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Последние пять лет биотехнология растений 
переживает новый всплеск развития и вызывает 
повышенный интерес, связанный с появлением 
и внедрением нуклеазных систем редактиро-
вания генома. После публикации в 2013 г. науч-
ных работ посвященных использованию системы 
CRISPR/Cas9 для редактирования генома араби-
допсиса [1], риса [2] и табака [3], исследователи 
получили в свое распоряжение простой и высоко-
эффективный инструмент, позволяющий направ-
ленно изменять гены растений. Благодаря этому 
стало возможным целенаправленно вносить то-
чечные или протяженные мутации, включать или 
выключать определенные гены, специфически ме-
нять отдельные нуклеотиды или даже целые по-
следовательности. Дальнейшее развитие методов, 

основанных на применении систем CRISPR/Cas, 
не только подстегнуло научный и практический 
интерес к направленному редактированию гено-
ма с.-х. культур, но и стимулировало обсуждение 
проблем, связанных с регулированием генно-ин-
женерных подходов при создании биотехкультур.

До появления систем CRISPR/Cas9, основ-
ными средствами редактирования генома расте-
ний являлись технологии ZFN (Zink-Finger Nu-
cleases) [4] на основе использования нуклеаз, со-
держащих так называемые «цинковые пальцы», 
и TALEN-технологии на основе белков TALEN 
(Transcription Activator-Like Effector Nuclease) [5]. 
Обе эти нуклеазы представляют собой химер-
ные белки, состоящие из искусственно сконстру-
ированного ДНК-связывающего домена и домена 
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неспецифической нуклеазы из рестриктазы FokI. 
ZFN- и TALEN-технологии редактирования гено-
ма не получили широкого распространения в био-
технологии растений, вследствие высокой стои-
мости, сложности и трудоемкости процесса сбор-
ки специфичных ДНК-связывающих белков для 
каждого целевого гена.

Геномное редактирование по технологии 
CRISPR/Cas осуществляется с помощью ДНК-ну-
клеазы, направляемой посредством РНК, которая 
должна присоединиться комплементарно к участ-
ку молекулы ДНК протяженностью около 20 ну-
клеотидов. Поскольку для обеспечения специфич-
ности действия нуклеазы достаточно лишь одной 
гидовой РНК, системы CRISPR/Cas (как прави-
ло, CRISPR/Cas9) оказались достаточно просты-
ми, эффективными и универсальными как для мо-
дельных, так и для культурных видов растений. 
Особенности работы системы CRISPR/Cas, свя-
занные со сборкой, тестированием и ее использо-
ванием для внесения мутаций в геном растений, 

подробно рассмотрены в различных обзорных 
статьях [6‒9]. Благодаря CRISPR/Cas9-техноло-
гии за прошедшие пять лет стало возможным на-
правленное редактирование генома большинства 
основных с.-х. культур, включая пшеницу, рис, 
кукурузу, ячмень, сою, рапс, томат, картофель и 
др. (табл. 1).

Методами геномного редактирования показа-
на возможность приобретения новых хозяйствен-
но-ценных признаков путем изменения различ-
ных целевых генов. Этому посвящены многочис-
ленные научные исследования и обзорные статьи 
[8, 10‒13]. Благодаря интересу со стороны биотех-
нологических компаний и селекционных фирм к 
технологиям геномного редактирования уже полу-
чены новые формы культурных ГР-растений, пер-
спективные с коммерческой точки зрения. В част-
ности, начиная с 2018 г, в странах северной Аме-
рики разрешен к выращиванию сорт рыжика 
посевного (Camelina sativa), в семенах которого 
с помощью технологии CRISPR/Cas9 увеличено 

Та бл и ц а  1
Хронология успешного использования нуклеазных систем редактирования ДНК  
для получения ГР-растений различных видов 

Timeline of first publications reporting the successful generation of genome edited plants using  
various nuclease editing tools

Год ZFN TALEN CRISPR/Cas
2005 Арабидопсис [18]
2009 Кукуруза [93], табак [94]
2010 Петуния [75]
2012 Рис [35]
2013 Кукуруза [95], рапс [96], ячмень [97] Арабидопсис [1], рис [2], табак [3]
2014 Арабидопсис [98], пшеница [31],  

соя [99], томат [100]
Кукуруза [27], томат [101]

2015 Инжир [102], яблоня [102] Картофель [36] Грейпфрут [103], картофель [104], 
латук [38], рапс [28], соя [105], 
ячмень [28]

2016 Томат [106] Табак [37] Арбуз [107], виноград [108], 
лен [39], люцерна [109], 
лядвинец [110], мак [111], 
одуванчик [87], петуния [112], 
пшеница [67], рыжик [14], 
сорго [29], яблоня [113]

2017 Люцерна [32],  
сахарный тростник [114]

Апельсин [115], банан [116], 
вьюнок [117], дендробиум [118], 
маниок [119], просо [120], 
тополь [121], хлопок [56], 
хризантема [122]

2018 Пшеница [52] Арахис [123] Диоскорея [124], земляника [125], 
киви [126], кофе [127], ятрофа [128]
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содержание ω3-масла [14]. При этом для посева 
ГР-рыжика и продажи полученного из него рас-
тительного масла в США не требуется никаких 
специальных разрешений [15]. Поскольку указан-
ная ГР-форма не содержит привнесенных чуже-
родных последовательностей, она не рассматри-
вается регулирующими органами США как ГМО. 
Еще одна культура, которой дан зеленый свет для 
промышленного выращивания в Северной Аме-
рике в 2018 г., – соле- и засухоустойчивый сорт 
сои, полученный в результате направленной мута-
ции генов Drb2a и Drb2b с помощью технологии 
CRISPR/Cas9 [15]. В конце 2015 г. в Швеции было 
выдано разрешение на свободное выращивание 
листовой капусты, полученной исследователями 
из Университета Ульмео в результате геномного 
редактирования. И хотя данный сорт капусты, со-
держащий точечную мутацию, привнесенную бла-
годаря CRISPR/Cas9, выращивался с 2016 г. лишь 
в нескольких частных садах Швеции [16], тем не 
менее, факт беспрепятственного (на тот момент) 
со стороны регулирующих государственных орга-
нов выхода ГР-культуры к потребителю в одной из 
стран ЕС позволял надеяться на возможность ши-
рокого использования этой технологии в промыш-
ленном растениеводстве. Однако в августе 2018 г. 
высший судебный орган ЕС, вынес решение о том, 
что все новые формы, полученные в результате ге-
номного редактирования, и в случае, если они не 
содержат вспомогательных чужеродных последо-
вательностей, должны рассматриваться как ГМО, 
а продукция, полученная из них, должна марки-
роваться аналогично ГМ-продуктам (https://curia.
europa.eu/jcms/upload/docs/application/pdf/2018-07/
cp180111en.pdf). Такое решение чувствительно от-
разилось на работе компаний и лабораторий Евро-
пы, связывающих свою деятельность с внедрени-
ем систем редактирования генома с.-х. культур в 
селекционную практику [17].

На наш взгляд, помимо различных социаль-
ных, политических и экономических аспектов, 
причиной принятого решения являются мето-
ды генетической инженерии и трансгеноза рас-
тений, используемые  при получении ГР-расте-
ний. Анализ научной литературы показывает, что 
подавляющее большинство описанных ГР-рас-
тений, полученных с помощью ZFN, TALEN и 
CRISPR/Cas технологий, является одновременно 
и генно-модифицированными организмами. Этот 
недостаток, тем не менее, преодолим с помощью 
технологий, которые позволяют получать ГР-рас-
тения, не содержащие последовательностей «ин-
струментов» геномного редактирования.

Современное состояние геномного 
редактирования растений с использованием 
систем ZFN, TALEN и CRISPR/Cas

Редактирование геномов растений достигло 
значительного прогресса с момента публикации 
первого сообщения о применении системы редак-
тирования ZFN для арабидопсиса в 2005 г. [18]. 
При этом следует отметить, что не во всех опу-
бликованных работах описывается получение и 
анализ полноценных растений с модифицирован-
ным геномом. В ряде исследований, сообщается 
лишь о возможности редактирования генома от-
дельных клеток, протопластов или каллусных 
тканей, особенно это касается пилотных работ.

