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Увеличение скорости набора биомассы является одним из важнейших направлений в селекции 
древесных растений. Тем не менее, применение классических подходов селекции к древесным рас-
тениям существенно ограничено из-за длительных циклов размножения многих видов. Развитие 
технологий генетической инженерии и редактирования генома позволило проводить улучшение 
признаков деревьев за относительно короткое время. Объектом для генетических манипуляций, 
целью которых является ускорение роста растений, часто являются гены биосинтеза фитогормо-
нов. Гиббереллин-20-оксидаза является ключевым ферментом, определяющим активное произ-
водство гиббереллинов в растениях и, следовательно, предпочтительной мишенью для генетиче-
ских манипуляций, направленных на увеличение скорости роста. В данной работе представлено 
оригинальное исследование по получению тополя берлинского Populus × berolinensis K.  Koch, 
трансформированного геном, кодирующим гиббереллин-20-оксидазу из Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. (AtGA20ox1), и первичной оценке фенотипических эффектов проведенной трансформа-
ции. Основными фенотипическими проявлениями трансформации явились выраженное удли-
нение стебля за счет увеличения размера междоузлий, незначительное его истончение, а также 
удлинение и заужение листьев. Наши результаты показали, что гиперэкспрессия гена AtGA20ox1 у 
тополя берлинского приводит к ускорению его роста как минимум в три раза в условиях in vitro по 
сравнению с контрольными значениями. Негативные эффекты трансформации, выражающиеся 
в слабом укоренении или высокой частоте апикальных некрозов и наблюдавшиеся у некоторых 
трансгенных линий на начальных этапах отбора, не проявляются у трех финально отобранных 
линий.

Ключевые слова: Populus × berolinensis, быстрорастущие растения, генно-модифицированные ор-
ганизмы, гиббереллины, гиббереллин-20-оксидаза, тополь, трансгенные древесные растения, 
продуктивность растений, фитогормоны
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ВВЕДЕНИЕ
Гиббереллины  – это класс фитогормонов, 

которые стимулируют рост и запускают различ-
ные процессы развития в течение всего жиз-
ненного цикла растения, включая прорастание 
семян, удлинение стебля, определение пола, 
цветение, формирование плодов и старение [1]. 
У  высших растений ключевые пути биосинтеза 
гиббереллинов катализируются тремя основ-
ными ферментами: гиббереллин-20-оксидаза, 
гиббереллин-3-оксидаза и гиббереллин-2-окси-
даза. Первые два фермента вовлечены в реакции 
по формированию биоактивных форм гиббе-
реллинов, в то время как гиббереллин-2-окси-
даза инактивирует их непосредственных 
предшественников. За биосинтез главного пред-

шественника гиббереллинов отвечает не менее 
важный фермент энт-каурен-синтаза [2]. С мо-
мента открытия роли и функции гена GA20ox, 
кодирующего гиббереллин-20-оксидазу [3], ин-
терес к его использованию для управления про-
дуктивностью растений не снижается. Рядом 
научных коллективов были предприняты по-
пытки увеличить скорость роста различных рас-
тений путем трансгенеза и гиперэкспресии гена 
GA20ox. В литературе описаны эксперименты по 
генетической трансформации древесных рас-
тений геном GA20ox, в целом приводящие к ос-
новному фенотипическому эффекту – увеличе-
нию скорости роста [4–10]. Помимо увеличения 
скорости роста, показано, что трансформация 
геном GA20ox, может приводить и к проявлению 
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негативных плейотропных эффектов. Так  для 
растений P. tremula × P. tremuloides, трансгенных 
по AtGA20ox1, кроме двукратного увеличения 
скорости роста отмечено истончение междо-
узлий и плохое укоренение [9]. При  цисгенной 
трансформации цитрусового гибрида цитран-
жа Карризо (Citrus sinensis L. Osbeck × Poncirus 
trifoliata L. Raf.) геном CcGA20ox1, помимо стан-
дартных эффектов в виде удлинения ветвей и 
междоузлий, ускоренного роста, приводящего к 
формированию вытянутого фенотипа, и умень-
шения площади листьев, авторы также отмеча-
ли и вполне очевидные негативные проявления, 
такие как слабое укоренение и снижение био-
массы [10]. Несмотря на наличие задокументи-
рованных трансформаций, коммерчески успеш-
ных генотипов древесных пород до сих пор не 
создано. Объяснений этому может быть множе-
ство, начиная от ложноположительной детекции 
трансгенеза с последующим изучением сома-
клональной изменчивости, заканчивая такими 
сложными явлениями как эффект положения 
гена, видоспецифичность экспрессии трансге-
на, сайленсинг или химеризм растения.

Высокопродуктивные трансгенные деревья 
создаются в основном для плантационного выра-
щивания с целью увеличения базы растительного 
сырья. Одними из наиболее подходящих культур 
для такого рода возделывания являются предста-
вители рода Populus. Тополя относятся к наибо-
лее быстрорастущим видам древесных растений 
и достигают минимально необходимых разме-
ров для использования уже через 4–5  лет после 
высадки в грунт. Древесина тополей обладает 
ценными свойствами, определяющими возмож-
ность ее широкого использования в различных 
областях промышленности. Она характеризуется 
высоким содержанием целлюлозы относительно 
лигнина, что делает ее ценным сырьем для про-
изводства как древесных полуфабрикатов раз-
личной степени очистки, так и чистых продуктов 
(целлюлоза, этиловый спирт). Пластичность дре-
весины тополя определяет ее широкое использо-
вание в производстве строительных материалов 
и изготовлении мебели. Высокие экологические 
показатели сжигания древесины тополя делают 
ее перспективным сырьем при производстве раз-
личных видов биотоплива.

Важным параметром при выборе деревьев 
для создания высокопродуктивных плантаций 
является форма их кроны. Растения с раскиди-
стой кроной требуют больше места для посадки, 
в отличие от деревьев с колоновидной или вере-
теновидной кроной, которые можно высаживать 
довольно плотно и тем самым получать больше 
биомассы с единицы площади. Одним из пер-
спективных видов деревьев для плантационно-
го выращивания является тополь берлинский 
Populus × berolinensis K. Koch. Обладая высокой 

скоростью роста и узкой веретеновидной кро-
ной, данный вид способен формировать лесопо-
садку с плотностью до 1 дерева на квадратный 
метр. Увеличение продуктивности таких деревь-
ев методами генетической инженерии позволит 
еще более эффективно использовать полезные 
свойства этого вида для получения и глубокой 
переработки его древесины (биорефайнинга). 
Кроме того, трансгенные деревья с измененным 
биосинтезом гиббереллинов могут стать модель-
ным объектом для более глубокого изучения пу-
тей их биосинтеза у древесных растений.

