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Актуальность. Модификация растений с целью повышения их 
устойчивости к вредителям – перспективное направление в совре-
менной биотехнологии. Создание искусственных защитных систем 
на основе РНК-интерференции или индукция метаболических 
изменений в растениях могут существенно снизить привлекатель-
ность для вредителя и, как следствие, степень повреждения расте-
ний. Однако, разработка стратегий подобных модификаций затруд-
нена отсутствием биотехнологических методов, разработанных 
для каждой культуры, и адекватных моделей для проведения таких 
исследований. Табак Nicotiana tabacum L. как растение семей-
ства пасленовых потенциально может быть моделью для исследо-
вания возможных стратегий повышения устойчивости к вредите-
лям для таких родственных культур как картофель, томат, сладкий 
перец и т.д. Препятствием к проведению подобных работ на таба-
ке является высокая токсичность листьев, которая защищает табак 
от большинства вредителей. Недавно опубликованы исследования, 
доказывающие, что мутагенез генов семейства Berberine Bridge-
Like (BBL) в табаке приводит к существенным изменениям в коли-
чественном и качественном составе алкалоидов в листьях. В насто-
ящей работе данный подход был применен с целью получения рас-
тений табака, пригодных для потребления в пищу колорадским 
жуком (Leptinotarsa decemlineata Say), который является наиболее 
распространенным и опасным вредителем картофеля. Результаты. 
С целью модификации генома табака, были подобраны две направ-
ляющие РНК (нРНК), нацеленные на шесть генов семейства BBL. 
Каждая из них была встроена в вектор, содержащий ген нуклеазы 
Cas  и каркас нРНК. Полученные конструкции вместе с плазмидой 
pBI , содержащей ген устойчивости к канамицину nptII и репортер-
ный ген бета-глюкуронидазы Escherichia coli Migula, были использо-
ваны для трансформации листовых эксплантов табака методом биоб-
аллистики. Из трансформированных клеток путем селекции на кана-
мицине были получены каллусы и далее трансгенные растения-реге-
неранты поколения Т . Неожиданным результатом стало появление 
широкого плейотропного эффекта модификации в виде многочис-
ленных серьезных аномалий развития среди полученных популяций 
регенерантов. Самые тяжелые аномалии проявлялись в виде быстрой 
гибели растений, относительно жизнеспособные растения отлича-
лись угнетением роста и укоренения, увеличением числа междоуз-
лий, изменением формы листьев, ускоренным цветением, аномалия-
ми развития цветка и стерильностью. Только одна из семи получен-
ных популяций клонов обладала достаточной жизнеспособностью 

Background. Genetic modifi cation of plants is one of the promising 
strategies to increase their resistance to insect pests. The development 
of metabolic or RNA interference systems for plant protection requires 
appropriate models of host-insect interactions. Nicotiana tabacum L. 
is a classical model plant used in molecular and metabolic engineering. 
We consider tobacco as a model for developing protective strategies 
against Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata Say, CPB). 
Normally, tobacco is toxic for CPB due to high content of nicotine and 
related alkaloids in leaves. Modifi cation of the tobacco genome could 
provide tobacco genotypes with altered metabolism suitable for CPB 
feeding. It is known that diff erent mutations in Berberine Bridge-Like 
(BBL) genes cause diff erent alterations in tobacco leaf alkaloid levels. 
In the current study, the Cas /gRNA system targeting members of the 
BBL gene family of tobacco was used to create a line which can serve 
as a diet for CPB. Results. In order to obtain tobacco with modifi ed 
alkaloid content, two gRNAs matching target sequences in six BBL genes 
were selected. Each gRNA was cloned into a gRNA/Cas  generic vector. 
The created constructs were mixed and used for biolistic transformation 
of tobacco leaf explants together with the pBI  plasmid harboring 
the kanamycin resistance gene nptII and the reporter E.coli beta-
glucuronidase (GUS) gene. Regenerants were selected on  mg/l of 
kanamycin and checked for transgene presence by histochemical GUS-
assay. Unexpectedly, the regenerated plants displayed a variety of adverse 
phenotypic eff ects including diff erent degree of growth and rooting 
inhibition, early fl owering, increased number of internodes, changes in 
leaf shape, fusion of fl owers, longostyly, and partial sterility. Only one 
from seven obtained calli produced a population of regenerated plants 
without severe phenotypic abnormalities. The NtaBBL -  line of 
clonally propagated plants was selected from this population and used for 
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для выращивания в гидропонном комплексе и существенно не отли-
чалась от исходного сорта по жизнеспособности in vitro. Из  этой 
популяции была выделена линия табака NtaBBL - , поддержива-
емая in vitro. Данная линия была протестирована на кормовую при-
годность для колорадского жука. Показано, что личинки колорадско-
го жука эффективно потребляют листья табака полученной линии, 
и практически не потребляют листья контрольных растений (процент 
потребления ± . % для модифицированных и ± % для контроль-
ных растений). Заключение. Методом модификации генома полу-
чена линия табака, пригодная для питания личинок колорадского 
жука. В дальнейшем эта линия может быть использована как модель 
для исследования взаимодействия колорадского жука и растений. 
Результаты работы демонстрируют возможность менять спектр кор-
мовых предпочтений вредителей и открывают перспективы разви-
тия данного направления. В частности, перспективным может быть 
осуществление модификаций с меньшим плейотропным эффектом, 
и, возможно, этого можно добиться, производя нокаут других генов, 
участвующих в регуляции синтеза никотина.