Обзорные статьи последних лет обращают 
внимание на увеличение публикационной актив-
ности, связанной с геномным редактированием 
растений [19]. Число публикаций лишь частич-
но отражает реальное состояние дел в области по-
лучения полноценных ГР-растений. Значитель-
ная часть, действительно, посвящена успешной 
регенерации ГР-растений одного из видов рас-
тений по одному (единственному) гену-мише-
ни. В  то  же время, опубликованы работы, в ко-
торых авторы приводят примеры успешного ис-
пользования нуклеазных систем редактирования 
для направленного мутагенеза 32 генов-мише-
ней в растениях арабидопсиса [20], 11 – в расте-
ниях риса [21] или 7 – в растениях кукурузы [22]. 
Более того, в некоторых публикациях описывает-
ся получение ГР-растений двух и даже трех видов 
растений, по гомологичным и негомологичным 
генам-мишеням [23‒29]. Также опубликованы 
работы, в которых для получения ГР-растений од-
новременно использовали различные системы ре-
дактирования, например TALEN и CRISPR/Cas9 
[30‒32] или ZFN и CRISPR/Cas9 [33]. Поэтому 
в представленном обзоре главное внимание уде-
лено индивидуальным (независимым) событи-
ям геномного редактирования растений,  которые 
представляют собой сочетание «вид растений‒си-
стема редактирования‒индивидуальный ген-ми-
шень», с обязательным получением полноцен-
ных растений. В число таких событий не вклю-
чали геномное редактирование отдельных клеток 
или тканей. Были проанализированы доступные 
исследования, опубликованные за период с 2005 г. 
по июнь (включительно) 2018 г. и представлен-
ные в международных базах данных Scopus, Web 
of Science, PubMed, издательств Springer, Wiley, 
Nature, Frontiers и др. Чтобы избежать разночте-
ний по времени публикации между печатными 
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и электронными источниками, для печатных из-
даний учитывали дату online-публикации ста-
тьи. Проведенный анализ позволил обнаружить 
свидетельства более 650 независимых событий 
успешного редактирования генов с последующим 
получением полноценных растений.

Несмотря на то, что ZFN-технология редакти-
рования геномов растений известна уже 10 лет, за 
это время с ее помощью получено лишь 25 неза-
висимых событий геномного редактирования, что 
составляет 3,5% от их общего числа (рис. 1). К на-
стоящему времени ZFN-технологии уже исполь-
зовали для получения ГР-растений арабидопсиса, 
петуньи, кукурузы, томата, табака, яблони и ин-
жира (см. табл. 1).

Первое сообщение о возможности редакти-
рования генома с помощью системы TALEN по-
явилось в марте 2011 г., однако, тогда исследо-
вание было выполнено на протопластах араби-
допсиса, без регенерации полноценных растений 
[34]. Спустя год вышла публикация об успешной 
регенерации растений риса, в которые, благода-
ря использованию TALEN-системы, были внесе-
ны мутации в ген Os11N3с, что увеличило устой-
чивость к бактериальному ожогу [35]. С тех пор 
TALEN-технология редактирования ДНК позво-
лила получить 51 независимое событие геномно-
го редактирования (около 7,5% от общего числа) 

на 13 видах растений: арабидопсисе, арахисе, кар-
тофеле, кукурузе, люцерне, пшенице, рапсе, рисе, 
сахарном тростнике, сое, табаке, томате и ячмене 
(см. табл. 1).

Несмотря на то, что первое сообщение об 
успешном применении системы редактирования 
CRISPR/Cas появилось лишь в 2013 г., благода-
ря ее простоте и относительно высокой эффек-
тивности большинство актуальных ГР-растений, 
а именно 612 независимых событий (89% от их 
общего числа), получено с помощью этой техно-
логии (см. рис. 1). По состоянию на июнь 2018 г., 
перечень культур, для которых описано геномное 
редактирование посредством различных вариан-
тов CRISPR/Cas, включал 37 видов высших рас-
тений (см. табл. 1). 

Анализ исследований показывает, что геном-
ное редактирование генома риса является наи-
более востребованным на настоящий момент. 
На  долю риса приходится около трети (227 из 
688) независимых событий ГР (рис. 2).

На втором месте по популярности находит-
ся арабидопсис ‒ основной «модельный» вид для 
изучения различных аспектов системной био-
логии и генетики двудольных видов растений. 
Остальные виды растений, значительно уступа-
ют рису и арабидопсису. Тем не менее, ощути-
мое число независимых событий ГР приходится 
на три вида, а именно: томат (9,7% общего чис-
ла событий ГР), кукурузу (5,1%) и табак (4,7%). 
На долю остальных с.-х. культур приходится 
не более 0,1‒2,5% от общего числа событий ГР 
(см.  рис.  2). Это связано с трудностями перено-
са компонентов систем редактирования в клетки 
большинства с.-х. культур, проблемами коррект-
ной работы переносимых компонентов, с невоз-
можностью регенерации полноценных растений 
и отсутствием проявления признаков у полипло-
идных видов, которыми является большинство 
культурных растений. 

Способы получения полноценных растений  
с отредактированным геномом

Доставка компонентов систем редактирования 
генома с последующим получением «настоящих» 
ГР-растений – важный этап практического при-
менения технологий редактирования генома с.-х.
культур. Известные методы доставки компонен-
тов редактирования ДНК в растительные клетки 
с последующей регенерацией из этих клеток рас-
тений по-прежнему сортоспецифичны, трудоем-
ки и затратны для многих видов. Не удивитель-
но, что в ряде работ описывается редактирование 

Рис. 1. Количество (доля, %) независимых событий 
ГР-растений, полученных с использованием различ-
ных нуклеазных систем редактирования ДНК (сум-
марные данные за период с 2009 г. по июнь 2018 г.) 

Fig. 1. The number and proportion of independent ge-
nome editing events produced with the use of nucle-
ase editing systems (summary data for the period from 
2009 to June 2018)

51 (7%)

Cas9

Talen

ZFN

25 (4%)

612 (89%)
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генома лишь отдельных клеток или популяции 
клеток, тогда как полноценные растения полу-
чить не удается. 

Подавляющее большинство индивидуальных 
ГР-растений (90%) получены с помощью агробак-
териального способа, путем доставки компонен-
тов систем редактирования геномов в виде плаз-
мид (рис. 3), в результате чего последовательно-
сти этих компонентов стабильно встраиваются 
в геном растений, а их постоянная экспрессия 
способна эффективно модифицировать целевые 
последовательности.

Вторым по популярности является баллисти-
ческий способ переноса «инструментов» геном-
ного редактирования с помощью генных пушек 
(см. рис. 3). Генные пушки обычно используют в 
тех случаях, когда агробактериальный способ не 
позволяет эффективно переносить последователь-
ности ДНК в геном отдельных видов растений.

Еще один способ ‒ трансфекция протопла-
стов плазмидной ДНК или рибонуклеопротеино-
выми комплексами с последующим получением 
полноценных растений (см. рис. 3). Этот способ 

Соя (11)

Рис (227)

Тополь (11)

Томат (66)

Табак (32)

Кукуруза (35)

Картофель (10)
Рапс (8)

Ячмень (7)
Хлопок (7)

Люцерна (6)
Огурец (5)

Рыжик (5)
Дендробиум (5)

Просо (4)

Пшеница (19)

Д р у г и е 
(39)

Арабидопсис (191)

Рис. 2. Распределение независимых событий (в скобках указано количество) ГР-растений с.-х. культур, полученных с 
использованием нуклеазных систем редактирования генома (ZFN, TALEN и CRISPR/Cas) (суммарные данные за пе-
риод с 2009 г. по июнь 2018 г.) 

Fig. 2. The number of independent editing events of various crops produced using ZFN, TALEN and CRISPR/Cas DNA ed-
iting technologies (summary data for the period from 2009 to June 2018)

Агробактериальный

Биобаллистический

Другие

417 (61,1%)
201 (29,5%)

39 (5,7%)

11 (1,6%)
14 (2,1%)

Агробактериальный 
(floral deep)

Трансфекция 
протопластов

Рис. 3. Количество и доля независимых событий 
ГР-растений, полученных с использованием различ-
ных способов доставки нуклеазных систем редак-
тирования генома (суммарные данные за период с 
2009 г. по июнь 2018 г.) 

Fig. 3. The number and proportion of independent ge-
nome editing events generated using various delivery 
methods of components of genome editing systems 
(summary data for the period from 2009 to June 2018)
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успешно использовали для геномного редактиро-
вания картофеля [36], табака [37], латука [38] и 
льна [39]. Однако для большинства с.-х. культур 
такой подход практически не реализуем, в силу 
низкой эффективности регенерации из протопла-
стов, высокой генотипической специфичности 
этого процесса и наличия большого числа само-
клональных вариаций в растениях-регенерантах.