Настоящее исследование было направлено 
на создание тополя берлинского, трансгенного 
по гену AtGA20ox1, и на оценку полученных фе-
нотипических эффектов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве объекта для 

генетической трансформации был выбран тополь 
берлинский (Populus × berolinensis K. Koch) – ги-
брид тополя лавроволистного (P. laurifolia Ledeb.) 
и тополя черного (P. nigra L.). В работе использо-
вали in vitro культуру Populus × berolinensis, создан-
ную и культивируемую авторами в СИФИБР СО 
РАН. Данный вид быстро растет в культуре in vi-
tro, легко размножается путем срезания и укоре-
нения верхушечной части растения, а также дает 
большое количество боковых побегов, которые 
активно образуются после срезания апикальной 
меристемы. В культуре in vitro укоренение побе-
гов после срезания близка к 100%. Источником 
донорной ДНК послужил Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. (экотип Columbia).

Подготовка питательных сред. Для  культиви-
рования растений тополя использовали твердую 
питательную среду на основе смеси базовых солей 
классической среды Мурасиге-Скуга (МС-сре-
да) [11] с добавлением тиамина (1 мг/л), пиридок-
сина (0.5 мг/л), никотиновой кислоты (0.5 мг/л), 
мезо-инозита (50 мг/л) и агара (7 г/л). В качестве 
источника углеводов использовали сахарозу (2% 
для укоренения и 3% для ко-культивирования 
растительных эксплантов с агробактериями и ре-
генерации растений после трансформации). Кис-
лотность среды доводили до pH 5.7. Питательную 
среду стерилизовали в автоклаве в течение 15 мин 
при температуре 121°С и давлении 220 кПа, осту-
жали до 50°С и разливали по 10 мл в стерильные 
пробирки Z681784 (“Sigma-Aldrich”, Германия) 
размером 25 × 150 мм и/или 25 × 200 мм (Китай) 
с вентилируемыми крышками C5791(“Sigma-
Aldrich”, Германия) или по 50  мл в сосуды для 
культуры тканей растений Magenta vessel GA-7-3 
(“Merck”, Германия).

Для укоренения и получения регенерантов 
использовали 6-бензиламинопурин (БАП), ти-
диазурон (ТДЗ), 1-нафталинуксусную кислоту 
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(НУК) и индолил-3-масляную кислоту (ИМК) в 
различных концентрациях (информация приве-
дена ниже).

In vitro культура тополя берлинского. Для ми-
кроклонального размножения тополя берлин-
ского применяли подход по укоренению сре-
занной верхушечной части растения и/или 
адвентивных побегов, образовывавшихся после 
удаления апикальной меристемы. Укоренение 
растений, использованных для последующей 
агробактериальной трансформации, произво-
дили в вышеописанной питательной МС-среде 
с добавление ИМК (0.15 мг/л). После транс-
формации укоренение контрольной группы и 
отобранных трансгенных линий проводили без 
добавления ИМК в питательную среду. Содер-
жание растений тополя in vitro на всех этапах 
проводили в климатической комнате при 24°С 
с фотопериодом 16/8 ч (день/ночь) и освещен-
ностью 5000 лк. В  качестве источников света 
использовали флуоресцентные лампы TL5 HE 
28W/865 (“BMC”, Китай) [12].

Выделение РНК, очистка мРНК и синтез 
кДНК. Свежие листья и цветонос A. thaliana 
(150 мг) измельчали в 700 мкл реагента TRIzol 
(“Invitrogen”, США) на гомогенизаторе Minilys 
(“Bertin Instruments”, Франция). Из полученно-
го гомогената выделяли суммарную РНК мето-
дом гуанидин-тиоцианат-фенол-хлороформной 
экстракции [13]. Для эффективного разделения 
органической и водной фаз использовали гель 
MaXtract (“Qiagen”, Германия). Препарат сум-
марной РНК обрабатывали ДНКазой I (“Thermo 
Fisher Scientific”, США) и использовали для 
очистки мРНК набором Oligotex mRNA Mini Kit 
(“Qiagen”, Германия). С  1 мкг мРНК синтези-
ровали кДНК с помощью обратной транскрип-
тазы RevertAid H Minus и праймера oligo(dT)18 
(“Thermo Fisher Scientific”, США).

Дизайн праймеров для амплификации гена 
AtGA20ox1. Дизайн праймеров для ампли-
фикации целевого гена осуществляли на ос-
нове последовательности мРНК AtGA20ox1 
(NM_118674.4 – GenBank, AT4G25420.1 – TAIR). 
В  последовательности праймеров вносили из-
менения таким образом, чтобы они содержали 
сайты рестрикции, соответствующие сайтам в 
векторной плазмиде pBI121. Прямой праймер 
(Ox20_BamHI_F) был комплементарен 5'-UTR 
мРНК AtGA20ox1 и началу ее кодирующей об-
ласти, включая старт-кодон. Внесенные изме-
нения формировали сайт рестрикции BamHI: 
5'–CTATAATGGATCCAAATGGCCGTAAG–3'. 
Обратный праймер (Ox20_SacI_R) соответство-
вал фрагменту, совмещающему короткий уча-
сток 3'-UTR мРНК AtGA20ox1 и конец кодиру-
ющей области, включая стоп-кодон. Внесенные 
изменения формировали сайт рестрикции SacI: 
5'–TATTTGAGCTCTTAGATGGGTTTGG–3'. 

Серым цветом в праймерах выделены триплеты, 
соответствующие старт- (ATG) и стоп- (TAA) 
кодонам, жирным шрифтом  – позиции с вне-
сенными изменениями, подчеркиванием  – по-
следовательность вновь образованного сайта ре-
стрикции.

Векторные системы. Для промежуточного ТА 
клонирования ампликонов AtGA20ox1 использо-
вали вектор pTZ57R/T (“Fermentas”, Германия), 
содержащий селективный ген bla, обеспечиваю-
щий устойчивость к ампициллину, ген lacZ для 
проведения бело-голубого скрининга бактери-
альных колоний, и сайты посадки стандартных 
праймеров M13.

