный аспект в поддержании и сохранении 
коллекции растений с отредактированным 
геномом. В теплице обеспечиваются опти-
мальные условия для роста и развития расте-
ний, создается специальный микроклимат с 
необходимыми температурными и световыми 
параметрами. 

Ключевой целью пересадки и выращива-
ния растений в теплице является постепенное 
снижение температуры и длины светового 
дня для закладки почек перед наступлением 
зимнего периода. При этом происходит акку-
муляция ресурсов, необходимых для успеш-
ной перезимовки и начала активного роста в 

следующем сезоне. Уменьшение объема по-
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получения посадочного материала необходи-
мо учитывать сроки регенерации растений из 
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стике, представлен на рисунке 3. 

Рис. 2. Этапы развития растений после обстрела каллуса микроносителями 

Рис. 3. Коллекция растений осины, полученная из материала, подвергшегося  
процедуре редактирования генома, – в условиях теплицы летнего типа 
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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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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 № 4, 2023

Как видно из рисунка, растения успешно 
адаптировались и нормально развиваются в 
новых условиях теплицы летнего типа.

Заключение
В проведенном исследовании оцени-

валось влияние процедуры биобаллистики, 
применяемой с целью геномного редакти-
рования, на процессы регенерации и роста 
осины из каллусных тканей. Инициация ор-
ганогенеза в каллусе и образование корней у 
микрочеренков представляет собой сложный 
процесс, который длится на протяжении 
6 месяцев. В 30 % случаев развитие регене-
рантов не достигло нужной стадии, в резуль-
тате чего растения остаются жизнеспособны-
ми только в культуре in vitro. 

В ходе эксперимента около 50 % каллу-
сов, прошедших через процедуру обстрела 
из генной пушки, не обеспечивающую до-
статочную стерильность процесса, оказались 
зараженными бактериями, что значительно 
повлияло на ход регенерации, а также на ка-
чество и размеры микропобегов.

Адаптация растений к условиям ex vitro 
является важным этапом, успешность ко-
торого определяется как состоянием самих 

микрочереноков, так и параметрами сре-
ды. В данном исследовании адаптировалось 
70 % растений, что вполне удовлетвори- 
тельно.

Результаты исследования свидетельству-
ют о важности соблюдения всех этапов и 
временных интервалов в процессе роста рас-
тений после биобаллистики, повреждающей 
клеточные стенки. 

Правильный подбор условий культиви-
рования, состава питательных сред, включая 
фитогормоны, способствует тому, что проли-
ферация материала, подвергнутого биобалли-
стике, и регенерация растений протекают, без 
задержки.

Для создания коллекции отредактиро-
ванных растений без применения специаль-
ных ростовых камер оптимальным временем 
для проведения биобаллистики является ко-
нец зимы или начало весны, а перенос расте-
ний в теплицу летом позволяет им адекватно 
развиваться и адаптироваться к новым усло-
виям.

Исследование выполнено за счет средств 
федерального бюджета в рамках государ-
ственного задания ФБУ «СПбНИИЛХ» № 053-
00011-23-00.
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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-
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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 

9. Min, T. CRISPR-based genome editing and its applications in woody plants / T. Min et al. // International Journal 
of Molecular Sciences. – 2022. – Vol. 23. – Iss. 17. – Р. 10175. – https://doi.org/10.3390/ijms231710175.

10. Murashige, T. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with Tobacco Tissue Cultures / 
T. Murashige, F. Skoog // Physiologia Plantarum. – 1962. – Vol. 15, № 3. – P. 473–497.

11. Quoirin, M. Improved media for in vitro culture of Prunus sp. / M. Quoirin, P. Lepoivre // Acta Horticulturae. 
– 1977. – № 78. – P. 437–442.

12. Tao, Y. Enhanced Photosynthetic Efficiency for Increased Carbon Assimilation and Woody Biomass Production 
in Engineered Hybrid Poplar / Y. Tao // Forests. – 2023. – Vol. 14. – № 4. – Р. 827. – https://doi.org/10.3390/
f14040827.

13. Sanford, J.C.  Optimizing the biolistic process for different biological applications / J.C. Sanford, F.D. Smith, 
J.A. Russell // Methods in enzymology. – Academic Press, 1993. – Vol. 217. – Р. 483–509.

14. Yin, Y. Advances and perspectives of transgenic technology and biotechnological application in forest trees / 
Y. Yin et al. // Frontiers in Plant Science. – 2021. – Vol. 12. – Р. 786328. – DOI: 10.3389/fpls.2021.786328.