Одним из преимуществ агробактериального 
и биобаллистического методов является высокая 
эффективность и относительная простота отбора 
ГР-растений. Более того, благодаря активной ра-
боте систем редактирования ДНК уже в первич-
ных трансгенных растениях можно добиться ре-
дактирования всех аллелей гена-мишени, т.е. по-
лучаемые растения оказываются биаллельны или 
гомозиготны. Однако постоянное присутствие и 
экспрессия «инструментов» редактирования в ге-
номах получаемых растений могут вызывать ре-
дактирование различных нецелевых последова-
тельностей (off-targets), особенно в последующих 
поколениях [40‒42].

Стратегии создания новых форм культурных 
растений, не содержащих трансгенные 
последовательности

Успешное применение технологий геномно-
го редактирования в селекции с целью получения 
новых высокопродуктивных с.-х. культур ограни-
чивается тем, что в геноме ГР-растений, получа-
емых агробактериальным и биобаллистическим 
методами, присутствуют последовательности ко-
дирующие компоненты систем ZFN, TALEN и 
CRISPR/Cas, из-за чего новые формы являются 
ГМО. Анализ научных публикаций, посвященных 
редактированию геномов различных видов расте-
ний, показывает, что в 96% случаях направленная 
модификация генов с.-х. культур достигается че-
рез трансгеноз, при этом первичные растения-ре-
генеранты являются ГМО (рис. 4).

Практическое применение трансгенных куль-
тур в значительной степени сдерживается их не-
гативным восприятием со стороны общества, а 
также ограничениями, действующими в отноше-
нии ГМО в разных странах. Чтобы эти ограни-
чения не затронули ГР-растения, начиная с пер-
вых работ, исследователи предлагают различные 
стратегии и подходы. В целом, эти подходы мож-
но разделить на две группы. Первая группа – это 
подходы, позволяющие избавиться от вспомога-
тельных трансгенных вставок в последующем се-
менном поколении путем независимого наследо-
вания. Такой подход применим для с.-х. культур, 

размножаемых семенами, и зачастую называется 
в научной литературе «transgene-clean» (очище-
ние от трансгенов). Вторая группа методов – пря-
мое получение нетрансгенных («transgene-free») 
ГР-растений без внедрения в их геном последова-
тельностей, кодирующих компоненты систем ре-
дактирования ДНК. Данный подход представляет 
особый интерес для вегетативно размножаемых 
культур, у которых метод «очищения от трансге-
нов» не применим из-за потери сортовых особен-
ностей при семенном размножении.

Удаление трансгенных последовательностей  
в результате сегрегации («transgene-clean») 

Анализ публикаций, посвященных использо-
ванию нуклеазных систем редактирования ДНК 
на основе ZFN, TALEN и CRISPR/Cas показал, 
что из 688 независимых событий ГР различных 
видов растений в 102 случаях исследователям 
удалось успешно избавиться в последующих по-
колениях от функциональных трансгенных вста-
вок, кодирующих компоненты систем редакти-
рования (см. рис. 4). Достичь этого можно было 
при условии, что трансгенная вставка с работа-
ющей системой геномного редактирования (на-
пример, кодирующая гидовую РНК и белок Cas9) 
и целевой ген-мишень находились в различных 

Рис. 4. Доля трансгенных/нетрансгенных событий 
геномного редактирования растений с использова-
нием технологий ZFN, TALEN и CRISPR/Cas (сум-
марные данные за период с 2009 г. по июнь 2018 г.)

Fig. 4. The percentage of transgenic / non-transgenic in-
dependent editing events produced using ZFN, TALEN 
and CRISPR / Cas editing technologies (summary data 
for the period from 2009 to June 2018)
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хромосомах первичных растений. В дальнейшем, 
в результате самоопыления или скрещивания с 
нетрансгенным образцом в последующих поколе-
ниях (Т1‒Т3 или F1‒F2) можно было отобрать сеян-
цы, у которых при сохранении отредактированно-
го целевого гена-мишени, чужеродная последова-
тельность не наследуется.

Чаще всего этот подход использовали при ре-
дактировании генома арабидопсиса, на долю ко-

торого приходится треть всех независимых случа-
ев успешного удаления трансгенных вставок и по-
лучения «transgene-clean» ГР-растений (табл. 2).

Это в большей мере связано с тем, что ос-
новным способом получения ГР-растений араби-
допсиса является агробактериальная трансформа-
ция по методу «floral deep» (погружение цветков). 
Этот метод подразумевает погружение в суспен-
зию Agrobacterium цветочных почек с дальнейшим 

Та бл и ц а  2
Данные об успешном «очищении» нетрансгенных («transgene-clean») растений с отредактированным 
геномом от трансгенных вставок в последующих поколениях 

The summary of reports for genome editing (GE) in various crops by the application of transgene-clean strategy

Система 
редактирования

Измененная 
последовательность Контролируемый признак Источник 

Арабидопсис
ZFN Преинтегрированная 

последовательность Разработка метода ГР [44]
То же AtPPO Разработка метода [129]

» » AtFWA, AtCACTA1 Изменение метилирования промотеров [33]
TALEN + CRISPR/Cas AtBRI1 Изменение фенотипа [57]
TALEN AtADF10 Изучение функций гена, роль в организации 

филаментов актина [130]
CRISPR/Cas AtETC2 Разработка метода ГР [27]
То же AtFT Задержка цветения [131]

» » AtBRI1 Изменение фенотипа [132]
» » AtABP1 Развитие растения [46]
» » AteIF(iso)4E Устойчивость к вирусам [133]
» » AtABP1 Отработка метода ГР [59]
» » Atcbf1, Atcbf2, Atcbf3 Устойчивость и акклиматизация  

к низким температурам [134]
» » AtCWIN1 Транспорт сахарозы в корнях [135]
» » AtDM2с, AtDM2h, AtEDS1 Разработка метода ГР [136]
» » Atadh1 Разработка метода ГР [58]
» » AtCLV3, Atcle40, Atcle41, Atcle44 Изменение морфологии клеток [20]
» » AtADH1  Разработка метода ГР [137]
» » AtGL1 Изменение морфологии листа [138]
» » AtGGAT1 Изменение фотодыхания [139]
» » AtBZR1 Регуляция дифференциации клеток  

ксилемы и флоэмы [140]
» » AtISU1 Разработка метода ГР [141]
» » AtTRY, AtCPC Изменение морфологии растений [40]
» » AtGLB3 Разработка метода ГР [142]
» » AtALS Разработка метода ГР [143]

Ячмень
» » HvPM19 Период покоя семян [28]
» » HvENGase Разработка метода ГР [144]

TALEN + CRISPR/Cas HvPAPhy_a Изменение потребления кислорода [30]
CRISPR/Cas HvMORC1 Устойчивость к грибковым болезням [145]
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П р од о л ж е н и е  т а бл и ц ы  2

Система 
редактирования

Измененная 
последовательность Контролируемый признак Источник 

Огурец
CRISPR/Cas CseIF4E Устойчивость к вирусам [45]
CRISPR/Cas9 Cswip1 Изменение морфологии плодов [60]

Вьюнок
То же DFR-B Изменение состава антоцианов [117]
CRISPR/Cas EPH1 Регуляция старения цветов [146]

Люцерна
TALEN Gmdcl2 Изменение фенотипа [32]
CRISPR/Cas9 GmDrb2ab То же То же

Кукуруза
То же ZmPSY1 Изменение фенотипа початка [147]

» » ZmARGOS8 Устойчивость к засухе [47]
» » ZmAgo18a, ZmAgo18b Разработка метода геномного редактирования [148]

Рапс
» » BnBolC.GA4.a Модификация пути биосинтеза 

гиббереллинов [28]
» » BnaA.FAD2.a Изменение качества масла [48]
» » BnCLV3 Изменение морфологии [149]

Соя
TALEN GmFAD2-1A, GmFAD2-1B Изменение качества масла [99]
То же GmFAD3A То же [150]
CRISPR/Cas9 FLOWER LOCUS T, GmFT2a Изменение сроков цветения [151]
То же GmPPD Изменение морфологии растений [152]

Табак
» » NtCCD8 Изменение морфологии растений [153]

Томат
TALEN SlPRO Модификация пути биосинтеза 

гиббереллинов [100]
CRISPR/Cas9 SlRIN Изменение сроков созревания плодов [154]
То же SlPIF4 Отработка метода ГР [155]

» » SlAGL6 Морфология плодов и устойчивость  
к температурному стрессу [49]

