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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 

408 9

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Для дизайна спейсеров существует не-
сколько специализированных программ: 
CRISPRdirect [29], CRISPR P2 [43], CRISPickr 
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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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Влияние концентрации 2,4-Д 
на переключение микроспоры 
с гаметофитной на спорофитную 
программу развития некоторых 
представителей родов Rubus и Vaccinium 
в культуре in vitro

© Д.Н. Зонтиков, К.В. Малахова, О.О. Березина

Influence of 2,4-D concentration on the microspore switch from gametophytic to sporophyte 
development program of some representatives of the Rubus and Vaccinium genes in in vitro culture

D.N. Zontikov, K.V. Malakhova, O.O. Berezina (Kostroma State University)

Obtaining homozygous lines of plant cultures is an important part of the work devoted to 
the selection of varietal forms. In accordance with this, the study of factors influencing the switch 
of the gametophyte program of development of generative cells to the sporophyte pathway is of 
particular relevance. This work is devoted to the study of such factors as the stage of development 
of pollen grains in buds of a certain size and the effect of the growth regulator 2,4-D (from 0 to 
0.35 mg/l of nutrient medium) on the activity of microspore embryogenesis in in vitro culture on 
the example of economically valuable representatives of the genera Rubus (squat cloudberry Rubus 
chamaemorus L. and arctic princess Rubus arcticus L.) and Vaccinium (bog cranberry Vaccinium 
oxycoccos L. and swamp blueberry Vaccinium uliginosum L.). Microspores of representatives of 
the genus Rubus were cultivated on a nutrient medium according to the prescription of Murashige 
and Skoog (MS), microspores of objects of the genus Vaccinium per 1/2 MS with the addition 
of sucrose 30 g/l, pH 4.5. The study revealed a correlation between the length of the bud 
(2–9 mm) and the percentage of generative cells in it of a certain stage of their development: 
in representatives of the genera Rubus and Vaccinium, the stage of non-vacuolized generative 
cells with a centrally localized nucleus is observed when the length of the bud is from 2 to 8 mm. 
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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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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 
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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 

A positive effect of the growth regulator 2,4-D (0.15 mg/l) on the activity of embryoidogenesis 
of microspores of model objects was established. It was revealed that microspores at the stage of 
a non-vacuolized cell with a centrally located nucleus in representatives of Rubus and Vaccinium, 
as well as at the tetrad stage in objects of the genus Vaccinium, have the greatest ability to form 
embryoids.
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Rubus arcticus L., squat cloudberry, Rubus chamaemorus L., swamp cranberry, Vaccinium 
oxycoccos L., swamp blueberry, Vaccinium uliginosum L., 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

Влияние концентрации 2,4-Д на переключение микроспоры с гаметофитной на спорофитную 
программу развития некоторых представителей родов Rubus и Vaccinium в культуре in vitro

Д.Н. Зонтиков, К.В. Малахова, О.О. Березина

Получение гомозиготных линий растительных культур является важной частью работ, 
посвященных селекции сортовых форм. В соответствии с этим особую актуальность 
приобретает исследование факторов, влияющих на переключение гаметофитной про-
граммы развития генеративных клеток на спорофитный путь. Данная работа посвящена 
изучению таких факторов, как стадия развития пыльцевых зерен в бутонах определен-
ного размера и влияние регулятора роста 2,4-Д (от 0 до 0,35 мг/л питательной среды) на 
активность эмбриогенеза микроспор в культуре in vitro на примере хозяйственно ценных 
представителей родов Rubus (морошка приземистая Rubus chamaemorus L. и княженика 
арктическая Rubus arcticus L.) и Vaccinium (клюква болотная Vaccinium oxycoccos L. и го-
лубика топяная Vaccinium uliginosum L.). Микроспоры представителей рода Rubus куль-
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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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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-
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последовательность редактируемого гена (или 
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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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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 
Проблема переключения с гаметофит-