Ключевые слова: никотин, Nicotiana tabacum, Leptinotarsa 
decemlineata, токсичность, семейство генов BBL, Cas , нРНК

a CPB feeding experiment. It was shown that CPB larvae consume the 
leaves of NtaBBL -  line ten times more effi  ciently than the leaves of 
control plants ( ± . % vs. ± % in  h respectively). Conclusion. The 
NtaBBL -  tobacco line is suitable for CPB feeding and can be further 
used as a model for studies in plant-pest interaction. The modifi cation of 
other genes regulating nicotine metabolism can be a promising strategy to 
obtain tobacco plants edible for CPB with less pleiotropic eff ects.

Key words: nicotine, Nicotiana tabacum, Leptinotarsa decemlineata, 
toxicity, BBL gene family, Cas , gRNA
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Введение

Табак Nicotiana tabacum L. является первым расте-
нием, на котором были разработаны методы трансге-
неза, и активно используется для создания различных 
молекулярно-генетических моделей в генетике расте-
ний наряду с Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Sierro et al., 

). Табак является перспективным модельным объек-
том для исследования генетики и физиологии растений 
семейства пасленовых, к которому принадлежит ряд цен-
ных сельскохозяйственных культур, например, картофель 
Solаnum tuberоsum L. – одна из важнейших продоволь-
ственных культур во всем мире. Среди вредителей карто-
феля следует выделить колорадского жука (Leptinotarsa 
decemlineata Say), как самого опасного на террито-
рии Северной Америки, Евразии и Африки. Колорад-
ский жук (КЖ) может быстро акклиматизироваться и раз-
множаться в различных средах обитания по всему миру 
благодаря активной миграционной способности, высо-
кой пластичности и широкому спектру внутривидового 
полиморфизма (Weber, ). Колорадский жук наносит 
существенный вред посадкам картофеля, а для контро-
ля этого вредителя в основном используют химические 
инсектициды. Однако КЖ быстро формирует резистент-
ность к химическим инсектицидам, и нормы расхода пре-
паратов многократно завышаются, что наносит значи-
тельный вред окружающей среде (Alyokhin et al., ). 
Моделирование молекулярных механизмов устойчиво-
сти растений к КЖ и создание модифицированных расте-
ний с повышенным уровнем устойчивости к КЖ являет-
ся перспективным подходом для поиска средств борьбы 
с данным вредителем. Однако, отработка различных 
молекулярных подходов на картофеле – сложно осуще-
ствимая задача, поскольку биотехнологические мето-
ды на этой культуре требуют длительной оптимизации 
для каждого генотипа, генетическая трансформация зани-
мает много времени и требует привлечения опытных 
специалистов. Перспективной является идея отработки 
подхода на более простой родственной модели, которую 
затем, уже в «готовом виде», можно перенести на карто-
фель.