» » SlAlc Изменение сроков лежкости [156]
» » SlMlo Устойчивость к мучнистой росе [157]
» » SlCLV3 промотор Разработка метода ГР [50]
» » DELLA То же [158]
» » LRR-XII, Fls2 Регуляция устойчивости к бактериальным 

болезням [88]
» » SlR2R3, SlMYB12 Изменение окраски плодов [159]

Пшеница
TALEN TaMLO Устойчивость к мучнистой росе [31]
ZFN TaAHAS Устойчивость к гербициду [52]
CRISPR/Cas9 TaGli-2 Снижение глютена и иммунореактивности [51]

Рис
TALEN Os11N3 Устойчивость к бактериальным 

заболеваниям [35]
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анализом образующихся семян Т1 на присутствие 
трансгенной вставки [43]. Поскольку без семен-
ного размножения опытных форм арабидопсиса 
невозможно провести дальнейшее изучение по-
лученных модификаций, преобладание этого мо-
дельного вида растений в работах по очищению от 
трансгенов вполне предсказуемо. Впервые «очи-
щение» от трансгенной вставки было описано в 
2009 г. после геномного редактирования методом 
ZFN преинтегрированной целевой последователь-
ности [44]. Позже возможность освобождения от 
трансгенных вставок в Т1–Т3-семенном поколении 
арабидопсиса было неоднократно описано как при 
использовании систем ZFN, так и при использова-
нии систем TALEN и CRISPR/Cas (см. табл. 2).

В настоящий момент возможность удаления 
трансгенных функциональных вставок успешно 
опробована не только на модельных видах расте-
ний, таких как арабидопсис и табак, но и на таких 
важных с.-х. культурах, как томат, рис, рапс, огу-
рец, соя, кукуруза, ячмень и люцерна (см. табл. 2). 

Более того, если в первичных трансгенных расте-
ниях произошло редактирование всех аллелей ге-
на-мишени, то уже в первом поколении удавалось 
получить стабильные формы, пригодные для ши-
рокого использования в селекционных програм-
мах. Чаще всего для освобождения от служеб-
ных трансгенных вставок проводили самоопыле-
ние первичных растений и молекулярный анализ 
последующих поколений. В некоторых случаях, 
например после редактирования генов CseIF4E 
огурца [45] и AtAPB1 арабидопсиса [46], более эф-
фективным оказывалось опыление с нетрансген-
ным образцом. Более сложные схемы поиска 
«transgene-clean» поколений, например возврат-
ное скрещивание с нетрансгенным образцом с по-
следующим самоопылением полученных F1 рас-
тений, успешно опробованы при редактировании 
различных генов-мишеней кукурузы [47], рапса 
[48] и томата [49, 50]. Экспериментальные дан-
ные говорят о том, что удаление «инструментов» 
редактирования возможно как при использовании 

О ко н ч а н и е  т а бл и ц ы  2

Система 
редактирования

Измененная 
последовательность Контролируемый признак Источник 

TALEN OsEPSPS Изменение чувствительности к гербициду [160]
То же OsBADH2 Изменение запаха [161]

» » OsALS Устойчивость к гербициду [53]
» » OsSWEET14 Устойчивость к бактериальным 

заболеваниям [54]
CRISPR/Cas9 OsAOX1a, OsAOX1b, 

OsAOX1c, OsBEL
Разработка метода геномного 
редактирования [42]

То же OsERF922 Устойчивость к грибковым заболеваниям [162]
» » OsTMS5 Изменение фертильности пыльцы в 

стрессовых условиях [163]
» » OsTGW6, OsGW2, OsGW5 Изменение урожайности [164]

CRISPR/ Cpf1 OsPDS, OsBEL Разработка метода геномного 
редактирования [165]

CRISPR/Cas9 OsEPFL9 Раннее развитие растения [166]
То же OsMPK1, OsMPK6 Анализ функций гена [167]

» » OsSBEI, OsSBEIIb Изменение содержания амилозы и 
устойчивого крахмала [168]

» » OsNramp5 Снижение содержания кадмия [169]
» » OsSaF , OsSaM Восстановление фертильности [170]
» » OsLAZY1, OsDWARF3 Изменение морфологии [62]
» » OsBADH2, OsLCT1 Разработка метода ГР [61]
» » OsALS Устойчивость к гербициду [171]
» » OsSND2 Модификация содержания целлюлозы [172]

Рыжик
» » CsFAD2 Изменение состава масла в семенах [14]
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агробактериального метода их доставки, так и при 
использовании метода биобаллистики. Хотя во вто-
ром случае таких работ немного, и выполнены они 
лишь на нескольких культурах, таких как пшени-
ца [31, 51, 52], рис [53, 54], кукуруза [47] и соя [27].

Необходимо отметить, что успешно освобо-
диться от вставок систем редактирования ДНК 
удается не всегда. Например, при редактировании 
гена Gmdrb2ab люцерны «transgene-clean»-поколе-
ния удалось получить только в случае единичной 
вставки; в случае множественных вставок, ког-
да наследование признаков не соответствует про-
стым моделям наследования, этого достичь не уда-
лось [32]. Так же не увенчались успехом попытки 
получить нетрансгенные поколения, наследую-
щие целевые изменения в генах SlPsy1 томата [55], 
GmHen1 люцерны [32] и GhCLA1 хлопка [56].

Анализ опубликованных исследований пока-
зывает, что «очищение» от трансгенных вставок 
достаточно сложный, трудоемкий и длительный 
процесс, требующий тщательного молекулярного 
анализа индивидуальных сеянцев, число которых 
с каждым поколением возрастает. Присутствие 
генов устойчивости к антибиотикам или герби-
цидам в T-ДНК бинарных векторов, упрощает от-
бор трансгенных мутантных форм. Однако на-
прямую использовать эти гены для обнаружения 
«transgene-clean» поколений не представляется 
возможным, поскольку после обработки выжива-
ют только растения несущие трансгенную после-
довательность. Не удивительно, что в исследова-
ниях, где проводили геномное редактирование по 
нескольким генам-мишеням, трансгенная встав-
ка была удалена не всегда. Например, в работе 
по редактированию восьми различных генов-ми-
шеней арабидопсиса (AtCHL1, AtCHL2, AtTT4, 
AtAP1, AtGUUS, AtJAZ1, AtBRI1, GAI) очищение 
от трансгенной вставки в последующем поколе-
нии было продемонстрировано только растения-
ми с мутантным геном AtBRI1 [57].

Как показывает опыт некоторых исследова-
ний, облегчить поиск нетрансгенных растений 
можно путем добавления в Т-ДНК недеструктив-
ных репортерных генов, например GFP или RFP. 
Отсутствие их экспрессии позволяет выявить ин-
дивидуальные ГР-растения Т1–Т3 поколения непо-
средственно на стадии семян или на ранних стади-
ях развития растений. В частности, по отсутствию 
экспрессии RFP или GFP в семенах успешно осу-
ществлен поиск «transgene-clean» поколений ара-
бидопсиса [58, 59] и огурца [60]. К сожалению, 
не у всех культурных растений можно обеспечить 
высокую активность репортерного гена в семенах 

по причине естественной автофлуоресценции, а 
также по причине морфологических особенно-
стей семян, например наличия омертвевших по-
кровных тканей (скорлупы, шелухи и т.п.).

Несколько иной подход был опробован в ра-
боте исследователей [61], предложивших доба-
вить в CRISPR конструкцию РНК-интерференци-
онный элемент, который нацелен на инактивацию 
гена OsCYP81A6, кодирующего фитохромный бе-
лок Р450, обеспечивающий устойчивость к герби-
цидам. Экспрессия CYP81A6‒hpRNAi конструк-
ции в трансгенных ГР-растениях риса привела к 
деградации OsCYP81A6 транскриптов, в результа-
те чего они стали чувствительны к обработке бен-
тазоном, при этом растения, не наследовавшие 
трансгенные последовательности, сохранили гер-
бицидную устойчивость [61]. Как и при использо-
вании репортерных генов GFP и RFP, предложен-
ная стратегия позволяет на 75% сократить число 
анализируемых растений T1–T2 при условии оди-
ночной трансгенной вставки в первичных расте-
ниях Т0. Ее применение, однако, ограничено нали-
чием генов устойчивости, подобных OsCYP81A6, 
в геномах с.-х. культур.

