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 «СОЗДАНИЕ И АНАЛИЗ ТРАНСГЕННЫХ ФОРМ ОСИНЫ И БЕРЕЗЫ ДЛЯ ЛЕСНЫХ ПЛАНТАЦИЙ»

Современная тенденция неуклонного сокращения площади лесов (9,4 млн. га в год) требует совершенно новых технологий в лесном хозяйстве. Преодоление данной тенденции возможно путем развития плантационного лесовыращивания, которое, в свою очередь, экономически рентабельно только при использовании селекционных форм с повышенной продуктивностью и устойчивостью к стрессовым факторам. Перспективным методом ускоренного создания высокопродуктивных форм древесных растений является генетическая трансформация. 
В настоящее время в мире на стадии полевых испытаний находится уже более 150 трансгенных форм деревьев (тополь, эвкалипт, сосна, ель, акация и др.) с новыми целевыми признаками. Первая коммерциализация трансгенных деревьев проведена в Китае в 2002 году на примере тополя с геном Bt-токсина, обеспечивающего устойчивость к вредителям. Начата коммерциализация трансгенного эвкалипта с устойчивостью к заморозкам, что позволяет его успешно культивировать на большей части территорий США. 
В России лесная биотехнология (генная инженерия лесных древесных растений, в частности) стала активно развиваться с 2007 года. На сегодняшний день впервые в России (на базе ИБХ РАН) создана серия трансгенных форм модельных лесных пород (осина и береза) с подтвержденной модификацией целевого хозяйственно-ценного признака – пониженное содержание лигнинов, повышенное содержание целлюлозы, устойчивость к гербицидам, повышенная продуктивность. Работы по молекулярной селекции позволили отобрать линии перспективные для полевых испытаний.


Цель работы – создание и анализ биотехнологических (трансгенных) форм лесных древесных растений, обладающих новыми хозяйственно-значимыми свойствами, перспективными для плантационного лесовыращивания.

Задачи исследования:
1) генетическая трансформация осины и березы, селекция трансформантов, в том числе:
- отбор и характеристика базовых генотипов;
- разработка протоколов адвентивной регенерации и агробактериальная трансформация репортерным геном GUS;
- дизайн и конструирование бинарных векторов pGS, pBI-Xeg, pBI-4CL, pBI-Lac;
- агробактериальный перенос с использованием векторов pBIBar, pGS, pBI-Xeg, pBI-4CL, pBI-Lac и селекция трансформантов.
2)  молекулярно-биологический анализ трансформантов, в том числе:
- ПЦР и ОТ-ПЦР анализ наличия и транскрипции чужеродных генов;
- Real-time PCR анализ уровня транскрипции чужеродных генов;
- Western-blot анализ экспрессии рекомбинантного белка;
- анализ активности рекомбинантных ферментов.
3)  транскриптомный анализ трансгенных растений осины 4CL и березы GS.
4)  метаболомный анализ трансгенных растений осины Xeg, 4CL.
5)  цитологический анализ трансформантов, отбор полиплоидных форм.
6)  анализ фенотипического проявления экспрессии рекомбинантных конструкций, в том числе:
- биометрические показатели листовой пластинки;
- скорость роста и ее модификация у трансгенных форм;
- модификация корневой системы.
7) анализ состава и свойств древесины трансгенных форм осины и березы, в том числе:
- анализ образцов древесины осины с суперэкспрессией гена Xeg;
- анализ образцов древесины осины с инвертированными повторами гена 4CL;
- анализ образцов древесины осины с суперэкспрессией грибной лакказы.
8) разработка метода использования трансгенных клонов осины и березы с заданными характеристиками в качестве биологических моделей при прогнозировании хода роста и развития лесных плантаций, созданных с использованием трансгенных деревьев (на примере осины Xeg и 4CL).
9) молекулярные маркеры, как метод идентификации трансгенного селекционного достижения и контроля несанкционированного распространения.
10) разработка проекта общероссийского классификатора трансформационных событий растений.

Текущие результаты исследований:
1) разработана методика эффективной генетической трансформации для двух видов березы;
2) созданы бинарные векторные конструкции pGS, pBI-Xeg, pBI-4CL, pBI-Lac, несущие ген глутаминсинтетазы сосны, ген ксилоглюканазы из гриба Penicillium canescens, инвертированные фрагменты гена 4-кумарат-КоА-лигазы осины, ген лакказы гриба Trametes hirsute. 
3) впервые получены трансгенные растения березы с генами глутаминсинтетазы сосны и фосфинотрицинацетилтрансферазы;
4) создана серия трансгенных форм осины несущих ген глутаминсинтетазы сосны, ген ксилоглюканазы из гриба Penicillium canescens, инвертированные фрагменты гена 4-кумарат-КоА-лигазы осины, ген лакказы гриба Trametes hirsute.
5) впервые получена триплоидная трансгенная форма осины несущая ген ксилоглюканазы из гриба Penicillium canescens;
6) изучено влияние экспрессии целевой генетической конструкции на экспрессию (транскрипцию) нативных нецелевых генов (на примере осины 4CL и березы GS).
7) изучено влияние экспрессии целевой генетической конструкции на накопление вторичных метаболитов на примере осины Xeg и 4CL.
8) в результате молекулярной селекции отобраны перспективные линии трансгенных растений с подтвержденной модификацией целевой хозяйственно-значимой характеристики, а именно:
a. осина с пониженным содержанием лигнинов (с РНК-интерференционной конструкцией 4CL);
b. осина с повышенным содержанием целлюлозы и повышенной скоростью роста (c геном Xeg);
c. осина с повышенной продуктивностью (с геном GS);
d. береза с повышенной продуктисностью (с геном GS);
e. осина и береза с устойчивостью к гербицидам на основе фосфинотрицина (с геном bar).
9) разработан метод использования трансгенных клонов осины и березы с заданными характеристиками в качестве биологических моделей при прогнозировании хода роста и развития лесных плантаций, созданных с использованием трансгенных деревьев. Проведено моделирование хода роста и накопления биомассы лесных плантаций на примере осины Xeg и 4CL.
10) разработан проект классификатора трансформационных событий растений, который стал частью Общероссийского классификатора трансформационных событий (ОКТС, введен в действие 01.11.2015г.).

Планируемые работы:
1) проведение транскриптомного анализа трансгенных растений березы GS.
2) обработка и интепретация результатов метаболомного анализа трансгенных растений осины Xeg, 4CL.
3) проведение молекулярно-биологических анализов трансформантов с геном лакказы гриба Trametes hirsute.
4) анализ фенотипического проявления экспрессии гена лакказы гриба Trametes hirsute; молекулярная селекция перспективных линий. 
5) подведение итогов исследования и написание диссертационной работы.
6) подготовка и публикация 6 статей по теме диссертации.
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