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Использование прокариотической адаптивной иммунной системы CRISPR/Cas9 привело к настоящему
прорыву в направленном редактировании генома эукариот. Технология CRISPR/Cas9 позволяет получать
организмы с заданными свойствами путем внесения делеций или вставок в выбранные участки генома, что
приводит к «выключению» или модификации целевых генов. Настоящий обзор посвящен современному
состоянию применения приложений на основе CRISPR/Cas для создания растений, устойчивых к вирусам,
бактериям и паразитическим грибам. Резистентность к заражению ДНК( и РНК(содержащими вирусами
достигалась получением трансгенных растений, экспрессирующих ген эндонуклеазы Cas и последователь(
ностей коротких гидовых РНК, нацеленных на определенные участки генома вируса или гены растения(хо(
зяина. Подобные подходы приводили или к прямому разрезанию генома вируса, или модификации генома
растения, которая снижала эффективность репликации вируса. Редактирование генов растений, участвую(
щих в защитном ответе на заражение патогенами, усиливало резистентность растений к бактериям и пато(
генному грибу. В обзоре обсуждены стратегии и перспективы создания растений, устойчивых к патогенам,
и способы получения растений, которые не являются генно(модифицированными организмами, в частнос(
ти, бесплазмидные способы доставки в клетки растений редактирующего комплекса эндонуклеаза Cas/ко(
роткая гидовая РНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: растения, система CRISPR/Cas, редактирование генома, вирусы растений, бакте(
рии, грибы, устойчивость к инфекции патогенами.
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Продуктивность сельскохозяйственных куль(
тур и качество урожая зависят не только от по(
годных условий, региона произрастания, каче(
ства семенного материала, но и степени зараже(
ния разнообразными патогенами и активности

переносчиков патогенов. Помимо грибковой и
бактериальной инфекций значительный урон
растениеводству наносят вирусы. По некоторым
оценкам вирусные инфекции являются причиной
практически половины всех эпифитотий [1], что
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оценивается в 60 млрд долларов США ежегодно [2].
Заражение растений патогенами также сущест(
венно влияет на вкусовые, товарные качества и
сроки хранения продукции растениеводства.

Учитывая ограниченную площадь полезных
пахотных земель и глобальное изменение кли(
мата, решение проблемы нехватки продоволь(
ствия в ближайшем будущем требует повыше(
ния урожайности сельскохозяйственных куль(
тур с применением новых технологий и генети(
ческих ресурсов. Эти технологии должны позво(
лить в относительно короткие сроки получить
новые сорта сельскохозяйственных растений с
повышенной устойчивостью к неблагоприят(
ным факторам окружающей среды как биоти(
ческой, так и абиотической природы.

Для минимизации последствий инфекций в
практике растениеводства в настоящее время
применяют три основных подхода. Во(первых,
методами традиционной селекции создают от(
дельные сорта/линии сельскохозяйственных
культур, устойчивые к ряду патогенов, в т.ч. к
вирусам. Основным подходом для получения ус(
тойчивых к вирусным инфекциям растений яв(
ляется использование в селекционных програм(
мах растительных генов природной устойчивос(
ти, источником которых, как правило, являются
дикорастущие виды растений. К числу очевид(
ных препятствий успешной селекции можно от(
нести трудности скрещивания элитных линий с
дикими видами растений, длительность процес(
са и вероятность одновременного внесения не(
желательных локусов, снижающих продоволь(
ственную ценность культуры. Кроме того, этот
тип устойчивости является специфичным и не(
долговременным, поскольку способен преодо(
леваться патогеном.