Еще один способ сократить время и снизить 
затраты на выявление «transgene-clean» растений 
в последующих поколениях ГР-растений риса не-
давно предложил Lu с соавт. [62], обозначив его как 
«CRISPR-убивающий трансген» (Transgene Kill-
er CRISPR, TKC). Этот метод позволяет элимини-
ровать растения, содержащие трансгенную вставку 
благодаря дополнительному включению в вектор 
для геномного редактирования последовательно-
стей генов BARNASE и CMS2 под контролем ткане-
специфичных промоторов. Токсичные белки, коди-
руемые указанными генами, накапливались только 
на репродуктивной стадии развития, не оказывая 
влияние на рост первичных растений и на рабо-
ту компонентов CRISPR/Cas9. В результате гибе-
ли трансгенной пыльцы и зародышей у первичных 
растений Т0 формировались только семена Т1, не со-
держащие трансгенную вставку CRISPR + gRNA+ 
+ BARNASE + CMS2. Такой способ позволил изба-
виться от трансген-содержащих семян со 100% эф-
фективностью, при этом все развившиеся растения 
Т1 риса cодержали целевые мутации в редактиру-
емом гене-мишени OsDWARF3 [62]. Несмотря на 
то, что при использовании подхода «CRISPR-уби-
вающий трансген» число семян/растений Т1, задей-
ствованных в молекулярно-биологическом анализе, 
сокращается на 75% (при условии однокопийной 
трансгенной вставки), его применение, как и пре-
дыдущих, пока ограничено одной с.-х. культурой.
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Общий недостаток описанных выше спосо-
бов получения «transgene-clean»-растений за-
ключается в неизбежном увеличении размера пе-
реносимой Т-ДНК, что значительно осложняет 
работу генных инженеров по сборке мега-векто-
ров. Кроме того, необходимо отобрать изрядное 
количество независимых ГР-растений с полно-
ценной вставкой, желательно одиночной, чтобы 
в последующих поколениях обеспечить выбра-
ковку сеянцев, содержащих трансгены, в соответ-
ствии с классическими законами Менделя, а это 
не всегда удается даже при работе с диплоидными 
с.-х. культурами.

Получение нетрансгенных («transgene-free») 
ГР-растений 

В настоящее время получены многочислен-
ные подтверждения того, что редактирование ге-
нома растений можно успешно проводить без 
внедрения в растительный геном последователь-
ностей, кодирующих компоненты систем редак-
тирования ДНК. Для этого достаточно обеспечить 
транзиентную экспрессию «инструментов» ге-
номного редактирования в клетках, обладающих 
хорошей регенерационной способностью [63]. 
В процессе регенерации целого растения из от-
редактированной клетки происходит деградация 
комплекса, использующегося для редактирова-
ния генома. Поскольку растение, образовавшееся 
из такой клетки, не несет чужеродных функцио-
нальных вставок, оно больше уже не относится к 
ГМО. Несмотря на кажущуюся простоту данно-
го способа, осуществить его не просто, поскольку 
возникает проблема поиска среди огромного чис-
ла растений-регенерантов тех, у которых произо-
шло целевое изменение генома. При таком подхо-
де, отсутствуют вспомогательные гены, селектив-
ные маркеры, использующиеся при трансгенозе, 
поэтому необходимы значительные затраты на ге-
нотипирование каждого отдельного растения для 
обнаружения ГР-событий. 

Способ доставки компонентов геномного ре-
дактирования и обеспечение их эффективной 
транзиентной экспрессии также имеют немало-
важное значение. В настоящий момент наиболь-
ший прогресс достигнут благодаря прямому пере-
носу «инструментов» геномного редактирования 
с помощью трансфекции протопластов или путем 
биобаллистики (табл. 3). 

Помимо этого, для транзиентной работы компо-
нентов геномного редактирования можно исполь-
зовать плазмидные и вирусные векторы, которые 
переносятся в растительные клетки в результате 

инокуляции/инфильтрации растений агробактери-
ями. Для получения полноценных ГР-растений 
каждый из этих способов имеет свои преимущес
тва и недостатки, которые рассмотрим далее.

Прямой способ переноса последовательностей, 
кодирующих компоненты систем 
редактирования генома растений

Прямой перенос «инструментов» редактирова-
ния в растительные клетки – достаточно универ-
сальный способ, поскольку позволяет доставлять 
двухкомпонентные нуклеазные системы редакти-
рования в виде ДНК, РНК или рибонуклеопро-
теиновых комплексов. В случае ДНК обычно ис-
пользуются плазмидные векторы или линейные 
молекулы. РНК может быть наработана в систе-
ме in vitro или синтезирована химическим путем, а 
нуклеаза может быть получена в E. coli с помощью 
экспрессионного вектора или приобретена из ком-
мерческих источников, как в случае белка Cas9.

Прямой перенос компонентов систем 
редактирования генома в виде ДНК 

Плазмидные векторы, содержащие последова-
тельности систем редактирования ДНК, наиболее 
часто используются для транзиентной экспрессии 
в протопластах и клетках растений. Они позволя-
ют достаточно быстро оценить эффективность ис-
пользования различных вариантов компонентов 
редактирования (чаще всего различных гидовых 
РНК) перед тем, как начинать более сложные экс-
перименты по получению полноценных ГР-рас-
тений. Трансфекция протопластов плазмидны-
ми векторами (с помощью ПЭГ или электропора
цией) является наиболее распространенным 
методом для достижения пиковой транзиентной 
экспрессии в клетках растений. Именно благода-
ря транзиентной экспрессии в протопластах впер-
вые была показана принципиальная возможность 
редактирования генома различных видов расте-
ний с помощью систем TALEN [34] и CRISPR/Cas 
[64]. В настоящий момент возможность использо-
вания изолированных протопластов для быстрой 
оценки эффективности различных вариантов си-
стем редактирования генов в виде плазмидной 
ДНК продемонстрирована на более чем 30 дву-
дольных и однодольных видах растений [65]. 

Несмотря на высокую эффективность мута-
генеза в протопластах различных видов, успеш-
ная регенерация нетрансгенных ГР-растений по-
сле трансфекции плазмидными ДНК, кодирующи-
ми последовательности «инструментов» геномного 
редактирования, описана только для трех культур – 
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картофеля, льна и табака (см. табл. 3). В 2015 г. 
благодаря транзиентной экспрессии компонентов 
TALEN+гидовая РНК были получены полноцен-
ные растения тетраплоидного картофеля, несущие 
целевые модификации гена вакуолярной инвертазы 
Vlnv, что позволило сократить уровень акриламида 
в картофельных чипсах [36]. Эффективность отбора 
нокаутных растений составила 3% (18 из 600 расте-
ний-регенерантов), при этом 39% ГР-растений (7 из 
18) не содержали в геноме чужеродных TALEN-по-
следовательностей [36]. Позже, в результате тран-

зиентной экспрессии системы CRISPR/Cas9 в про-
топластах картофеля, были получены растения но-
каутные по гену GBSS гранул-связанной синтазы 
крахмала, благодаря чему увеличилось содержа-
ние амилопектина в клубнях [66]. В отличие от ре-
зультатов работы [36], 90% GBSS-мутантных рас-
тений-регенерантов не содержали стабильную 
трансгенную вставку, при этом мутации во всех че-
тырех аллелях гена были обнаружены приблизи-
тельно у 2% независимых линий [66]. После транс-
фекции протопластов льна вектором, кодирующим  

Та бл и ц а  3
Использование транзиентной экспрессии нуклеазных систем редактирования ДНК  
для получения нетрансгенных («transgene-free») растений с отредактированным геномом

The summary of transgene-free events produced through the transient expression of components  
of genome editing (GE) tools

Культура Метод доставки Система 
редактирования

Модифицированная последовательность 
(контролируемый признак) Источник

Транзиентная экспрессия ДНК
Пшеница Биобаллистический CRISPR/Cas9 TaGASR7, TaDEP1, TaNAC2, TaPIN1, TaLOX2 

(изменение морфологии растений, контроль 
длины и массы зерновок, урожайности) [67]

То же ТaDEP1, TaGW2 (оптимизация метода ГР) [69]
» » TaLOX2 (оптимизация метода ГР) [68]

Картофель Трансфекция протопластов TALEN StVlnv (изменение состава сахаров) [36]
CRISPR/Cas9 StGBSS  (изменение синтеза амилозы ) [66]

Лен То же То же EPSPS (устойчивость к гербициду) [39]
Табак » » » » NtPDS (альбиносный фенотип) [65]

Транзиентная экспрессия РНК
Пшеница Биобаллистический CRISPR/Cas9 TaGASR7 (контроль размера зерновок) [67]

Транзиентная экспрессия рибонуклеиновых комплексов (нуклеаза+РНК)
Пшеница Биобаллистический CRISPR/Cas9 TaGW2, TaGASR7 (контроль размера 