ной на спорофитную программу развития 
гаплоидных клеток пыльника, в первую оче-
редь, с использованием технологии куль-
тивирования пыльников и микроспор в 
культуре in vitro исследуется уже несколько 
десятков лет. Ее решение представляет как 
фундаментальный [2], так и прикладной ин-
терес [14]. Основное преимущество исполь-
зования пыльников и микроспор в условиях 
in vitro для переключения клеток пыльника 
на спорофитный путь развития состоит в 
возможности быстрого получения гомози-
готных линий, что облегчает селекцию фе-
нотипов по количественным и качественным 
признакам, одновременной генетической 
фиксации в каждом локусе в пределах од-
ного поколения. Это позволяет избежать 
долговременных работ по самоопылению, 
обратному скрещиванию, прежде чем мож-
но будет получить инбредные линии. После 
создания удвоенной гаплоидной линии ее ге-
нотип может быть идентично воспроизведен 
и быстро размножен, что предоставляет воз-
можность селекционерам оценивать необхо-
димое количество признаков с использова-
нием генетически однородного материала, 
с исключительной эффективностью отбора 
уже на самой ранней стадии цикла разведе-
ния. В результате происходит существенная 
экономия времени и ресурсов по сравнению 
с традиционной практикой. Предполагают, 
что уменьшение рекомбинации в результате 
использования удвоенных гаплоидов может 
облегчить отбор потомства, которое имеет 
более близкое генотипическое сходство к 
любому из родителей, по сравнению с потом-
ством, отобранным после последовательных 
поколений самоопыления [3, 18]. 

Несмотря на очевидные успехи при работе 
с различными видами растений, в данном на-
правлении и внедрении в селекцию для ряда 
хозяйственно-ценных растений [4, 6, 9, 13], 
остается целый ряд проблем и ограничений, 
что затрудняет развитие и применение данной 
технологии в селекционных программах, не-
взирая на очевидные ее преимущества [8]. До 
сих пор одним из проблемных вопросов явля-
ется низкая частота образования гаплоидных 

структур относительно количества микроспор, 
присутствующих в пыльнике. Кроме того, не 
ясно, из каких гаплоидных клеток образуются 
регенеранты: из клеток, имеющих нормаль-
ное строение или аномальных, определен-
ный процент которых в силу полиморфизма 
всегда присутствует в пыльнике. В настоящее 
время установлено, что во многом определя-
ющее влияние на переключение программы 
развития микроспоры играют такие факторы 
как генотип [21], различные стрессовые явле-
ния [5], а также применение регуляторов ро-
ста, относящихся к ауксинам и цитокининам  
[7, 11, 19]. Эти две группы фитогормонов обыч-
но действуют антагонистически относительно 
времени и органа, где происходит морфогенез, 
эффект их влияния зачастую модулируется ге-
номом растения и тканевой специфичностью 
[15]. Фитогормоны необходимы для того, что-
бы изолированные микроспоры подвергались 
устойчивому делению клеток, но отмечается, 
что для культуры пыльников может не требо-
ваться добавление регуляторов роста [10]. Он-
тогенез эмбриоида обычно следует схеме де-
ления, аналогичной развитию зиготического 
эмбриона [17], у некоторых видов последова-
тельность дифференцировки включает в себя 
несколько начальных стадий клеточного де-
ления, которые напоминают развитие споры 
у споровых растений [16]. В настоящее время 
чаще всего для переключения программы раз-
вития микроспоры используют 2,4-дихлорфе-
ноксиуксусную кислоту (2,4-Д) [12, 20].

Особенно актуально решение обозначен-
ной проблемы для селекционных работ с рас-
тениями, имеющими хозяйственно ценное 
значение, в частности растений родов Rubus 
и Vaccinium. 

Цель нашей работы: оценить влияние ре-
гулятора роста 2,4-Д в разных концентрациях 
на переключение программы развития ряда 
хозяйственно ценных представителей родов 
Rubus и Vaccinium.