В качестве бинарной векторной системы для 
агробактериальной трансформации использо-
вали pBI121 с хелперной Ti плазмидой pMP90. 
Для проведения субклонирования использовали 
вектор uidA/pBI121 [14], содержащий селектив-
ный ген nptII, обеспечивающий устойчивость к 
канамицину, и репортерный ген uidA, кодиру-
ющий бета-глюкуронидазу и находящийся под 
контролем CaMV 35S промотора.

Получение промежуточных векторных кон-
струкций и трансформация клеток Escherichia coli. 
Амплификацию кодирующей последовательно-
сти гена AtGA20ox1 проводили в термоциклере 
Т100 (“Bio-Rad”, США) в объеме смеси 20 мкл 
с использованием пары праймеров O×20_
BamHI_F + Ox20_SacI_R (табл. 1) с финальной 
концентрацией каждого из них 250 нМ, 0.5  E 
ДНК-полимеразы GoTaq® Flexi (“Promega”, 
США), 1× буфера GoTaqFlexi, 2.5 мМ MgCl2, 
250 мкМ каждого дезоксинуклеозидтрифосфата 
и 2 мкл матрицы кДНК (разбавленной в 10 раз). 
Первичную денатурацию осуществляли при 
95°С в течение 5 мин, после которой следовало 
35 циклов: 30 с при 95°С; 30 с при 55°С; 1 мин 
20 с при 72°С. Финальную элонгацию проводи-
ли при 72°С в течение 4 мин. В целях проверки 
отсутствия ДНК-контаминации проводили от-
рицательный (без ДНК) контроль ПЦР.

Продукты амплификации разделяли в 1.5% 
агарозном геле и визуализировали с помощью 
бромистого этидия и системы гель-документи-
рования Gel Doc XR+ (“Bio-Rad”, США). Це-
левой ПЦР продукт, соответствующий ожида-
емой длине, вырезали, очищали от агарозного 
геля с помощью набора GeneJET Gel Extraction 
Kit (“Thermo Fisher Scientific”, Литва) и лигиро-
вали с промежуточным плазмидным вектором 
pTZ57R/T (“Fermentas”, Германия). Клониро-
вание конструкции AtGA20ox1/pTZ57R/T про-
водили в клетках E. сoli путем трансформации 
химически компетентных клеток (TOP10 Com-
petent Cells, “Invitrogen”, США) методом тепло-
вого шока. Отобранные на селективной среде с 
ампициллином (100 мг/л) и с использованием 
бело-голубого скрининга колонии, получившие 
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встройку, дополнительно верифицировали при 
помощи бактериального ПЦР с добавлением 
пары стандартных праймеров M13_F + M13_R 
(табл. 1), специфичных к фланкирующим встрой-
ку сайтам вектора. ПЦР проводили как описано 
выше с использованием бактериальных колоний 
в качестве источника ДНК-матрицы и временем 
элонгации 1.5 мин. Колонии, для которых была 
показана амплификация продуктов ожидаемой 
длины, были использованы для дальнейшего 
анализа. Материал с колоний инокулировали в 5 
мл жидкой среды LB с ампициллином и инкуби-
ровали в течение 16–18 ч при температуре 37°С. 
Из полученной бактериальной культуры выделя-
ли плазмиды с помощью набора GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit (“Thermo Fisher Scientific”, Литва).

Получение векторной конструкции AtGA20ox1/
pBI121 и агробактериального клона на его ос-
нове. С  векторной конструкцией AtGA20ox1/
pTZ57R/T, полученной на предыдущем этапе, и 
исходной uidA/pBI121 были проведены реакции 
двойной рестрикции по сайтам BamHI и SacI 
с использованием соответствующих фермен-
тов (“Thermo Fisher Scientific”, США) согласно 
протоколу фирмы-производителя. Линеаризо-
ванные pBI121 и AtGA20ox1, фланкированные 
липкими концами BamHI и SacI, были электро-
форетически отделены от нецелевых фрагментов 
рестрикции в 1.5% агарозном геле и очищены 
из геля с помощью набора реагентов GeneJET 
Gel Extraction Kit (“Thermo Fisher Scientific”, 
Литва). Очищенные целевые фрагменты были 
лигированы с использованием T4 ДНК-лига-
зы (“Thermo Fisher Scientific”, США) для полу-
чения целевого рекомбинантного вектора At-
GA20ox1/pBI121. Полученный вектор AtGA20ox1/
pBI121 использовали для трансформации клеток 

E. сoli как описано выше. Отбор целевых ко-
лоний осуществляли на селективной среде LB 
c добавлением канамицина (50 мг/л) и в ходе 
дальнейшего ПЦР-скрининга с использовани-
ем праймеров M13_F + M13_R. Колония E. сoli 
с верифицированной вставкой была использо-
вана для клонирования целевой векторной кон-
струкции описанным выше способом. Плазмид-
ную ДНК выделяли из бактериальной культуры, 
полученной на основе целевого клона E. сoli, и 
дополнительно проверяли методом ПЦР на на-
личие целевой вставки. Реакцию осуществля-
ли по вышеописанной методике с праймерами 
p35_F + TNOS_R (табл. 1), комплементарными 
соответственно промотору и терминатору плаз-
миды pBI121 (рис. 1а).

Плазмидную ДНК, содержащую целевую 
вставку, использовали для трансформации 
компетентных клеток Agrobacterium tumefaciens 
(штамм C58C1 с резистентностью к рифампи-
цину). Трансформацию осуществляли клас-
сическим методом замораживания–оттаива-
ния  [15] с авторскими модификациями. К  100 
мкл растаявшей на льду суспензии компетент-
ных клеток добавляли 200 нг целевого вектора 
AtGA20ox1/pBI121 и инкубировали 5 мин при 
4°С. Затем пробирку с бактериальной суспен-
зией помещали на плавающий коврик и за-
мораживали в жидком азоте в течение 5 мин, 
после чего оттаивали при комнатной темпера-
туре в течение 10 мин. К полученной суспензии 
добавляли 1.5 мл питательной среды YEB без 
антибиотиков и культивировали 4 ч при 28°С 
в шейкере инкубаторе Incubator 1000 (“Hei-
dolph”, Германия) при 220 об/мин. Подрос-
шую культуру осаждали на микроцентрифуге 
в течение 5 мин при 8000 об/мин. Полученный 

Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в работе

Название Специфичность 
связывания

Нуклеотидная последовательность 
праймера (5'–3')