зерновок) [73]
То же TaLOX2 (оптимизация метода ГР) [68]
TALEN TaGW2 (контроль размера зерновок) [173]

Кукуруза То же CRISPR/Cas9 LIG, MS26, MS45 (оптимизация метода ГР) [72]
Латук Трансфекция протопластов То же LsBIN2 (регуляция биоситеза 

брассиностероидов) [38]
Картофель Наночастицы » » StPDS (альбиносный фенотип) [91]

Использование вирусных векторов
Томат Репликон джеминивируса

BeYDV
TALEN+
CRISPR/Cas9 SlANT1 (изменение синтеза антоцианов) [80]

Транзиентная экспрессия в составе плазмидных векторов после ко-культивации с Agrobacterium 
Одуванчик Ri плазмида CRISPR/Cas9 1-FFT (изменение состава млечного сока) [87]
Томат Ti-плазмида То же LRR-XII (аберрантный фенотип) [88]
Табак То же » » StPDS (альбиносный фенотип) [89]
Маниок Ti-плазмида + репликон 

джеминивируса BeYDV 
» » Замена промотора гена EPSPS

(усиление устойчивости к гербициду) [81]
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последовательности CRISPR/Cas9+гидовая РНК, 
была достигнута направленная модификация чув-
ствительных к глифосату аллелей гена EPSPS, бла-
годаря чему нетрансгенные растения «transgene-
free» проявляли повышенную устойчивость к гер-
бициду [39]. Транзиентная экспрессия плазмид, 
несущих последовательности CRISPR/Cas9 и гидо-
вых РНК для нокаута двух генов фитоендесатуразы 
PDS, позволила получить альбиносные растения 
табака Nicotiana  benthamiana, в которых оба гена 
были выключены [65]. Эффективность образова-
ния нокаутных «белых» каллусов из протопластов 
составила в среднем 29,1%, при этом 83% расте-
ний-альбиносов не содержали трансгенную встав-
ку. Интересно отметить, что в случае неполного но-
каута аллелей PDS-генов, когда регенеранты сохра-
няли способность к образованию хлорофилла, доля 
растений с функциональной вставкой Cas9 оказа-
лась существенно меньшей (2,2%) [65].

Для транзиентной экспрессии плазмидной 
ДНК в клетках однодольных видов растений так 
же хорошо подходит биобаллистический метод 
доставки. С помощью генных пушек на металли-
ческих носителях можно переносить компонен-
ты систем редактирования в соматические ткани 
(листья) или зиготические зародыши, после чего 
на 1‒3-и сутки проводить оценку эффективности 
направленной сайт-специфической модификации. 
Аналогично трансфекции протопластов, из-за от-
сутствия селективного давления после внесения 
генными пушками компонентов систем редакти-
рования, происходит образование растений с це-
левыми мутациями, не содержащими трансген-
ные вставки. Так, в ряде исследований по редак-
тированию гексаплоидных сортов пшеницы доля 
нетрансгенных растений среди первичных мутан-
тов Т0 достигла 53,8% (TaDEP1), 75,0% (TaNAC2), 
62,5% (TaPIN1), 60% (TaGW2) и 87‒100% (TaLOX2) 
[67‒69]. Биобаллистический метод доставки ДНК 
позволил не только осуществить внесение неболь-
ших инсерций или делеций в различные аллели ге-
нов-мишеней пшеницы, но и обеспечил точечное 
изменение единичных нуклеотидов (С→Т, A→G, 
Т→C) после того, как к последовательности ну-
клеазы Cas9 в плазмидных векторах была добавле-
на последовательность цитидиндеаминазы для на-
работки в клетках слитого белка [69].

Доставка компонентов систем редактирования 
генома в виде РНК-транскриптов

Возможность использования гидовых РНК, 
наработанных в системе in  vitro, для успешно-
го редактирования геномов растений была впер-

вые продемонстрирована при редактировании не-
скольких генов кукурузы [70]. Эффективность 
отбора мутантных линий по четырем генам-ми-
шеням кукурузы составила 2,4‒9,7%. К сожале-
нию, ГР-растения, полученные в этом исследо-
вании, по-прежнему представляли собой ГМО, 
поскольку в геном кукурузы была заранее инт-
родуцирована функциональная последователь-
ность нуклеазы Cas9. Вскоре на пшенице было 
показано, что Cas9 можно успешно экспрессиро-
вать путем доставки в клетки информационной 
РНК, транскрибированной и очищенной in  vitro. 
Так, Zhang с соавт. [67] показали, что транзиент-
ная экспрессия РНК транскриптов CRISPR/Cas9, 
привнесенных в клетки зиготических зародышей 
пшеницы методом биобаллистики, обеспечивает 
успешное редактирование гена TaGW2, отвечаю-
щего за урожайность зерна. Хотя эффективность 
отбора мутантных «transgene-free» форм была 
не высокой (1,1%), важно отметить, что треть из 
них содержала гомозиготные целевые мутации во 
всех трех элементарных геномах A, B и D гекса-
плоидной пшеницы [67].

Доставка компонентов систем редактирования 
генома в виде рибонуклеопротеиновых (РНП) 
комплексов

Основная идея использования РНП комплек-
сов заключается в том, что один из компонентов 
систем редактирования, а именно нуклеаза, пере-
носится в клетки непосредственно в виде очищен-
ного функционального белка в смеси с молекула-
ми гидовой РНК. В 2015 г. американской группой 
исследователей [71] путем трансфекции прото-
пластов двумя мономерами TALEN-белка для на-
правленной модификации гена NbALS2 ацетолак-
татсинтазы табака была продемонстрирована воз-
можность его изменения с частотой 1,4%. В том же 
году исследователи из Кореи [38] осуществили 
трансфекцию протопластов арабидопсиса, табака, 
риса и салата-латука предварительно собранным 
комплексом из белка Cas9 (использовали коммер-
ческий вариант для ядерной локализации) и транс-
крибированных in vitro гидовых РНК, что позво-
лило индуцировать делеции в шести генах-мише-
нях с частотой 8‒44%. Так как целевые изменения 
обнаруживались уже спустя 24 ч, стало ясно, что 
РНП комплексы начинают модифицировать после-
довательность ДНК сразу же после их доставки в 
протопласты, т.е. еще до того, как начинаются про-
цессы активного клеточного деления. Это откры-
тие позволило исследователям в дальнейшем по-
лучить из протопластов латука каллусы, которые 
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сформировали «transgene-free» растения с моно-и 
биаллельными мутациями по гену BIN2 [38].

Группы исследователей из Китая и США для 
получения нетрансгенных растений использова-
ли баллистический метод доставки РНП комплек-
сов в эмбриогенные ткани пшеницы и кукуру-
зы. Так, при использовании очищенной нуклеазы 
Cas9 в смеси с гидовой РНК были успешно отре-
дактированы гены LIG, MS26 и MS45 кукурузы 
[72]. Эффективность отбора ГР-линий оказалась 
на удивление высокой (от 2,4% до 9,7%), однако 
большинство регенерированных растений кукуру-
зы (~90%) содержали только моноаллельные му-
тации. Схожие проблемы возникли при редакти-
ровании генома гексаплоидной пшеницы. Направ-
ленная модификация по гену TaGW2 с помощью 
РНП комплексов не смогла обеспечить индукцию 
мутаций в одном их трех элементарных геномов 
(АA) гексаплоидной пшеницы, тогда как в парал-
лельных экспериментах с плазмидной ДНК, доля 
TaGW2-A мутантов достигла 3,8%. В целом, эф-
фективность отбора нетрансгенных мутантных 
растений пшеницы была высокой, составив 4,4% 
при редактировании гена TaGW2, и 1,4‒1,8% ‒ 
при редактировании гена TaGASR7 [73].

В своей недавней работе исследователи из Ко-
реи доказали, что для успешной работы РНП ком-
плексов в клетках растений можно использовать 
гидовые РНК разного происхождения, т.е. они мо-
гут быть не только наработаны in vitro, но и син-
тезированы химически [74]. Это стало возмож-
но после того, как нуклеаза Cas9 была заменена 
на нуклеазу Cpf1, для нормальной работы кото-
рой достаточно иметь более короткую последова-
тельность гидовой РНК (40‒60 пн против 100 пн). 
Несмотря на то, что по результатам транзиентной 
экспрессии комплексов Cpf1‒gRNA, в протопла-
стах табака и сои не были получены полноценные 
мутантные растения по целевым генам мишеням 
NbAOC и GmFAD2, авторы уверены, что предло-
женный РНП-вариант будет более востребован, так 
как позволит осуществлять крупные делеции в це-
левых последовательностях, трудно достижимые в 
случае Cas9, и обеспечит более широкий спектр на-
правленной модификации генома растений благо-
даря механизму гомологичной рекомбинации [74].