Объекты и методы исследования
Исследования проводили в 2022-2023 го-

дах на базе лаборатории биотехнологий Ко-
стромского государственного университета. 
В качестве модельных объектов использовали 
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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 

растения таких видов рода Rubus как княжени-
ка арктическая Rubus arcticus L. (сорт Пима), 
морошка приземистая Rubus chamaemorus L. 
(сорт Нюбу) и рода Vaccinium: голубика топя-
ная Vaccinium uliginosum L. (сорт Иксенская), 
клюква болотная Vaccinium oxycoccos L. (сорт 
Сазоновская). 

Нами оценивалось переключение микро-
спор с гаметофитной на спорофитную про-
грамму развития под действием 2,4-дихлор-
феноксиуксусной кислоты в концентрациях 
от 0,05 до 0,35 мг/л на питательной среде по 
прописи Мурасиге-Скуга (MS) для рода Rubus 
и на ½ MS для рода Vaccinium. 

Маточные растения культивировались в 
лабораторных условиях, генеративные побе-
ги получали методом выгонки на световых 
стеллажах, оснащенных лампами Osram L 
36 W /765 («Osram», Россия) с интенсивно-
стью излучения 49 мкмоль/с/м2 [1]. 

Методика работ для получения культуры 
микроспор включала несколько этапов. На 
первом этапе по мере появления бутонов раз-
личного размера у маточных растений нами 
проводилась оценка корреляции размера 
бутона и стадий развития микроспоры. Для 
этого отбирались бутоны различной длины и 
осуществлялась группировка бутонов с града-
цией по размерам (с шагом 1 мм). 

Затем проводились работы по выделению 
микроспор из пыльников. Бутоны последо-
вательно стерилизовали в течение 1 минуты 
в 70 % водном растворе этанола, 15 минут - 
в 5 % водном растворе гипохлорита натрия, 
затем трижды промывали в стерильной дис-
тиллированной воде. Выделенные пыльники 
помещали в микропробирки типа Эппен-
дорф объемом 1,5 мл по 50 шт. и измельчали 
с помощью ручного гомогенизатора, одно-
канальным микродозатором Proline 20-200 
(«Sartorius Proline», Финляндия) добавляли 
0,5 мл стерильной воды с глюкозой в кон-
центрации 30 г/л. После этого пробирки цен-
трифугировали (мини-центрифуга-вортекс 
Microspin FV-2400, SIA «BioSan», Латвия) 
15 с при 4500 об/мин. Из каждой пробирки 
микродозатором переносили суспензию с 
микроспорами в чашку Петри. Плотность су-
спензии составляла от 65000 до 75000 микро-
спор/мл. 

Экспериментальные данные представле-
ны в виде средних арифметических значений 
(М) с указанием ошибки среднего (± SEM). 
Расчет доверительного интервала на основа-
нии t-распределения Стьюдента при уровне 
значимости Р = 0,05 проводили с использо-
ванием статистического пакета программы 
Microsoft Excel 2010.

Результаты и их обсуждение
На первом этапе нами проводилась рабо-

та по определению корреляции длины бутона 
и стадии развития пыльцевого зерна/микро-
споры (табл. 1).

На основании полученных данных мы 
можем отметить, что на протяжении развития 
генеративной почки (бутона) генеративные 
клетки последовательно проходят стадии: ар-
хеспориальной клетки, тетрады, невакуолизи-
рованной клетки и сильно вакуолизированной 
клетки. Микроспоры на стадии археспориаль-
ной клетки обнаружены в бутонах длиной от 2 
до 4 мм у R. chamaemorus и R. arcticus, а далее, 
на более поздних этапах развития генератив-
ной почки, не встречаются. Генеративные 
клетки на стадии невакуолизированной клет-
ки отмечены в бутонах практически всех рас-
смотренных размеров, за исключением самых 
крупных (9 мм). Сильно вакуолизированные 
клетки встречаются при длине бутона от 4 до 
9 мм. Таким образом, у рассмотренных видов 
рода Rubus стадии развития пыльцевого зер-
на при определенной длине бутона протека-
ют синхронно от археспориальной клетки до 
сильно вакуолизированной. 