Температура 
отжига, °C

Ампликон, 
п.о.

nptII_F
nptII

TGGAGAGGCTATTCGGCTATGA 55
372

nptII_R GATGTTTCGCTTGGTGGTCG 55

Ox20_BamHI_F
AtGA20ox1 (кДНК)

CTATAATGGATCCAAATGGCCGTAAG 55
1160

Ox20_SacI_R TATTTGAGCTCTTAGATGGGTTTGG 55

Ox20_insert_F
AtGA20ox1

TTCTTTGATATGCCTCTCTCCGA 55
428

Ox20_insert_R TGAAGGATGGTAAGAGATGTTGGAT 55

М13_F pTZ57R/T
и

pBI121

GTAAAACGACGGCCAG 55 1316
(pTZ57R/T)M13_R CAGGAAACAGCTATGAC 55

p35_F
pBI121

CCATTGCCCAGCTATCTGTCACT 55
1615

TNOS_R CCCATCTCATAAATAACGTCATGCA 55
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Рис. 1. (а) – Основные элементы и сайты посадки праймеров на участке AtGA20ox1/pBI121 между левой и правой 
границами Т-ДНК; (б) – Участки выравнивания (общая длина – 1134 п.н.) кодирующих последовательностей гена 
AtGA20ox1: верхняя – референтная (GenBank NM_118674.4), нижняя – использованная в текущей работе. Точками 
обозначены позиции, совпадающие с референтом, жирным шрифтом обозначены нуклеотидные замены, цифры 
указывают на позиции в нуклеотидном выравнивании. Звездочка указывает на синонимичные замены или на ами-
нокислотные замены, не связанные с изменением характера полярности боковых радикалов. LPWKET (синий) – 
сайт связывания субстрата [18, 19]; FE2OG_0XY (зеленый)  – Fe2+-2-оксоглутарат зависимый диоксигеназный 
каталитический домен; Fe2+ (фиолетовый) – предположительные сайты связывания соответствующих ионов (по 
данным ScanProsite).
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супернатант сливали и осадок растворяли в 
200  мкл YEB c рифампицином (50 мг/л). Весь 
объем бактериальной суспензии распределяли 
на чашку Петри с твердой средой YEB с рифам-
пицином (50 мг/л) и канамицином (50 мг/л). 
Чашку инкубировали в воздушном термостате 
при 28°С в течение 2 сут. Полученные колонии 
скринировали методом ПЦР с использованием 
праймеров p35_F + TNOS_R. Агробактериаль-
ную колонию, для которой был отмечен поло-
жительный результат ПЦР, использовали для 
создания глицеринового бактериального стока 
для длительного хранения при –80°С.

Секвенирование по методу Сэнгера и анализ 
нуклеотидных последовательностей. Для  под-
тверждения соответствия целевой последо-
вательности гену AtGA20ox1 во всех получен-
ных генетических конструкциях проводили их 
секвенирование по методу Сэнгера. Реакцию 
терминирования осуществляли с использова-
нием набора реактивов BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit v. 3.1 (“Applied Biosystems”, США) 
согласно оригинальному протоколу с исполь-
зованием праймеров M13_F + M13_R (для At-
GA20ox1/pTZ57R/T) и Ox20_insert_F + Ox20_in-
sert_R (для AtGA20ox1/pBI121) (рис. 1а; табл. 1). 
Продукты реакции очищали в соответствии с 
методикой фирмы-производителя с использова-
нием ЭДТА и этилового спирта, разделяли при 
помощи капиллярного электрофореза на авто-
матическом генетическом анализаторе серии 
3500 (“Applied Biosystems”, Япония). Соответ-
ствие нуклеотидной последовательности гену 
AtGA20ox1 подтверждали с помощью онлайн 
инструмента Nucleotide BLAST на платформе 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Для  определения 
однонуклеотидного полиморфизма получен-
ные последовательности выравнивали и сопо-
ставляли с референтом (GenBank NM_118674.4) 
в программе MEGA v. 6.06. с  помощью алго-
ритма MUSCLE на стандартных настройках 
(рис.  1б). Определение предположительной до-
менной структуры белка проводили с помощью 
инструмента ScanProsite на онлайн платформе 
PROSITE (https://prosite.expasy.org/).

Агробактериальная трансформация и отбор 
регенерантов. Для  агробактериальной генетиче-
ской трансформации использовали отрезки сте-
блей без пазушных почек in vitro растений тополя 
берлинского. Совместное культивирование экс-
плантов и агробактерии проводили в 4 культу-
ральных сосудах Magenta vessel GA-7-3 (“Merck”, 
Германия), в которые помещали по 100 отрезков 
стеблей. На каждый отрезок стебля наносили по 
10 мкл суспензии агробактерии, которую предва-
рительно выращивали в 6 мл жидкой среды YEB 
с канамицином (50  мг/л) и рифампицином (50 
мг/л) в течение 24 ч. Перед нанесением на расти-
тельный эксплант 2 мл агробактериальной куль-

туры осаждали центрифугированием в течение 2 
мин при 8000 об/мин и ресуспендировали в 1.8 
мл свежей YEB без антибиотика. Для трансфор-
мации использовали бактериальную суспензию 
с OD600 = 0.9–1.1. Совместное культивирование 
растительных эксплантов с агробактериальной 
культурой проводили в течение 24 ч при 26°C в 
темноте. Параллельно проводили контрольный 
эксперимент, в котором растительные эксплан-
ты в количестве 32 отрезков помещали в те  же 
условия что и экспериментальные, но бактери-
альную суспензию заменяли на стерильную сре-
ду YEB без антибиотика. После ко-культивации 
экспланты переносили на свежую питательную 
МС-среду, содержащую гормоны для прямого 
морфогенеза БАП (0.2 мг/л), ТДЗ (0.02 мг/л) и 
НУК (0.01 мг/л), а также антибиотики канами-
цин (50 мг/л) и цефотаксим (250 мг/л) для селек-
тивного отбора трансформантов и подавления 
роста агробактерии соответственно. Из  экспе-
риментальных контейнеров экспланты распре-
деляли по 16 культуральным сосудам из расчета 
по 25 шт. на сосуд. Контрольную группу делили 
на 2 части и переносили в новые сосуды: 1 – без 
добавления антибиотиков для контроля регене-
рации; 2 – с добавлением канамицина (50 мг/л) 
и цефотаксима (250 мг/л) для контроля подавле-
ния регенерации (рис. 2б). Перенос эксплантов 
на питательные среды с такими  же составами 
производили 3 раза через каждые 20 дней до по-
явления первых регенерантов (рис. 2б). Появив-
шиеся регенеранты переносили на питательную 
среду, содержавшую помимо ИМК (0.15 мг/л) и 
цефотаксим (250 мг/л). Культивирование реге-
нерантов в присутствии цефотаксима проводили 
в течение 3 пассажей. Для подтверждения отсут-
ствия агробактериальной контаминации у полу-
ченных регенерантов проводили экспонирова-
ние их листовых эксплантов на чашках Петри со 
средой YEB без антибиотиков, а также содержа-
ли и размножали сами отобранные регенеранты 
на питательной среде без антибиотиков.