REFERENCES

1. Nikolaeva O.E. Anatomicheskoe i tsitologicheskoe issledovanie tsennykh form i gibridov osiny [Anatomical 
and cytological study of valuable forms and hybrids of aspen]. Selektsiya bystrorastushhikh porod, sbornik 
[Selection of fast-growing breeds, collection / VNIILM], VNIILM, Moscow, 1965, pp. 58–81. (In Russian).

2. Shabunin D.A., Butenko O.Yu. Poluchenie mutantov vysokoproduktivnykh genotipov topolya sereyushhego s 
ispol’zovaniem metoda indutsirovannogo mutageneza v usloviyakh kul’tury in vitro [Obtaining mutants of highly 
productive genotypes of Populus × canescens using the method of induced mutagenesis in vitro]. Trudy Sankt-
Peterburgskogo nauchno-issledovatel’skogo instituta lesnogo khozyajstva [Proceedings of the Saint Petersburg 
Forestry Research Institute], 2021, no. 2, pp. 4–16. DOI: 10.21178/2079-6080.2021.2.4. (In Russian).

3. Yablokov A.S. Ispolinskaya forma osiny v lesakh SSSR [Gigant form of aspen in the forests of the USSR]. 
Tr. VNIILKh [Proc. All-Rus. Sci. Res. Inst. For.], 1941, iss. 23, рр. 1–52 p. (In Russian).

4. Bruegmann T., Brügmann T., Polak O., Deecke K., Neß-Nietsch J., Fladung M. Poplar transformation. 
Transgenic Plants: Methods and Protocols, 2019, pp. 165–177. DOI:10.1007/978-1-4939-8778-8_12.

5. Demirer G.S., Silva T.N., Jackson Ch.T., Thomas J.B., Ehrhardt D.W., Rhee S.Y., Mortimer J.C., Landry M.P. 
Nanotechnology to advance CRISPR–Cas genetic engineering of plants. Nature Nanotechnology, 2021, 
vol. 16, no. 3, pp. 243–250. DOI: 10.1038/s41565-021-00854-y.

6. Dort E.N., Tanguay P., Hamelin R.C. CRISPR/Cas9 gene editing: an unexplored frontier for forest pathology. 
Frontiers in Plant Science, 2020, vol. 11, p. 1126.

7. Jansson S., Douglas C.J. Populus: a model system for plant biology. Annu. Rev. Plant Biol., 2007, vol. 58, 
pp. 435–458.

8. Kikkert J.R., Vidal J.R., Reisch B.I. Stable transformation of plant cells by particle bombardment/biolistics. 
Transgenic plants: methods and protocols, 2004, pp. 61–78. DOI: 10.1385/1-59259-827-7:061.

9. Min T., Hwarari D., Li D., Movahedi A., Yang L. CRISPR-based genome editing and its applications in woody 
plants. International Journal of Molecular Sciences, 2022, vol. 23, Issue 17, p. 10175. https://doi.org/10.3390/
ijms231710175.

10. Murashige T., Skoog F. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with Tobacco Tissue Cultures. 
Physiologia Plantarum, 1962, vol. 15, no. 3, pp. 473–497.

11. Quoirin M., Lepoivre P. Improved media for in vitro culture of Prunus sp. Acta Horticulturae, 1977, no. 78, 
pp. 437–442.

12. Tao Y., Chiu L.-W., Hoyle J.W., Dewhirst R.A., Richey Ch., Rasmussen K., Du J., Mellor P., Kuiper J., 
Tucker D., Crites A., Orr G.A., Heckert M.J., Godinez-Vidal D., Orozco-Cardenas M.L. Hall M.E. Enhanced 
Photosynthetic Efficiency for Increased Carbon Assimilation and Woody Biomass Production in Engineered 
Hybrid Poplar. Forests, 2023, vol. 14, no. 4, p. 827. https://doi.org/10.3390/f14040827.

13. Sanford J.C., Smith F.D., Russell J.A. Optimizing the biolistic process for different biological applications. 
Methods in enzymology, 1993, vol. 217, pp. 483–509.

14. Yin, Y., Wang Ch., Xiao D., Liang Ya., Wang Ya. Advances and perspectives of transgenic technology and 
biotechnological application in forest trees. Frontiers in Plant Science, 2021, vol. 12, p. 786328. DOI: 
10.3389/fpls.2021.786328.

Статья поступила в редакцию 6.10.2023