Как и в случае с представителями рода 
Rubus, в бутонах V. oxycoccos и V. uliginosum 
стадия невакуолизированных генеративных 
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отсутствуя в бутонах длиной 9 мм. Сильно 
вакуолизированные генеративные клетки от-
мечены при длине бутона от 4 мм и далее на 
последующих стадиях. 

Вторым этапом нашей работы было опре-
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циях на процесс переключения микроспор 
родов Rubus и Vaccinium с гаметофитной на 
спорофитную программу развития. 
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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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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 
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из-за цитотоксинов, вырабатываемых после 
трансформации конструкциями с геном 
BARNASE, стерильные трансгенные березы за-
медлялись в росте, кустились и росли гораздо мед-
леннее контроля [21]. Таким образом, использова-
ние этой стратегии получения стерильных клонов 
древесных пород часто сопряжено с нежелатель-
ными побочными эффектами.

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

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

Для получения стерильных клонов тополя 
ген LEAFY был выбран не случайно, так как 
этот ген очень консервативен по своей структу-
ре, представлен в геноме тополей единственной 
копией и в вегетативных тканях экспрессирует-
ся на самом базовом уровне [36]. «Выключение» 
гена LEAFY у тополя белого методами класси-
ческой генетической трансформации (RNAi) 
приводит к стерильности женских деревьев, не 
влияя на скорость их роста и развития. 
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Два женских (717, 6К10) и один мужской 
клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
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примерно 60–65 млн лет назад. В результате по-
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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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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 

В соответствии с полученными данными, 
наибольшее количество эмбриоидов пред-
ставителей рода Rubus в культуре микроспор 
удалось получить при использовании гене-
ративных клеток на стадии невакуолизиро-
ванных клеток (18 ± 2,3 шт. у R. chamaemorus 

и 23 ± 2,9 шт. – у R. arcticus) при концен-
трации 2,4-Д 0,15 мг/л питательной среды. 
Увеличение концентрации 2,4-Д приводило 
к снижению количества образовавшихся эм-
бриоидов на питательной среде в культуре 
микроспор (табл. 2).

Таблица 2
Влияние концентраций 2,4-Д на активность эмбриоидогенеза представителей рода   

Rubus в культуре микроспор in vitro 

Стадия развития 
микроспор

Концентра- 
ция 2,4-Д,  

мг/л

Срок  
появления 

первых  
эмбрио- 

идов, сутки

Среднее 
коли- 
чество  

эмбрио- 
идов, шт.

Среднее 
коли- 
чество  

каллусов,  
шт.

Содержание 
данной стадии 

развития  
микроспоры, 

%
Rubus chamaemorus

1. Археспориальные 
клетки (первичные 
и вторичные 
спорогенные клетки)

0,00 (Контроль) - - - 72 ± 3,1
0,05 - - - 70 ± 5,3-
0,15 - - - 81 ± 3,6
0,25 - - - 74 ± 2,9
0,35 - - - 76 ± 4,3

2. Тетрады 0,00 (Контроль) - - - 73 ± 4,2
0,05 - - - 72 ± 3,3
0,15 - 2 ± 0,6 4 ± 0,6 76 ± 4,7
0,25 - - 5 ± 0,9 73 ± 2,7
0,35 - - - 75 ± 2,7

3. Невакуолизиро- 
ванные с центрально 
локализованным  
ядром

0,00 (Контроль) - - - 72 ± 5,3
0,05 65 ± 10,2 2 ± 0,6 6 ± 1,2 71 ± 4,2
0,15 54 ± 3,5 18 ± 2,3 5 ± 2,0 66 ± 3,2
0,25 56 ± 4,9 10 ± 4,5 9 ± 2,8 69 ± 4,6
0,35 59 ± 5,7 4 ± 0,9 8 ± 1,7 71 ± 5,3