Скрининг трансгенных линий методом ПЦР. 
Для  проведения скрининга с полученных реге-
нерантов in vitro отбирали свежие листья (около 
10 мг сырого веса) с использованием однора-
зовых стерильных пластиковых пинцетов для 
избежание кросс-контаминации ДНК. Ото-
бранные листья помещали в пробирку объемом 
2 мл из полипропилена высокой плотности с 
винтовой крышкой и уплотнительным коль-
цом, предотвращающим вытекание образца и 
возможную кросс-контаминацию. В  пробирки 
помещали два шарика (3 и 5 мм) из нержавею-
щей стали, после чего образцы замораживали и 
хранили при –80°С до последующего проведе-
ния анализа. Измельчение образцов проводи-
ли на автоматическом гомогенизаторе Minilys 
(“Bertin Instruments”, Франция) в течение 2 мин 
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Рис. 2. (а) – Общая схема эксперимента; (б) – Регенерация растений тополя берлинского с контрольных эксплантов 
и после агробактериальной трансформации. Стрелкой отмечен регенерант, полученный в результате селективного 
отбора в присутствии антибиотиков: Kan – канамицина (50 мг/л) и Cef – цефотаксима (250 мг/л).
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при 3000  об/ мин. Выделение суммарной ДНК 
проводили классическим методом с использова-
нием буфера на основе ЦТАБ [16] с авторскими 
дополнениями [17]. Отсутствие кросс-конта-
минации контролировали путем внесения кон-
трольных образцов в каждую процедуру выделе-
ния геномной ДНК из растений.

Амплификацию проводили с использовани-
ем ДНК-полимеразы GoTaq Flexi (“Promega”, 
США) и следующих пар праймеров (рис. 1а; 
табл. 1): 1  – nptII_F + nptII_R, специфичных 
к селективному гену nptII векторной плазми-
ды pBI121; 2  – Ox20_insert_F + Ox20_insert_R, 
специфичных к внутреннему участку гена At-
GA20ox1; 3  – p35_F + TNOS_R, специфичных 
к 5'-области 35S промотора и центральному 
участку NOS терминатора соответственно; 4  – 
nptII_F  +  M13_F (последний работает как об-
ратный  – см. рис.  1а), специфичных соответ-
ственно к гену nptII и участку плазмиды pBI121, 
расположенному вниз по течению от NOS тер-
минатора, фланкирующего ген AtGA20ox1. От-
сутствие ДНК-контаминации ПЦР определяли 
отрицательным контролем. Общая схема экспе-
римента представлена на рис. 2а.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ целевой рекомбинантной векторной 

конструкции. В  результате проведенной ген-
но-инженерной работы была создана генетиче-
ская векторная конструкция AtGA20ox1/pBI121. 
Основные элементы данной конструкции 
представлены на рис. 1а. Секвенирование по-
лученной конструкции выявило шесть однону-
клеотидных замен в последовательности ампли-
фицированного гена AtGA20ox1 по сравнению 
с референтом из GenBank (рис. 1б). В  нуклео-
тидной последовательности, соответствующей 
предположительному сайту связывания субстра-
та LPWKET [18, 19], замен обнаружено не было. 
На  участке нуклеотидной последовательности, 
кодирующей 2-оксоглутарат зависимый диокси-
геназный каталитический домен, было выявле-
но две замены, одна из которых оказалась сино-
нимичной, а вторая не приводила к изменению 
характера полярности бокового радикала ами-
нокислоты, включаемой в полипептидную цепь. 
Предположительные сайты связывания ионов 
Fe2+ заменами затронуты не были.

Отбор трансформантов тополя берлинско-
го. В  ходе селективного отбора регенерантов 
(рис.  2б) на питательной среде, содержащей 
канамицин (50 мг/л), было отобрано 19 регене-
рантов тополя берлинского. Учитывая, что для 
трансформации было использовано 400 стебле-
вых эксплантов, эффективность трансформа-
ции составила около 5%. Все  19 регенерантов 
были перенесены на питательную среду, содер-

жащую ИМК (0.15 мг/л) для удлинения и после-
дующего укоренения. После достижения воз-
раста двух недель с каждого регенеранта было 
отобрано по одному листу для дальнейшего 
проведения скрининга методом ПЦР на нали-
чие целевой вставки. Результаты ПЦР со специ-
фичными праймерами к nptII и AtGA20ox1 пока-
зали, что из 19 отобранных регенерантов только 
15 содержали оба исследуемых гена. Еще у двух 
образцов было подтверждено наличие только 
AtGA20ox1, но не nptII, у двух оставшихся рас-
тений последовательности исследуемых генов 
обнаружены не были (рис. 3). Регенеранты, не 
получившие целевой и селективный гены, далее 
не размножали. Наличие целевого гена и сохра-
нение его активности у отобранных 15 линий 
тополя дополнительно подтверждалось их выра-
женным удлиненным фенотипом по сравнению 
с контрольными растениями (рис. 4). Кроме 
того, все отобранные регенеранты были спо-
собны укореняться в присутствии канамицина 
(25 мг/л) в питательной среде, что подтверждает 
сохранение активности гена nptII. У  контроль-
ных растений при их выращивании на среде с 
указанной концентрацией канамицина укорене-
ния не происходило. Следует отметить, что при 
культивировании трансгенных линий одним из 
лимитирующих факторов для работы оказалась 
недостаточная длина пробирок. Трансгены по 
сравнению с контрольными растениями слиш-
ком быстро достигали пробки и упирались в нее, 
что осложняло проведение сравнительных на-
блюдений за скоростью роста и особенностями 
их развития (рис. 4).