Мы в данной работе рассматриваем табак как модель 
для исследования механизмов взаимодействия растений 
с колорадским жуком и как «плацдарм» для разработ-
ки молекулярных методов борьбы с данным вредителем. 
Препятствием к исследованию механизмов взаимодей-
ствия с КЖ является то, что табак не входит в число его 
кормовых растений. Однако, модификация генома таба-
ка с целью сделать листья съедобными для КЖ, мог-
ла бы создать линии табака, которые поедаются насе-
комыми с эффективностью, сравнимой с картофелем. 
В этом случае полученные линии растений можно было 
бы использовать в дальнейших исследованиях в услови-
ях лаборатории. По нашему изначальному предположе-
нию, основным антифидантным компонентом в листьях 
табака является никотин. Несмотря на то, что КЖ доста-

точно адаптирован к питанию биомассой, содержащей 
алкалоиды (включая стероидные алкалоиды ботвы кар-
тофеля), никотин отсутствует в картофеле, и его наличие 
в листьях табака снижает привлекательность их для жука 
в качестве пищи (Hsiao, Fraenkel, ). Недавно было 
показано, что направленный мутагенез генов семей-
ства Berberine Bridge-Like (BBL) в табаке приводит к раз-
личным качественным и количественным изменениям 
в содержании алкалоидов в листьях (Schachtsiek, Stehle, 

; Lewis et al., ). Фермент BBL представляет 
собой флавинсодержащую оксидазу, наиболее вероят-
но участвующую в заключительной стадии окисления 
в биохимическом пути синтеза никотина (Kajikawa et al., 

). В настоящей работе подобный подход был приме-
нен для получения растений табака, которые обладали 
бы повышенной кормовой привлекательностью для коло-
радского жука. Генетические конструкции, несущие гены 
нуклеазы Cas  и направляющую (guide) РНК (нРНК, 
gRNA), нацеленные на семейство генов BBL, были 
использованы для получения модифицированных расте-
ний табака, которые затем скармливали личинкам КЖ. 
Показано, что личинки КЖ способны питаться листьями 
модифицированных растений табака. Полученная линия 
табака может быть использована как модель для экспе-
риментального исследования молекулярно-генетических 
механизмов устойчивости растений к вредителям.

Материалы и методы

В качестве исходного материала использовались рас-
тения табака N. tabacum L. линии SR . Растения культи-
вировали in vitro на питательной среде Мурасиге и Ску-
га (MC) (Murashige, Skoog, ) с добавлением сахарозы 
(  г/л).

Для мутагенеза семейства генов BBL были выбра-
ны две нРНК, гомологичные участкам одновремен-
но шести генов (BBLa, BBLb, BBLd. , BBLd. , BBLe) 
(Schachtsiek, Stehle, ). Два выбранных целевых сайта 
практически идентичны, один расположен со сдвигом в  
нуклеотида относительно второго (таблица ).

Для создания вектора, экспрессирующего ген Cas9 
и содержащего нРНК, для начала в вектор pAB-M (DNA 
Cloning Service, Hamburg, Germany) был встроен фраг-
мент плазмиды pEN-Chimera (Fauser et al., 2014), огра-
ниченный сайтами рестрикции NcoI и SpeI, содержащий 
промотор U6-26 A. thaliana и химерную нРНК, с обра-
зованием вектора pSI55. Параллельно был создан век-
тор, содержащий промотор гена UBIQUITIN4-2 петруш-
ки Petroselinum crispum (Mill.) Fuss, последовательность 
гена Cas9 (с кодоновым составом, оптимизированным 
для A. thaliana) и терминальную последовательность гена 
pea3A гороха Pisum sativum L. Для этого, промотор и пер-
вая часть гена Cas9 были амплифицированы, используя 
пару праймеров PromCas F/PromCas R и плазмиду pDe-
Cas9 (Fauser et al., 2014) в качестве матрицы, вторая 
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часть гена Cas9 вместе с терминатором была ампли-
фицирована с использованием праймеров CasTerm F/
CasTerm R (таблица 2). Вектор pAB-M был гидролизо-
ван при помощи нуклеазы SpeI, и далее была произве-
дена сборка по Гибсону (Gibson Assembly, New England 
Biolabs GmbH, Ipswich, MA, USA) в соответствии 
с инструкцией производителя, используя два амплифи-
цированных фрагмента, описанных выше, с образова-

нием плазмиды pSI56. Далее, фрагмент, содержащий 
последовательность каркаса нРНК, ограниченный сайта-
ми рестрикции NotI и SpeI, был вырезан из pSI55 и инте-
грирован в pSI56, в результате чего был получен вектор 
pSI57 – финальная конструкция, содержащая систему 
нРНК/Cas9, в которую можно встраивать специфическую 
часть нРНК в виде двухцепочечного олигонуклеотида 
с липкими концами по сайтам рестрикции BbsI.