Во(вторых, в последние три десятилетия ак(
тивно развивалось направление придания рас(
тениям устойчивости к вирусам путем создания
трансгенных линий, экспрессирующих гены от(
дельных вирусных белков или фрагменты пос(
ледовательности этих генов, а также некодиру(
ющие вирусные нуклеотидные последователь(
ности [3, 4]. Однако существуют только отдель(
ные примеры создания трансгенных сельскохо(
зяйственных культур, демонстрирующих высо(
кую устойчивость к соответствующим вирусам,
например, создание устойчивых растений кар(
тофеля [5, 6]. Эти подходы также имеют сущест(
венные ограничения, обусловленные, в част(
ности, тем, что приобретаемая устойчивость,
как правило, является специфичной и со време(
нем преодолевается вирусами. РНК(интерфе(
ренция или посттранскрипционное умолкание
генов является одним из механизмов врожден(
ной защиты растений от патогенов. Предпола(

гается, что этот защитный ответ является одним
из важных механизмов, обеспечивающих транс(
генную устойчивость, даже если трансген – это
последовательность, кодирующая вирусспеци(
фические белки. Другой подход состоит в при(
дании устойчивости растениям путем трансген(
ной экспрессии клеточных генов, в т.ч. генов
природной устойчивости. Однако наличие зако(
нодательных ограничений на использование
генно(модифицированных организмов (ГМО)
во многих странах ограничивает применение
трансгенных растений.

Наконец, в странах с высоким уровнем раз(
вития сельского хозяйства поддерживаются са(
нитарные меры, предусматривающие постоян(
ный мониторинг распространения вирусов и их
переносчиков, сертификацию посадочного ма(
териала на основе диагностики и оздоровления
сортов. Данные меры требуют интенсивной ра(
боты специализированных лабораторий, нали(
чия квалифицированного персонала и являются
достаточно дорогостоящими.

В долгосрочной перспективе создание ре(
зистентных к патогенам сортов/линий сельско(
хозяйственных растений представляется пред(
почтительным. На современном этапе новые
технологии редактирования генома открывают
широкие возможности для получения растений,
устойчивых к инфекциям разной природы. Наи(
более популярной и перспективной технологи(
ей редактирования генома является технология
CRISPR/Cas9, позволяющая вносить целенап(
равленные изменения в гены вирусов и расте(
ний(хозяев.

В данном обзоре рассмотрены примеры ис(
пользования системы редактирования CRISPR/
Cas9 и других систем CRISPR/Cas для создания
растений, устойчивых к вирусам, бактериям и
патогенным грибам. Обсуждены стратегии и
перспективы использования технологий на базе
платформы CRISPR/Cas, особенности редакти(
рования генома растений, проблема нецелевой
активности эндонуклеазы Cas и способы дос(
тавки редактирующего комплекса – белка Cas и
короткой гидовой РНК – в клетки растений.

СИСТЕМА CRISPR/Cas9 
И РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМА 

РАСТЕНИЙ

Короткие палиндромные повторы, располо(
женные регулярными группами (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats, CRISPR),
которые разделены уникальными последова(
тельностями (спейсерами), были обнаружены в
геноме прокариот и архей и происходили от чу(
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жеродных генетических элементов (плазмид и
бактериофагов). Согласно современным предс(
тавлениям эти короткие фрагменты ДНК слу(
жат формой «молекулярной памяти», а локусы
CRISPR и ассоциированная с ними эндонукле(
аза Cas в целом являются прокариотической
системой молекулярного иммунитета. При пов(
торном попадании в клетку чужеродной ДНК
молекулы РНК, транскрибирующиеся с локусов
CRISPR совместно с эндонуклеазой Cas, комп(
лементарно связываются с ДНК чужеродных
элементов c последующим их разрезанием
белкoм Cas. Разрезание ДНК(мишени происхо(
дит в определенном месте, предшествующему
мотиву, связанному с протоспейсером (proto(
spacer(associated motif, PAM). PAM(сайт предс(
тавляет собой тринуклеотидную последователь(
ность (для белка Cas9 – это NGG), которая рас(
познается белком Cas и необходима для его свя(
зывания с целевой ДНК (рис. 1, а) [7, 8].