Использование вирусных векторов и вирусных  
репликонов для доставки и работы 
«инструментов» редактирования генома растений

Еще в 2010 г., до активного распространения 
технологий CRISPR/Cas, исследовательской груп-
пой из Израиля и США было предложено исполь-

зовать вирусные векторы для редактирования рас-
тительных геномов с помощью системы ZFN [75]. 
Расчет был основан на том, что транзиентная экс-
прессия векторов на основе вируса погремко-
вости табака TRV (Tobacco Rattle Virus), содер-
жащих последовательности «инструментов» ре-
дактирования генома, обеспечит эффективное 
редактирование целевых генов в клетках расте-
ний. Для подтверждения этого, в геномы табака и 
петунии была заранее интродуцирована нефунк-
циональная последовательность репортерного 
гена GUS, редактирование которой после внесе-
ния TRV‒ZFN-вектора через агроинфильтрацию, 
восстановило его функциональность в соматиче-
ских клетках. Более того, из тканей этих растений 
можно было регенерировать полноценные расте-
ния, сохраняющие экспрессию гена GUS, восста-
новленного в результате геномного редактирова-
ния. Несмотря на то, что в этой работе все рас-
тения оставались трансгенными, была впервые 
продемонстрирована возможность использования 
вирусных векторов для транзиентного геномного 
редактирования растений [75].

Еще с середины 90-х гг. вирусные векторы 
стали активно использовать для вирус-индуци-
бельного замалчивания генов в растениях [76]. 
Векторы двухцепочечных РНК-вирусов, напри-
мер TRV, можно доставлять в клетки растений 
путем инфильтрации смесью двух агробактерий, 
каждая из которых несет одну из комплементар-
ных однонитчатых молекул РНК генома вируса, 
называемых RNA1 и RNA2. В работе, описанной 
выше, именно замена последовательности моле-
кулы RNA2 на последовательность Zif268:FokI 
ZFN позволила восстановить работу трансге-
на GUS. Позже, вирусный вектор на основе TRV 
успешно использовали для транзиентной экс-
прессии гидовых РНК, подобранных для редакти-
рования генов PDS и PCNA трансгенного табака, 
в который предварительно была перенесена по-
следовательность нуклеазы Cas9 [77]. В листьях 
трансгенного табака через две недели после агро-
инфильтрации были обнаружены клетки с це-
левыми модификациями в генах-мишенях [77]. 
Несмотря на преимущество вирусных РНК-век-
торов для нетрансгенного редактирования расти-
тельных геномов, с их помощью до сих пор так и 
не получены полноценные ГР-растения. Причи-
на – ограничение длины гетерологичных после-
довательностей, которые могут доставлять вирус-
ные векторы. Использование более протяженных 
последовательностей, например Сas9, приве-
дет к потере рекомбинационных способностей  
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вирусного вектора и ограничит возможности его 
системного распространения в растениях.

Векторы на основе ДНК-вирусов, например 
джеминивирусов, более популярны для осущест-
вления направленной модификации генома расте-
ний [78]. Вирусы из этого семейства реплициру-
ются по механизму «катящегося кольца» (rolling 
circle replication), поэтому способны синтезиро-
вать множественные копии репликонов в тече-
ние короткого времени, обеспечивая таким обра-
зом высокую транзиентную экспрессию в расти-
тельных клетках. Замена генов, отвечающих за 
системное распространение вируса, на гетероло-
гичные последовательности «инструментов» ге-
номного редактирования позволяет использовать 
вирусные репликоны для целевой модификации 
растений. Благодаря тому, что вирусные репли-
коны способны обеспечить репарацию молекул 
ДНК по механизму гомологичной рекомбинации, 
их можно использовать как для репарации, так 
и для замены эндогенных последовательностей  
на экзогенные.

Например, генно-инженерные репликоны на 
основе BeYDV (Bean Yellow Dwarf Virus) обеспе-
чили в клетках табака достаточную экспрессию 
ZFNs транскриптов для восстановления преин-
тегрированной последовательности репортерно-
го гена [79]. BeYDV-репликон успешно исполь-
зовали для замены эндогенного промотора гена 
SlANT1 томата на экзогенный промотор вируса 
мозаики цветной капусты (CaMV35S promoter), 
благодаря чему произошло многократное уве-
личение синтеза антоцианов, что позволило лег-
ко отобрать мутантные каллусы и растения [80]. 
Аналогичным образом наличие модифицирован-
ного репликона BeYDV в составе интродуциру-
емой Т-ДНК повысило устойчивость маниоки к 
глифосату после замены слабого эндогенного про-
мотора гена EPSPS на конститутивный 2×35S про-
мотор [81]. В  известных нам работах вирусные 
репликоны использовали в составе Т-ДНК плаз-
мидных векторов для стабильной интеграции в ге-
ном или переносили в растения, уже содержащие 
функциональные последовательности нуклеаз. 
Так, будучи частью T-ДНК плазмид агробактерий, 
репликоны вирусного вектора BeYDV обеспечи-
ли наработку ДНК-матриц для внесения точеч-
ных мутаций в ген ацетолактатсинтазы  картофе-
ля ALS1 [82], а также генов каротиноид изомера-
зы CRTISO и фитоен синтазы PSY1 томата [83]. 
Модифицированный вектор CaLCuV (Cabbage 
Leaf Curl Virus) использовали для экспрессии ги-
довых РНК, нацеленных на модификацию генов 

NbPDS3 и NbIspH в трансгенном табаке, стабиль-
но экспрессирующем Cas9 [84]. Транзиентная экс-
прессия репликонов вируса WDV в каллусах пше-
ницы и риса обеспечила изменение экспрессии 
репортерных генов GFP/GUS [85, 86]. Пока преж-
девременно говорить о том, что вирусные векто-
ры или их репликоны позволили получить пол-
ноценные нетрансгенные растения. С некоторой 
натяжкой можно признать таковыми растения 
с измененной экспрессией гена SlANT1, однако 
привнесенная в геном томата последовательность 
промотора 35S все же является чужеродной [80].

Транзиентная экспрессия векторов 
с использованием Ti- и Ri-плазмид 
агробактерий

Как известно, бинарные векторы с использо-
ванием Ti- и Ri-плазмид A. tumefaсiense и A. rhizo-
genes являются наиболее распространенным но-
сителем «инструментов» редактирования для по-
лучения ГР-растений (см. табл. 3). Помимо этого, 
они уже более 35 лет рутинно используются с це-
лью получения трансгенных растений для различ-
ных фундаментальных и прикладных исследова-
ний. Важным условием успешной генетической 
трансформации является наличие достаточного 
количества восприимчивых к агробактериям кле-
ток/тканей растений, демонстрирующих тран-
зиентную экспрессию переносимых в составе 
Т-ДНК конструкций. Общепринято, что чем боль-
ше таких клеток, тем выше вероятность селектив-
ного отбора растений-регенерантов со стабильной 
вставкой. Поскольку нуклеазные системы могут 
обеспечить редактирование ДНК клетки в течение 
короткого времени, в ряде публикаций последних 
лет уже показана возможность применения агро-
бактериальных векторных систем для получе-
ния ГР-растений без стабильной вставки Т-ДНК. 
Так, в 2016  г. были получены полноценные не-
трансгенные ГР-растения одуванчика, нокаутные 
по гену биосинтеза инулина 1-FFT, в результа-
те регенерации из бородатых корней, образовав-
шихся после транзиентной экспрессии Ri-плазми-
ды A. rhizogenes [87]. Несмотря на то, что в ука-
занном исследовании не приводятся данные об 
эффективности регенерации растений, в этой ра-
боте впервые была продемонстрирована возмож-
ность получения нетрансгенных ГР-растений в 
результате использования стандартных подходов 
агробактериальной трансформации в отсутствие 
селективного давления. Нетрансгенные расте-
ния были также получены в результате геномного 
редактирования гена EPSPS маниока [81] и гена 
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LRR-XII томата [88]. В  этих работах отбор рас-
тений после агробактериальной трансформации 
велся без использования генов селективных мар-
керов, непосредственно по проявлению мутант-
ных признаков (устойчивости к гербициду или 
аберрантному фенотипу). В результате, некото-
рые из первичных растений-регенерантов оказа-
лись свободными от последовательностей компо-
нентов геномного редактирования, переносимых 
в Т-ДНК вектора. В недавней работе, целенаправ-
ленно посвященной регенерации нетрансгенных 
растений табака без селективного давления, после 
агробактериальной трансформации вектором, не-
сущим компоненты системы CRISPR/Cas для ре-
дактирования гена PDS, доля мутантных расте-
ний, не содержащих функциональных чужерод-
ных вставок, составила 17,2% [89].