Таблица . Последовательности целевых сайтов и нРНК для внесения мутаций в гены семейства BBL
Table . The sequences of target sites and gRNAs for mutagenesis of BBL gene family members

Обозначение нРНК/
gRNA

Структура целевого сайта (подчеркнут PAM) /Tar-
get site structure (PAM* is underlined)

Структура нРНК /
gRNA structure

BBL ’-tatgaaatcagagtaaggtgcgg- ’ ’-tatgaaatcagagtaaggtg- ’
BBL ’-gaaatcagagtaaggtgcggagg- ’ ’-gaaatcagagtaaggtgcgg- ’

* – РАМ (protospacer adjacent motif) – мотив, связанный с протоспейсером

Таблица . Список праймеров и олигонуклеотидов
Table . List of primers and oligonucleotides

Обозначение/ 
Designation Последовательность ’- ’/Sequence ’- ’

PromCas F tagaggcccttaaggccttaAAAAATTACGGATATGAATATAGGCATATCCG 
PromCas R cgttttcctcGTTATCCAAGAAATCCTTATCCTTAATGATCTTG 
CasTerm F cttggataacGAGGAAAACGAGGATATCTTGGAG 
CasTerm R cctgcagcccgggggatccaactagtAAGCCTATACTGTACTTAACTTGATTGC 
BBL _Fwd attgtatgaaatcagagtaaggtg
BBL _Rev aaaccaccttactctgatttcata
BBL _Fwd attggaaatcagagtaaggtgcgg
BBL _Rev aaacccgcaccttactctgatttc

Каждую из подобранных нРНК интегрировали в век-
тор pSI  путем встройки олигонуклеотида, содержащего 
ее последовательность, по сайту рестрикции BbsI. Двух-
цепочечный олигонуклеотид с липкими концами получа-
ли отжигом друг на друга пар одноцепочечных олигону-
клеотидов: BBL _Fwd/BBL _Rev и BBL _Fwd/BBL _Rev 
(см. табл. ) для нРНК, обозначенных BBL  и BBL  соот-
ветственно.

Стабильную трансформацию табака N. tabacum 
SR  проводили методом биобаллистики. Готовили 
смесь из трех генетических векторов, несущих систему 
нРНК/ Cas , нацеленную на семейство генов BBL, и век-
тор pBI , несущий ген устойчивости к антибиотику 
канамицину и ген-репортер бета-глюкуронидазы (GUS) 
E. coli (Chen et al., ). Смесь ДНК наносили на золо-
тые частицы и доставляли в клетки листовых эксплан-
тов табака при помощи генной пушки (Bio-Rad PDS-

 He, размер золотых частиц  мкм, разрывной диск 
 пси ( , х  Pa), расстояние  см, вакуум при выстре-

ле  мм  рт.  ст. ( , х  Pa)). Трансформированные экс-
планты помещали в чашки Петри на селективную кал-
лусообразующую среду Т : стандартная среда МС 
с добавлением  г/л сахарозы,  мг/л -бензиламинопу-
рина, ,  мг/л нафталенуксусной кислоты и  мг/л кана-
мицина. Полученные каллусы перемещали на среду Т : 
стандартная среда МС с добавлением  г/л сахарозы, 

,  мг/л -бензиламинопурина без канамицина для орга-
ногенеза, затем получали первичные растения-регене-
ранты. Трансгенность полученных каллусов и регенеран-
тов проверяли методом гистохимического окрашивания 
с реактивом X-Gluc для выявления активности гена 
β-глюкуронидазы. Жизнеспособные растения высажи-
вали в гидропонный комплекс для анализа морфологи-
ческих характеристик и фертильности. Листья расте-
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ний из гидропонного комплекса лиофильно высушивали 
и использовали для анализа содержания никотина. Cодер-
жание алкалоидов определяли ранее отработанным мето-
дом (Domrachev et al., ), позволяющим определить 
суммарное содержание никотина и норникотина.