Размножение трансгенных линий тополя бер-
линского. Для  проведения дальнейших экспе-
риментов по изучению эффектов, вызванных 
генетической трансформацией тополя геном 
AtGA20ox1, необходимо было размножить по-
лученные трансгенные линии в достаточном 
количестве. Обычным подходом по размноже-
нию древесных растений in vitro является по-
следовательное срезание и укоренение верхней 
части главного побега, а также использование 
адвентивных побегов, отрастающих после уда-
ления апикальной меристемы. Согласно отра-
ботанной нами методике укоренение срезанных 
растений производили в питательной среде, 
содержащей ИМК в концентрации 0.15 мг/л. 
Уже  после первых попыток размножения по-
лученных трансгенных линий были отмечены 
апикальные некротические явления, проявляю-
щиеся на разных стадиях микроклонирования. 
Так,  у растений линий с №  1 по №  7 часто от-
мечали некрозы апикальной меристемы сразу 
после укоренения срезанной верхней части по-
бега (рис. 5а). Срезанные побеги линии № 8 уко-
ренялись, но с довольно низкой эффективностью 
(около 50%). У клонов этой линии часто наблю-
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(б)

(a)

Рис. 3. ПЦР-скрининг 19 линий регенерантов тополя берлинского на присутствие генов nptII (а) и AtGA20ox1 (б). 
М – размерный стандарт GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (“ThermoFisher Scientific”, США), К – ДНК из контроль-
ного растения, “+” – положительный контроль ПЦР (AtGA20ox1/pBI121), “–” – отрицательный контроль ПЦР (без 
ДНК),  – линии регенерантов, исключенные из дальнейшего анализа.
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дали некрозы апикальной части без укоренения 
(рис. 5б). Для некоторых других линий трансгенов 
также наблюдали некрозы апикальной части, но 
уже после укоренения и 30  дней роста (рис. 5в). 
Нами было сделано предположение, что ИМК, 
содержащаяся в питательной среде, может вно-
сить свой дополнительный вклад в уже изменен-
ный гормональный статус трансгенных растений 
и вызывать некротические проявления. Дальней-
шее культивирование растений на среде без ИМК 
привело к значительному сокращению количества 
некротических явлений. Однако размножать боль-
шинство трансгенных линий с высокой эффек-
тивностью оказалось невозможным ввиду низкого 
процента укоренения. Только три трансгенные ли-
нии №№ 10, 12 и 15 (рис. 6) продемонстрировали 
процент укореняемости, сравнимый с контроль-
ными значениями (близкими к 100%).

ПЦР анализ трансгенных линий тополя бер-
линского на присутствие полнотекстовых генов 
исходной генетической кассеты. В связи с низкой 
эффективностью размножения некоторых по-
лученных трансгенных линий in vitro была про-
ведена проверка на наличие у них полнотексто-
вой последовательности целевого гена, а также 
сохранность регуляторных элементов в кассете. 
Была проведена ПЦР с использованием ДНК 
всех 19 первоначально отобранных регенерантов 
с целью амплификации участка, включающего 
5'-область 35S промотора, последовательность 
гена AtGA20ox1 целиком и область NOS терми-
натора (праймеры p35_F + TNOS_R). Результа-
ты ПЦР подтвердили наличие целевой вставки 
у линий №№ 10, 12 и 15, а также еще у 8 линий 
(рис. 7а). В  то  же время уровень сигнала полу-
ченных ампликонов на электрофореграмме для 
некоторых клонов был очень слабым, близким 
к нижнему порогу детекции. Уровень сигнала у 
линий №№ 10, 12 и 15 был высоким. К момен-
ту проведения ПЦР-анализа часть трансген-
ных линий была уже утрачена, или же они были 

представлены единичными экземплярами из-за 
низкой эффективности их микроклонального 
размножения. Основываясь на полученных ре-
зультатах, а также на эффективности размноже-
ния, для дальнейшей работы и создания лабора-
торной культуры были отобраны линии №№ 10, 
12 и 15. Несмотря на то что трансгенная природа 
отобранных трех линий не вызывала сомнений, 
для них была проведена дополнительная ПЦР 
с парой праймеров nptII_F + M13_F для под-
тверждения наличия у них полной генетической 
кассеты, включающей гены AtGA20ox1 и nptII, а 
также контролирующие их регуляторные обла-
сти. Результаты показали наличие целевой пол-
нотекстовой вставки (4373 п.о.) в геноме всех 
трех трансгенных линий (рис. 7б). Результаты 
секвенирования всех полученных ампликонов 
показали их соответствие целевым генам.

Фенотипические эффекты, вызванные генети-
ческой трансформацией тополя берлинского геном 
ATGA20ox1. Полученные трансгенные растения 
тополя берлинского отличались выраженным 
фенотипом, проявившимся в более длинных ме-
ждоузлиях, тонком стебле, более узких листьях 
по сравнению с контрольными растениями 
(рис. 4, 6). При этом длина стеблей 60-дневных 
растений с момента их укоренения у трансгенных 
линий превышала таковую у контрольных как 
минимум в 3 раза. Заметных различий в скорости 
роста между тремя отобранными трансгенными 
линиями не наблюдали. Выраженный удлинен-
ный фенотип трансгенных растений был связан 
с удлинением междоузлий, но не с увеличением 
их количества. Следует отметить, что толщи-
на стебля у трансгенных линий увеличивалась 
не пропорционально его удлинению, поэтому 
растения, извлеченные из пробирок, не могли 
поддерживать вертикальное положение и были 
склонны к полеганию. Все описанные феноти-
пические проявления были стабильны в куль-
туре in vitro и сохранились до текущего момен-

Рис. 4. Сравнение трансгенных линий тополя берлинского (AtGA20ox) с контрольными растениями (WT) после 
2 мес. роста на среде с ИМК (0.15 мг/л). Линия № 6 была повреждена при микроклональном размножении и утеря-
на. Высота пробирок 15 см.
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та,  т. е. в  течение как минимум двух лет. Cpеди 
негативных эффектов трансформации, как мы 
уже отмечали выше, было появление верхушеч-
ных некрозов у некоторых линий, частота кото-
рых увеличивалась при выращивании растений 
на среде с ИМК. Вторым негативным явлени-
ем был низкий процент укоренения побегов на 
питательной среде при их срезании у части кло-
нов, в результате чего часть линий была утеря-
на. Следует отметить, что у всех трех финально 
отобранных трансгенных линий апикальные 
некрозы отмечали крайне редко, а укоренение 
было близко к 100%. Не  было также отмечено 
визуальных различий в развитии придаточной 
корневой системы (длина корней и их обилие) 
между тремя отобранными трансгенными лини-
ями и контролем.