Перспективы развития нетрансгенных 
биотехнолгий геномного редактирования

Несмотря на то, что технологии геномного ре-
дактирования постоянно совершенствуются, про-
блема получения нетрансгенных ГР-растений 
различных сортов сельскохозяйственных культур 
по-прежнему остро стоит перед исследователями, 
работающими в этой области. В большинстве слу-
чаев геномное редактирование является частью 
трансгенных технологий, поскольку технически 
достигается с помощью хорошо зарекомендовав-
ших себя методов генетической трансформации. 

Анализ научных публикаций последних деся-
ти лет показывает, что, несмотря на расширение 
арсенала способов получения ГР-форм, не содер-
жащих трансгенные вставки, доля таких растений 
по-прежнему не велика (см. рис. 4). С одной сто-
роны, в исследованиях, которые посвящены раз-
работке и оптимизации «инструментов» геномно-
го редактирования или поиску/изучению функций 
генов растений, нет острой необходимости в полу-
чении нетрансгенных растений. С другой сторо-
ны, чтобы получить нетрансгенные ГР-растения, 
приходится выбирать между двумя альтернатив-
ными путями: получать стабильные трансгенные 
образцы и «очищать» их тем или иным способом 
в последующих поколениях, либо использовать 
безселективные методы прямого переноса «ком-
понентов» редактирования ДНК и проводить мас-
штабное и затратное генотипирование большого 
числа первичных растений.

Получение «transgene-clean» растений целесо-
образно в тех случаях, когда модификация гено-
ма имеет перспективу дальнейшего практическо-
го использования в селекционных программах. 

Напомним, что в подавляющем большинстве работ 
исследователи проводили выбраковку трансген-
ных растений по результатам молекулярного ана-
лиза на присутствие последовательностей Т-ДНК, 
кодирующих компоненты редактирования гено-
ма или генов селективных маркеров. Недавнее ис-
следование на рапсе [90] показало, что этого мо-
жет быть недостаточно. Геномное секвенирование 
растений рапса освобожденных от последователь-
ностей Т-ДНК обнаружило в некоторых из них 
присутствие нецелевых фрагментов плазмиды, 
а именно регионов кодирующих бактериальный 
сайт репликации, необходимый для наработки 
вектора в агробактериях. Таким образом, чтобы 
гарантировать полное очищение генома растений 
от вспомогательных последовательностей, необ-
ходимо проверять не только наличие кодирующих 
компонентов редактирования генома и вспомога-
тельных последовательностей Т-ДНК, но и дру-
гих участков векторов. Это, в свою очередь, суще-
ственно усложняет поиск «transgene-clean» расте-
ний, а также снижает их количество, особенно у 
полиплодных видов растений.

Существует мнение, что прямой перенос 
РНП-комплексов в клетки растений позволит 
упростить подготовительные процедуры геном-
ного редактирования, поскольку сократится ко-
личество генно-инженерных манипуляций, не-
обходимых для создания плазмидных векторов, 
обеспечивающих высокую экспрессию нукле-
аз и гидовых РНК в клетках определенного вида 
растений (подбор промотора, терминатора, спей-
серов, интронов и т.д.) [19]. Вместо этого, доста-
точно заранее приобрести нуклеазу, наработать 
in vitro гидовую РНК (коммерческие наборы уже 
доступны на рынке) или синтезировать ее хими-
чески, сформировать на их основе РНП-комплекс 
и доставить в регенерирующие клетки растений. 
К сожалению, проблема прямой доставки «ин-
струментов» редактирования ДНК в раститель-
ные клетки и обеспечение после этого полноцен-
ной регенерации пока еще не решена. Подходы, 
основанные на трансфекции изолированных про-
топластов и доставки с помощью генных пушек, 
хороши для проверки работоспособности компо-
нентов редактирования, но ограничены неболь-
шим числом с.-х. культур, способных регенери-
ровать растения. Помимо этого, в исследованиях, 
описывающих баллистический перенос «инстру-
ментов» редактирования генома, авторы не всег-
да корректно оценивают эффективность, указы-
вая частоту отбора мутантных форм (от 1 до 10%) 
в расчете на количество эксплантов [67, 68, 73]. 
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На самом деле, при отсутствии селективного дав-
ления, один морфогенный эксплант кукурузы или 
пшеницы способен образовать от 5 до 20 расте-
ний-регенерантов, таким образом, реальная эф-
фективность отбора мутантных форм оказывается 
значительно ниже. С учетом того, что прямой пе-
ренос требует хорошего технического обеспече-
ния для выполнения манипуляций с протопласта-
ми и генными пушками, не удивительно, что доля 
нетрансгенных ГР-растений, полученных таким 
способом, крайне мала (см. рис. 4, табл. 3). В ка-
честве перспективного и технически более про-
стого инструмента для прямой доставки РНП в 
клетки растений можно рассмотреть полимерные 
системы, например наночастицы и нанокапсулы. 
В частности, в недавней работе показана возмож-
ность редактирования гена StPDS путем инфиль-
трации меристем картофеля смесью наночастиц 
хитозана с макромолекулами элементов системы 
CRISPR/Cas9 [91].

Методология использования вирусных векто-
ров и/или их репликонов для получения полно-
ценных нетрансгеных растений пока также да-
лека от широкого практического использования. 
Необходимо найти способы увеличения разме-
ра последовательностей вирусных векторов, в 
особенности РНК-вирусов, которые более всего 
подходят для непосредственного получения не-
трансгенных растений. 

Несмотря на то, что вирусные ДНК-векто-
ры, в частности на основе джеминивирусов, мо-
гут нести более длинные последовательности, их 
транзиентная экспрессия, например через агро-
инфильтрацию, также имеет ряд ограничений. 
Во-первых, агроинфильтрация применима к огра-
ниченному числу видов растений, в которые не 
входят многие с.-х. культуры, включая зерновые. 
Во-вторых, при транзиентной экспрессии обезо-
руженных векторов джеминивирусов, их работа 
ограничивается только локальными очагами ин-
фильтрированных тканей. Дальнейшее распро-
странение белков от клетки к клетке, включая не-
обходимые для геномного редактирования белки 
Cas9 или TALEN, ограничивается отсутствием ви-
русных компонентов, ответственных за системное 
заражение. С другой стороны, без удаления этих 
вирусных последовательностей невозможно скон-
струировать вектор, содержащий полную после-
довательность двухкомпонентных систем редак-
тирования генома. При этом следует помнить, что 
ткани, подвергнутые заражению штаммами, несу-
щими гены системного распространения, регене-
рируют растения с низкой эффективностью [78].

Транзиентная экспрессия «инструментов» 
редактирования в составе плазмидных Ti- или 
Ri-векторов, переносимых в клетки растений в 
результате ко-культивации с агробактериями, в 
ближайшее время, возможно, станет одним из са-
мых простых и доступных способов получения 
нетрансгенных мутантных форм. Уже ведутся ак-
тивные генно-инженерные работы, направленные 
на модификацию VirD2 генов Ti-плазмид агробак-
териальных штаммов, ответственных за встра-
ивание T-ДНК в ядро растительных клеток [92]. 
В случае успеха этих работ, исследователям бу-
дут доступны агробактериальные штаммы, ко-
торые смогут доставлять в растительные клетки 
плазмидную ДНК, кодирующую последователь-
ности «инструментов» геномного редактирования 
без последующей их интеграции в геном расте-
ний. В дальнейшем использование таких агробак-
териальных штаммов в сочетании со стандартны-
ми методами регенерации значительно расширит 
возможности получения нетрансгенных биотех-
форм культурных растений с различными улуч-
шенными характеристиками.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (проект № 16-16-04019).
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Abstract–The review summarizes the problems, achievements and prospects for using various approaches 
related to the delivery of components of DNA editing systems into plant cells, the regeneration of whole 
plants with the edited genome and the development of transgene-free or transgene-clean crops. An attempt 
was made here to systematize the results of various studies describing the successful production of genome 
edited plants with various genome modifications/mutations by application of the nuclease DNA editing 
systems (ZFN, TALEN and CRISPR/Cas). We will discuss the main directions for the development of 
nuclease-based genome editing methods to obtain GE plants which are free from foreign sequences of 
genome editing tools.
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bioballistics, plasmids, protoplast transfection.
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