Для исследования кормовой привлекательности полу-
ченных растений для колорадского жука были использо-
ваны листья из культуры in vitro. Было использовано три 
повторности по  личинок на каждый вариант. Личин-
ки колорадского жука были отобраны из природно-лабо-
раторной популяции насекомых, содержащихся на рас-
тениях картофеля в лаборатории биологической защиты 
растений и биотехнологий НГАУ. Срезанные листья 
табака помещали в пластиковую пробирку с водой объ-
емом ,  мл, в которой фиксировали их ватой и пленкой 
Parafi lm. Насекомых и листья помещали в чашки Петри. 
Через  часа учитывали смертность насекомых и пло-
щадь съеденной листовой пластинки. Площадь повреж-
дения листа насекомыми рассчитывали в процентах 
от общей площади листа по фотографиям с помощью 

программы ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij). Сравнение 
активности питания насекомых листьями табака проводи-
ли с помощью однофакторного дисперсионного анализа 
(Ordinary one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparison 
test) в программе GraphPad Prizm .

Результаты

С использованием нРНК, которая, по литературным 
данным, показывает высокую эффективность при мутаге-
незе генов семейства BBL (Schachtsiek, Stehle, ), была 
проведена генетическая трансформация табака и полу-
чено  каллусов. Из четырех каллусов не удалось полу-
чить жизнеспособные растения, из трех оставшихся были 
получены три популяции регенерантов (NtaBBL), общим 
числом  растения поколения Т . Популяции клонов 
поддерживали черенкованием in vitro. Данные популяции 
отличались друг от друга по фенотипу и демонстрирова-
ли различные аномалии развития (рис. ).

Рис. . Фенотипы растений-регенерантов (NtaBBL) поколения Т  после модификации 
с использованием системы Cas /нРНК, нацеленной на гены семейства BBL.

А: зрелые листья, масштабная линейка соответствует  см; Б: пример раннего цветения in vitro; В: цветок 
с удлинённым пестиком, масштабная линейка соответствует  см; Г: цветок, образовавшийся в результате 

слияния двух цветков. SR  – соответствующий фенотип исходной линии.

Fig. . Phenotypes of regenerated plants (NtaBBL) after modifi cation using the 
Cas /gRNA system for mutagenesis of BBL gene family members.

A: mature leaves, scale bar corresponds to  сm; B: early fl owering in vitro; C: fl ower with longostily, scale bar 
corresponds to  сm; D: fl ower fusion. SR  – wild type phenotype.
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Таблица . Сравнительный анализ морфологических характеристик 
полученной линии NtaBBL -  и исходной линии SR

Table . Comparison of morphological traits in BBL -  line and control (SR )

Признак/trait BBL( ) SR
Высота стебля, см/Stem height, сm - -
Количество побегов/Number of shoots - -
Количество узлов/Number of nodes - -
Длина листовой пластины, см/Leaf blade length, сm - -
Ширина листовой пластины, см/ Leaf blade width, сm - -

Среди наблюдаемых отклонений отмечалось угнете-
ние роста и укоренения, увеличение числа междоузлий, 
раннее цветение, аномалии развития цветка (увеличение 
количества элементов цветка, лонгостилия) и отсутствие 
семян. Растения, полученные только из одного из семи 
исходных каллусов, оказались достаточно жизнеспособ-
ными для стабильного поддержания in vitro и для роста 
в условиях гидропонного комплекса. Из данной популя-
ции была выделена линия растений NtaBBL - , которая 
была охарактеризована при выращивании в гидропонном 
комплексе. В таблице  указаны диапазоны наблюдаемых 
морфологических параметров полученной линии. Расте-
ния этой линии, содержащиеся в культуре in vitro, были 
использованы для оценки степени потребления личинка-
ми колорадского жука. В качестве контроля были исполь-
зованы исходные растения линии SR .