4. Сильно 
вакуолизированные

0,00 (Контроль) - - - 73 ± 2,6
0,05 - - 3 ± 1,2 70 ± 3,1
0,15 - - 4 ± 2,3 68 ± 2,7
0,25 - - 4 ± 1,4 80 ± 4,5
0,35 - - - 77 ± 4,5

Rubus arcticus
1. Археспориальные 
клетки (первичные 
и вторичные 
спорогенные клетки

0,00 (Контроль) - - - 68±4,3
0,05 - - - 71 ± 5,0-
0,15 - - - 71 ± 4,4
0,25 - - - 69 ± 3,6
0,35 - - - 73 ± 5,2

2. Тетрады 0,00 (Контроль) - - - 75 ± 4,1
0,05 - - - 72 ± 4,5
0,15 39 ± 1,2 6 ± 1,3 14 ± 2,4 69 ± 3,8
0,25 40 ± 4,2 9 ± 3,2 19 ± 1,9 73 ± 3,6
0,35 - - 23 ± 2,6 70 ± 4,2



8 9

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Концентра- 
ция 2,4-Д,  

мг/л

Срок  
появления 

первых  
эмбрио- 

идов, сутки

Среднее 
коли- 
чество  

эмбрио- 
идов, шт.

Среднее 
коли- 
чество  

каллусов,  
шт.

Содержание 
данной стадии 

развития  
микроспоры, 

%
3. Невакуолизиро-
ванные с центрально 
локализованным 
ядром

0,00 (Контроль) - - - 77 ± 4,5
0,05 53 ± 9,3 6 ± 1,0 17 ± 2,3 76 ± 3,1
0,15 57 ± 3,4 23 ± 2,9 24 ± 2,5 67 ± 4,7
0,25 56 ± 4,9 17 ± 3,8 19 ± 3,3 79 ± 5,3
0,35 59 ± 5,7 3 ± 0,7 13 ± 1,9 71 ± 4,2

4. Сильно вакуоли-
зированные

0,00 (Контроль) - - - 74 ± 3,0
0,05 - - 3 ± 1,2 72 ± 5,2
0,15 - - 4 ± 2,3 78 ± 6,0
0,25 - - 4 ± 1,4 70 ± 5,6
0,35 - - - 79 ± 4,9

Примечание. Параметры опыта: питательная среда – MS, содержание 2,4-Д – 0-0,35 мг/л, 
сахарозы – 30 г/л; рН = 4,5; каждый вариант выполнен в 3-кратной повторности; «-» - отсут-
ствие эмбриоидов

Также отмечается образование незна-
чительного количества эмбриоидов на ста-
дии тетрад при использовании концен-
траций 2,4-Д 0,15 мг/л у R. chamaemorus и 
0,15-0,25 мг/л – у R. arcticus. Микроспоры на 
стадии сильно вакуолизированной клетки в 
присутствии 0,05-0,25 мг/л 2,4-Д демонстри-
ровали только образование каллуса без появ-
ления эмбриоидов. 

Таким образом, наиболее выраженная ак-
тивность эмбриоидогенеза в культуре микро-

спор представителей рода Rubus наблюдается 
в присутствии 0,15 мг/л 2,4-Д при исполь-
зовании микроспор на стадии невакуолизи-
рованных клеток, что позволяет говорить об 
использовании обозначенной концентрации 
этого регулятора роста как о факторе пере-
ключения пути развития генеративных кле-
ток на спорофитный путь. 

Эмбриоидогенез растений рода Rubus 
на питательных средах в культуре in vitro 
представлен на рисунке 1.