Рис. 5. Примеры некрозов некоторых линий трансгенных тополей на питательной среде с ИМК (0.15 мг/л). (а) – Не-
кроз апикальной меристемы у линий № 1–7 после укоренения; (б) – Некроз листьев и апикальной меристемы без 
укоренения у линии № 8; (в) – Апикальный некроз у линий №№ 9, 12, 13 и 15 после укоренения и 30 дней роста.

Рис. 6. Трансгенные линии тополя берлинского по 
гену AtGA20ox1 в сравнении с контролем на пита-
тельной среде без ИМК. Возраст растений – 2 мес. 
Высота пробирок 15 и 20 см.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Увеличение производства биомассы тради-

ционно является одним из важнейших направ-
лений селекции древесных растений [9]. Тем не 
менее, применение классических подходов се-
лекции к древесным растениям существенно 
ограничены из-за длительных циклов размно-
жения многих видов. Развитие технологий ге-
нетической инженерии и редактирования гено-
ма позволили проводить улучшения признаков 
деревьев за относительно короткое время [9]. 
Объектом для генетических манипуляций, це-
лью которых является ускорение роста расте-
ний, нередко являются гены биосинтеза гиббе-
реллинов. Гиббереллин-20-оксидаза является 
ключевым ферментом, определяющим синтез 
гиббереллинов в растениях и, следовательно, 
предпочтительной мишенью для генетических 
манипуляций, направленных на увеличение 
скорости роста [10]. В  нашей работе мы полу-
чили тополь берлинский с конститутивной ги-
перэкспрессией гена AtGA20ox1 из A. thaliana. 
Основными фенотипическими проявлениями 
трансформации явились выраженное удлинение 
стебля за счет увеличения размера междоузлий, 
незначительное его истончение, а также удлине-
ние и сужение листьев. Все описанные измене-
ния хорошо согласуются с известными функци-
ями гиббереллинов, а также с фенотипическими 
проявлениями у растений после их экзогенной 
обработки гиббереллинами [20]. Подобные мор-
фологические изменения отмечены и в других 
работах по генетической трансформации дре-

весных растений генами GA20ox [4, 6, 7, 10]. Сто-
ит отметить, что в ряде работ морфологические 
проявления, связанные с гиперэкспрессией гиб-
береллина, могли со временем пропадать [7, 8]. 
Зафиксированные нами морфологические отли-
чия линий тополя берлинского, трансгенных по 
гену AtGA20ox1, являются стабильными в тече-
ние двух лет поддержания культуры in vitro.

Анализ опубликованных эксперименталь-
ных работ показал, что трансгенез генов GA20ox 
может по-разному влиять на диаметр ствола и 
его биомассу. Несмотря на то, что ожидаемым 
эффектом все  же является определенное за-
паздывание увеличения диаметра ствола к его 
удлинению или даже некоторое его утончение, 
тем не менее, в некоторых работах задокумен-
тировано и утолщение ствола трансгенных де-
ревьев по сравнению с контролем. Например, 
в работе по трансформации гибридной оси-
ны Populus tremula L. × P. tremuloides геном At-
GA20ox1 показано увеличение диаметра ствола 
и его биомассы по сравнению с контролем [4]. 
Наши результаты больше соотносятся с работой 
Matthias Fladung [9], в которой была проведена 
подобная предыдущей трансформации Populus 
tremula  L.  ×  P. tremuloides геном AtGA20ox1. 
Так, в нашей работе и работе Matthias Fladung 
с диплоидными (но не тетраплоидными) рас-
тениями толщина стебля у трансгенных линий 
увеличивалась не эквивалентно его удлинению, 
и растения оказывались склонны к полеганию 
на первоначальных этапах выращивания. Схо-
жие результаты были получены при цисгенезе 

(б)(a)

Рис. 7. ПЦР-скрининг регенерантов тополя берлинского на присутствие полнотекстовых последовательностей ге-
нов с использованием праймеров: (а) – p35_F + TNOS_R; (б) – nptII_F + М13_F. М – размерный стандарт GeneRul-
er 1 kb Plus DNA Ladder (“ThermoFisher Scientific”, США), К – ДНК из контрольного растения, “+” – положитель-
ный контроль (AtGA20ox1/pBI121), “–” – отрицательный контроль (без ДНК).
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Citrus sinensis  ×  Poncirus trifoliata, при котором 
авторы работы также наблюдали, что диаметр 
ствола у полученных трансгенов увеличивался 
меньше, чем описано для Populus [4]. Авторы 
делают вывод, что эти различия могут быть свя-
заны с использованием разных GA20ox и видов 
растений-реципиентов (CcGA20ox1 для цитру-
сового гибрида и AtGA20ox1 для Populus). Работа 
Matthias Fladung и наши результаты по транс-
формации тополя берлинского тем  же геном 
AtGA20ox1 опровергают предположение, что 
эффект может иметь существенный видоспец-
ифичный эффект или же зависеть от источника 
донорного гена.

Рядом работ, посвященных изучению эффек-
тов трансгенеза генами GA20ox или экзогенной 
обработке растений активными гиббереллина-
ми [20], отмечается ингибирование образования 
придаточных корней при укоренении стеблей, в 
том числе у древесных пород [4, 5, 9, 10]. В нашей 
работе мы также наблюдали плохое укоренение 
у большинства полученных трансгенных линий, 
что даже стало первопричиной потери большин-
ства исходно отобранных клонов в связи с невоз-
можностью их эффективного размножения пу-
тем срезания и укоренения побегов. Механизм 
нарушения укоренения в результате возможного 
увеличения выработки активных гиббереллинов 
не вполне очевиден и наиболее вероятно связан 
с непрямыми регуляторными взаимодействиями 
с другими фитогормонами. Известно, что клю-
чевую роль в адвентивном укоренении играют 
ауксины. Гиббереллины и ауксины обычно дей-
ствуют синергично, а также могут стимулиро-
вать синтез и эффект друг друга [21, 22]. В то же 
время при адвентивном укоренении ауксины и 
гиббереллины могут оказывать противополож-
ные эффекты за счет опосредованного влияния. 
Например, предполагается, что гиббереллины 
могут тормозить адвентивное укоренение за счет 
изменения полярного транспорта ауксинов и из-
менения ауксиновых максимумов в стеблях [23]. 
Следует, однако, отметить, что у трех финально 
отобранных трансгенных линий проблем с уко-
ренением мы не наблюдали, а укореняемость 
срезаемых побегов была близка к 100%. Разли-
чия в обилии и длине корней между отобранны-
ми трансгенными линиями и контролем также 
не наблюдали. Таким образом, плохая укореня-
емость большинства линий могла быть связана 
с перестройками генома, вызванными инсер-
цией Т-ДНК, а не с влиянием гиперэкспрессии 
AtGA20ox1.