Показано, что личинки колорадского жука питались 

листьями табака линии NtaBBL5-14 в десять раз актив-
ней, чем листьями табака контрольного варианта (SR1) 
(p<0.001). В частности, через 24 часа после начала экс-
перимента процент съеденной площади листьев табака 
личинками колорадского жука младших возрастов (2-3 
возраста) составил 9±3% в контроле (SR1) и 97±0.5% 
в варианте с модификациями (NtaBBL5-14). Гибели 
насекомых не отмечалось в обоих вариантах. Экспери-
мент продемонстрировал, что листья растений Т0 линии 
NtaBBL5-14, полученные в результате трансформации 
конструкциями для мутагенеза генов семейства BBL, при-
годны для питания личинок колорадского жука и полно-
стью съедаются в отличие от листьев исходных расте-
ний (рис. 2). При выращивании в гидропонном комплексе 
растения этой линии достоверно не отличались по сум-
марному содержанию алкалоидов от исходной линии 
SR1.

Рис. . Потребление листьев табака личинками колорадского жука второго-
третьего возраста через  часа после начала кормления

А: Процент потребления листьев (***p<0.001 по сравнению с SR1). Б: Вид листьев табака через 24 часа после начала 
эксперимента. NtaBBL5-14 – полученная в результате модификации линия табака, SR1 –исходный генотип.

Fig. . Consumption of tobacco leaves by Colorado potato beetle larvae within a  h period
A: Percentage of consumed leaf area (***p< . ); B: Leaves after  hrs of feeding experiment. NtaBBL -  – modifi ed tobacco 

line, SR  – wild type.
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Обсуждение

В данной работе была получена линия растений таба-
ка, пригодная для питания личинок колорадского жука. 
Несмотря на то, что не удалось зафиксировать достоверно-
го снижения суммарного содержания алкалоидов в листьях 
полученной линии, модифицированные растения актив-
но поедаются колорадским жуком и потенциально могут 
быть использованы в дальнейшем как источник корма 
для этих насекомых. Данный эксперимент показал воз-
можность использования табака для создания модели вза-
имодействия колорадского жука и растения. Полученная 
линия модифицированных растений табака NtaBBL -  
воспроизводится in vitro черенкованием и жизнеспособна 
при пересадке в сосуды с грунтом или в тепличный ком-
плекс, однако неспособна размножаться семенами. В дан-
ной работе была использована нРНК, идентичная ранее 
опубликованной (Schachtsiek, Stehle, ), однако, полу-
ченные в результате модификации растения-регенеран-
ты отличались сниженной жизнеспособностью и ано-
малиями развития, чего не было показано ранее. Един-
ственная жизнеспособная линия растений поколения Т  
не отличалась от контроля по содержанию суммы алкало-
идов при выращивании в гидропонном комплексе, одна-
ко демонстрировала выраженные морфологические отли-
чия. Таким образом, результаты, полученные в данной 
работе, не согласуются с ранее опубликованными, где 
подобная модификация влияла на содержание алкалои-
дов в листьях, но не на морфологические признаки рас-
тений. Можно предположить, что проводимая модифика-
ция имеет сложную природу и приводит к комплексным 
изменениям метаболизма и регуляции развития. Дальней-
шая биохимическая и молекулярная характеристика полу-
ченных модифицированных растений табака, в том чис-
ле линии NtaBBL - , может дать возможность собрать 
новые данные как о роли отдельных копий генов семей-
ства BBL в развитии растений табака, так и о биохими-
ческих особенностях растений, пригодных для питания 
КЖ. Поскольку данный эксперимент не позволил полу-
чить линии табака, стабильно размножающиеся семена-
ми, авторы рассматривают возможность мутагенеза других 
генов метаболизма никотина у табака для создания более 
устойчивой модели с меньшим плейотропным эффектом. 
В качестве потенциальных мишеней можно рассматривать 
гены, кодирующие ключевые ферменты более ранних ста-
дий биосинтеза никотина, например путресцин-N-метил-
трансферазы (PMT) и хинолинатфосфорибозилтрансфе-
разы (QPT) (Ivanova et al., ). Нетрансгенная, способ-
ная к воспроизводству и сохранению фенотипа линия таба-
ка, которая может служить кормом для колорадского жука, 
стала бы идеальной моделью для дальнейших исследо-
ваний молекулярных механизмов устойчивости растений 
к вредителю.
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