Рис. 1. Эмбриоидогенез представителей рода Rubus на питательных средах  
в культуре in vitro: а) эмбриоиды Rubus arcticus на стадии глобулы,  

б) эмбриоиды Rubus chamaemorus на стадии глобулы

а) б)
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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 
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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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ренции (RNAi) – подразумевает использование 
двухцепочечной РНК, комплементарной по-
следовательности гена, экспрессию которого 
требуется подавить [25]. Например, Klocko et al. 
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ключевую функцию в формировании цветка. 
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шечного побега за счет того, что верхушечная 
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кращает количество нормально развитых цвет-

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

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

Относительно культуры микроспор пред-
ставителей рода Vaccinium наблюдается сход-

ная картина, но с некоторыми особенностя-
ми (табл. 3). 

Таблица 3
Влияние концентраций 2,4-Д на активность эмбриоидогенеза представителей рода  

Vaccinium в культуре микроспор in vitro 

Стадия развития 
микроспор

Концентра- 
ция 2,4-Д,  

мг/л

Срок  
появления  

первых  
эмбриои-
дов, сутки

Среднее  
количество  
эмбриои-
дов, шт.

Среднее  
количество 
каллусов,  

шт.

Содержание  
данной стадии  

развития  
микроспоры,  

%
Vaccinium oxycoccos

1. Археспориальные 
клетки (первичные 
и вторичные 
спорогенные 
клетки)

0,00 (Контроль) - - - 74 ± 3,6
0,05 - - - 72 ± 4,1
0,15 - - - 76 ± 3,4
0,25 - - - 75 ± 3,2
0,35 - - - 67 ± 4,2

2. Тетрады 0,00 (Контроль) - - - 72 ± 2,1
0,05 - - - 77 ± 6,2
0,15 46 ± 2,3 21 ± 2,7 - 73 ± 3,6
0,25 41 ± 3,5 29 ± 4,3 - 70 ± 2,9
0,35 - - - 68 ± 3,0

3. Невакуоли- 
зированные 
с центрально 
локализованным 
ядром

0,00 (Контроль) - - - 74 ± 3,7
0,05 61 ± 3,2 14 ± 2,2 - 76 ± 4,5
0,15 49 ± 1,3 33 ± 1,8 - 73 ± 2,3
0,25 52 ± 2,3 18 ± 2,7 - 76 ± 5,1
0,35 58±2,7 7±1,5 - 69±1,2

4. Сильно 
вакуолизированные

0,00 (Контроль) - - - 72±3,1
0,05 - - 21 ± 3,7 70 ± 3,5
0,15 - - 24 ± 3,6 76 ± 3,8
0,25 - - 3 ± 1,2 73 ± 2,5
0,35 - - - 74 ± 3,3

Vaccinium uliginosum
1. Археспориальные 
клетки (первичные 
и вторичные 
спорогенные 
клетки)

0,00 (Контроль) - - - 73 ± 5,2
0,05 - - - 72 ± 2,3
0,15 - - - 73 ± 3,7
0,25 - - - 65 ± 4,0
0,35 - - - 68 ± 2,8

2. Тетрады 0,00 (Контроль) - - - 73 ± 2,5
0,05 - - - 70 ± 4,2
0,15 46 ± 2,9 34 ± 4,6 - 72 ± 1,7
0,25 48 ± 2,3 22 ± 3,6 - 71 ± 2,3
0,35 57 ± 4,4 7 ± 3,6 - 78 ± 3,9
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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-
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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ских и женских деревьев путем подавления экс-
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клон 535 тополя белого были трансформированы 
23 генетическими RNAi конструкциями, наце-
ленными на получение стерильных растений. 
Большинство деревьев (95 %) успешно выжили в 
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-
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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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Стадия развития 
микроспор

Концентра- 
ция 2,4-Д,  

мг/л

Срок  
появления  

первых  
эмбриои-
дов, сутки

Среднее  
количество  
эмбриои-
дов, шт.

Среднее  
количество 
каллусов,  

шт.