Cpеди негативных эффектов трансформа-
ции тополя берлинского, отмеченных в нашей 
работе, было появление апикальных некрозов 
у некоторых линий, частота которых увели-
чивалась при выращивании растений на сре-
де с ИМК. Апикальные некрозы не являются 

типичным эффектом влияния повышенного 
уровня гиббереллинов на растения, и мы пока 
не можем указать причину таких изменений. 
В  то  же время, принимая во внимание вклад 
ИМК на проявление некрозов, мы склонны 
связывать выявленные нарушения с гормо-
нальными сдвигами. Апикальный некроз может 
возникать как на стадии размножения побегов, 
так и на стадии укоренения. Точный механизм, 
лежащий в основе возникновения апикальных 
некрозов, до сих пор остается неясным, хотя 
были предложены некоторые возможные при-
чины, включая дефицит минеральных солей 
или различные соотношения регуляторов ро-
ста растений в питательных средах (главным 
образом, ауксинов и цитокининов) на опреде-
ленных стадиях развития. Так, например, было 
показано, что апикальные некрозы могут быть 
вызваны недостатком экзогенных или эндо-
генных цитокининов у некоторых растений 
[24]. Известно, что цитокинины и гибберел-
лины действуют преимущественно антагони-
стически. Реципрокное взаимодействие регу-
лируется как на уровне биосинтеза, так и на 
уровне передачи сигнала [22]. Таким образом, 
возможный повышенный уровень эндогенных 
гиббереллинов мог вызывать снижение уров-
ня эндогенных цитокининов. Учитывая то, что 
укоренение проводилось на безгормональной 
среде, то общий дефицит цитокининов мог 
приводить к остановке делений в апикальной 
меристеме и гибели верхушки на фоне отсут-
ствия корней. У  части трансгенных линий с 
нарушенным корнеобразованием негативный 
эффект мог быть усилен за счет низкого уровня 
эндогенных цитокининов. По всей видимости, 
снижение уровня цитокининов относительно 
ауксинов могло дополнительно провоцировать 
образование некрозов у трансгенных линий, 
что наблюдалось при укоренении побегов на 
среде с добавлением ИМК, но без экзогенных 
цитокининов. Гибель верхушки, в свою оче-
редь, могла приводить к снижению уровня эн-
догенных ауксинов и, соответственно, к сниже-
нию эффективности образования придаточных 
корней. В наших экспериментах, в действитель-
ности, мы наблюдали некрозы как до укорене-
ния стеблей, так и после укоренения. В  то  же 
время известны примеры среди растений, когда 
цитокинины, напротив, могли стимулировать 
развитие апикальных некрозов [25]. Следует 
отметить, что в наших экспериментах у всех 
трех финально отобранных трансгенных линий 
поражения верхушек отмечали крайне редко, 
что может свидетельствовать о сбалансирован-
ности гормонального состава. Кроме того, не-
кротические явления крайне редко, но фикси-
руются нами и у контрольных растений тополя 
берлинского ex vitro, что может быть следствием 
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гибридной природы данного вида и сдвига гор-
монального баланса в результате скрещивания. 
Повышенная частота апикальных некрозов от-
мечена и для других гибридных видов, напри-
мер, Populus tremula × P. alba [24]. Следует от-
метить, что в культурах других видов тополей, 
поддерживаемых нами, такие изменения ни-
когда не обнаруживаются.

В нашей работе показано, что трансформа-
ция геном AtGA20ox1 может приводить к трех-
кратному увеличению скорости роста тополя 
в условиях in vitro. Несмотря на ярко выражен-
ный фенотипический эффект, наблюдаемый у 
полученных трансгенных тополей, требуются 
дополнительные испытания ex vitro с целью под-
тверждения сохранности полученных признаков 
у взрослых растений, в том числе у прошедших 
стадию зимнего покоя. Известно, что стериль-
ные условия in vitro несопоставимо отличаются 
от естественной среды обитания растений, где 
они сталкиваются с перепадами температур, 
различными химическими составами почв, ми-
крофлорой, солнечной радиацией и другими 
факторами, способными повлиять на прояв-
ление морфологических эффектов, вызванных 
трансгенезом. Кроме того, утонченный ствол 
in vitro может технически усложнить адаптацию 
растений к грунту, так как потребует дополни-
тельных манипуляций по приданию стволу вер-
тикального положения после переноса растения 
из пробирки в сосуд с почвой. Данный факт мо-
жет не только усложнить адаптацию трансген-
ных растений к условиям ex vitro, но и создать 
проблемы при массовом микроклональном 
размножении растений с подобным фенотипом 
для создания плантаций. Одним из возмож-
ных решений проблемы полегания растений 
на первоначальном этапе может быть перевод 
трансгенного растения из диплоидной формы в 
полиплоидную [9].

На сегодняшний день законодательство 
Российской Федерации запрещает высадку 
трансгенных растений в открытом грунте в про-
мышленных масштабах. Исключение сделано 
только для научных целей, но это не упрощает 
задачу испытаний трансгенов в полевых усло-
виях, так как остается проблема возможной 
интрогрессии трансгена путем перекрестного 
опыления близкородственных видов. Решить 
данную проблему можно путем редактирова-
ния генома трансгенного растения при помощи 
CRISPR/Cas технологии и выключения гена, от-
ветственного за цветение, что позволит перейти 
к безопасным испытаниям полученных нами 
трансгенных растений в полевых условиях.

Полученный штамм агробактерии, несущий 
плазмиду AtGa20ox1/pBI121 может быть исполь-
зован для генетической трансформации дру-
гих древесных растений, имеющих потенциал 

к ускорению роста или изменению фенотипа с 
целью решения различных задач, включая ланд-
шафтный дизайн, глубокую переработку древе-
сины (биорефайнинг) и создание высокопро-
дуктивных древесных плантаций.
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