Содержание  
данной стадии  

развития  
микроспоры,  

%
3. Невакуолизиро-
ванные 
с центрально 
локализованным 
ядром

0,00 (Контроль) - - - 76 ± 3,8
0,05 54 ± 0,8 15 ± 1,9 - 72 ± 5,7
0,15 51 ± 1,8 33 ± 3,4 - 81 ± 3,8
0,25 58 ± 3,0 8 ± 0,7 - 75 ± 3,7
0,35 - - - 79 ± 3,4

4. Сильно 
вакуолизированные

0,00 (Контроль) - - - 71 ± 4,5
0,05 - - 11 ± 1,3 72 ± 3,3
0,15 - - 15 ± 2,7 73 ± 1,9
0,25 - - 8 ± 4,6 73 ± 3,6
0,35 - - - 76 ± 4,7

Примечание. Параметры опыта: питательная среда – ½ MS, содержание 2,4-Д – 0-0,35 мг/л, 
сахарозы – 30 г/л, рН = 4,5; каждый вариант выполнен в 3-кратной повторности; «-» – отсут-
ствие эмбриоидов

В культуре микроспор представителей 
рода Vaccinium стимулирующее эмбриоидо-
генез возействие 2,4-Д отмечено при кон-
центрации 0,15 мг/л питательной среды. При 
этом на стадии невакуолизированной клетки 
удалось получить 33 ± 1,8 шт. эмбриоидов 
у V. oxycoccos и 33 ± 3,4 шт. эмбриоидов – у 
V. uliginosum. 

Выраженная активность эмбриоидогене-

за микроспор Vaccinium наблюдается также и 
при использовании стадии тетрад, где коли-
чество образовавшихся эмбриоидов соста-
вило 29 ± 4,3 шт. у V. oxycoccos (0,25 мг/л 2,4-
Д) и 34 ± 4,6 шт. – у V. uliginosum (0,15 мг/л  
2,4-Д). 

Эмбриоидогенез растенийй рода Vaccinium 
на питательных средах в культуре in vitro пред-
ставлен на рисунке 2.

Рис. 2. Эмбриоидогенез представителей рода Vaccinium на питательных средах  
в культуре in vitro: а) эмбриоиды Vaccinium oxycoccos на стадии сердечка, 

б) эмбриоиды Vaccinium uliginosum на стадии сердечка

а) б)
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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 

Заключение 
В результате выполненного исследования 

обозначено влияние таких факторов, как ста-
дия развития пыльцевого зерна и концентра-
ции регулятора роста 2,4-Д на переключение 
пути развития генеративных клеток на спо-
рофитный путь на примере представителей 
родов Rubus и Vaccinium в культуре микроспор 
in vitro. 

Выявлена корреляция длины бутона 
(2-9 мм) и процентного соотношения в нем 
генеративных клеток определенной стадии 
их развития: у представителей родов Rubus и 
Vaccinium стадия невакуолизированных гене-
ративных клеток с центрально локализован-

ным ядром наблюдается при длине бутона 
от 2 до 8 мм.

Установлено, что наибольшей способно-
стью к образованию эмбриоидов обладают 
микроспоры на стадии невакуолизированной 
клетки с центрально расположенным ядром у 
представителей Rubus и Vaccinium, а также на 
стадии тетрад – у объектов рода Vaccinium. 

Полученные данные могут быть исполь-
зованы при селекционной работе с описан-
ными перспективными хозяйственно ценны-
ми видами ягодных культур.

ɂɫɫɥɟɞɨɜɚɧɢɟ� ɜɵɩɨɥɧɟɧɨ� ɡɚ� ɫɱɟɬ� ɝɪɚɧɬɚ�
Ɋɨɫɫɢɣɫɤɨɝɨ� ɧɚɭɱɧɨɝɨ� ɮɨɧɞɚ� ʋ��������������
https://rscf.ru/project/�����������/.

БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК

1. Зонтиков, Д.Н. Получение гаплоидных растений Rubus arcticus L. методом культуры микроспор in 
vitro / Д.Н. Зонтиков, С.А. Зонтикова, К.В. Малахова, Э.В. Марамохин, А.В. Поляков, Р.В. Сергеев 
// Сельскохозяйственная биология.– 2020. – Т. 55, № 1. – С. 128–136. – DOI: https://doi.org/10.15389/
agrobiology.2020.1.128rus.

2. Круглова, Н.Н. Эмбриологические основы андроклинии пшеницы: атлас / Н.Н. Круглова, Т.Б. Батыгина, 
В.Ю. Горбунова / Институт биологии УНЦ; Ботанический институт им. В.Л. Комарова. – М.: Наука, 
2005.– 99 с.

3. Bernardo, R. Parental selection, number of breeding populations, and size of each population in inbred 
development / R. Bernardo // Theor. Appl. Genet.– 2003.– № 107. – Р. 1252–1256. – DOI: 10.1007/s00122–
003–1375–0.

4. Chaikam, V. Doubled haploid technology for line development in maize: technical advances and prospects / 
V. Chaikam, W. Molenaar, A.E. Melchinger, P.M. Boddupalli // Theor. Appl. Genet.– 2019.– № 132 (12). – Р. 
3227–3243. – DOI: https://doi.org/10.1007/s00122–019–03433-x.

5. Christmann, A. Abscisic acid signalling / A. Christmann, E. Grill, M. Meinhard. // Plant Responses to Abiotic 
Stress. Topics in Current Genetics. –2004. – Vol. 4. – Р. 39–71. –DOI: https://doi.org/10.1007/978–3–540–
39402–0_3.

6. Conner, J.A. Haploid embryo production in rice and maize induced by PsASGR-BBML transgenes / J.A. Conner, 
M. Podio, P. Ozias- Akins // Plant Reprod.– 2017.– № 30 (1). – Р. 41–52. – DOI: 10.1007/s00497–017–0298-x.

7. Dubas, E. Endogenous auxin– and ABA-mediated microspore embryogenesis in Brassica napus L. / E. Dubas, 
E. Benkova, F. Janowiak, P. Waligórski, M. Dziurka, M. Krzewska, I. Żur // Acta Biologica Cracoviensia s 
Botanica.– 2013.– № 55 (2). – Р. 15.

8. Dwivedi, S.L. Haploids: constraints and opportunities in plant breeding / S.L. Dwivedi, A.B. Britt, L. Tripathi, 
S. Sharma, H.D. Upadhyaya, R. Ortiz // Biotechnology Adv.– 2015.– № 33. – Р. 812–829. – DOI: 10.1016/j.
biotechadv.2015.07.001.

9. Fu, S. Maternal doubled haploid production in interploidy hybridization between Brassica napus and Brassica 
allooctaploids / S. Fu, L. Yin, M. Xu, Y. Li, M. Wang, J. Yang, T. Fu, J. Wang, J. Shen, A. Ali, Q. Zou, B. Yi, 
J. Wen, L. Tao, Z. Kang, R. Tang // Planta.– 2018.– № 247. – Р. 113–125. – DOI: 10.1007 / s00425–017–2772-у.

10. Garda, M. Soybean androgenesis I: identification of pyramidal stressors in anther cultures that sustain cell 
divisions and putative embryo formation from isolated microspore cultures / M. Garda, B. Hale, N. Rao, 
M. Lowe, M. Bright, S. Goodling // In Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant. – 2020.– № 56. – 
Р. 415–429. – DOI: 10.1007/s11627–020–10074-z.

11. Ge, L. Identification of kinetin and kinetin riboside in coconut (Cocos nucifera L.) water using a combined 
approach of liquid chromatography- tandem / L. Ge, J.W.H. Yong, E.S. Ong // Journal of chromatography.– 
2005.– № 829 (1). – Р. 26–34. – DOI: 10.1016/j.jchromb.2005.09.026.



8 9

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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