В последние годы технология CRISPR/Cas9
обеспечила прорыв в осуществлении целенап(
равленных изменений генома эукариот. Ис(
пользование предсказанных с помощью биоин(
форматических веб(сервисов синтетических ко(
ротких гидовых РНК (кгРНК), комплементар(
ных целевому участку ДНК и функционально
аналогичных спейсерам, и рекомбинантной эн(
донуклеазы Cas9 позволяет вносить мутации в
любые гены. Эта технология обеспечивает эф(
фективную и точную модификацию генома на
основе целевых разрывов в обеих цепях ДНК,
которые активируют клеточные системы репа(
рации по механизмам гомологичной рекомби(
нации или негомологичного соединения концов
(NHEJ), приводящего к образованию так назы(
ваемых инделей (вставок или делеций нуклеоти(
дов, insertion/deletion) и потере функции целе(
вого гена. В настоящее время применение тех(
нологии CRISPR/Cas9 расширяется не только в
качестве инструмента редактирования генома
эукариот, но и для влияния на транскриптом и
эпигенетической модуляции. Важным направ(
лением использования этой технологии являет(
ся разработка подходов к улучшению полезных
качеств сельскохозяйственных растений [9–11],
в т.ч. повышению резистентности растений к
вирусам и другим патогенам [12–15].

Значимой сложностью при использовании
данной технологии является проблема ошибоч(
ного редактирования нецелевого участка гено(
ма, причиной которой является возможность
«неидеального» спаривания кгРНК с последова(
тельностью геномной ДНК, так называемый off�
target(эффект или off�target(активность. Этот
процесс может привести к редактированию слу(
чайной области генома с непредсказуемыми

последствиями. Исходно полагалось, что специ(
фичность гидовой РНК определяется всеми
двадцатью нуклеотидами последовательности и
примыкающими тремя нуклеотидами PAM(сай(
та. Однако детальные исследования показали,
что только 11–13 нуклеотидов на 3'(конце
кгРНК необходимы для распознавания целевого
сайта [16, 17] (рис. 1, а). Нарушение комплемен(

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  1  2019

26

Рис. 1. Схематическое изображение различных систем
CRISPR/Cas для редактирования ДНК( и РНК(мишеней.
Представлены эффекторы CRISPR/Cas в комплексе с нап(
равляющими их короткими РНК. а – Эндонуклеаза
SpCas9 в комплексе с короткой гидовой РНК и ДНК(ми(
шенью. Пунктиром показаны нуклеотиды с 5'(конца кгРНК,
отсутствие которых не влияет на эндонуклеазную актив(
ность комплекса. Места разрезания ДНК обозначены
стрелками. РАМ(сайт отмечен заглавными буквами. Обоз(
начения: дцДНК – двуцепочечная ДНК; б – эндонуклеаза
FnCas9 в комплексе с кгРНК и одноцепочечной (оц) РНК(
мишенью. Связывание комплекса с оцРНК ингибирует
репликацию/трансляцию вирусной РНК; в – эндонуклеаза
Cas13а в комплексе с кРНК (CRISPR РНК) и оцРНК(ми(
шенью. Место разрезания оцРНК обозначено стрелкой
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тарности в первых шести нуклеотидах с 5'(конца
кгРНК, напротив, не влияет на эндонуклеазную
активность комплекса [17]. Вместе с тем укоро(
чение с 5'(конца последовательности кгРНК до
17–18 нуклеотидов приводит к снижению off�
target(активности [18]. Для снижения нецелевой
активности эндонуклеазы Cas9 необходимо учи(
тывать GC(состав кгРНК: при содержании GC
>30% снижается вероятность нецелевого разре(
зания участков ДНК. Правильно подобранный
промотор для экспрессии кгРНК и белка Cas9
или доставка предварительно собранного комп(
лекса также приводит к снижению нецелевого
редактирования [19]. В последнее время появи(
лись веб(сервисы, позволяющие предсказать
участки в геноме, с которыми выбранная кгРНК
может гибридизоваться дополнительно. Тща(
тельный выбор последовательности кгРНК и
методики постановки опыта повышает эффек(
тивность целевого редактирования генома и ми(
нимизирует ошибочную активность комплекса
CRISPR/Cas [10, 20].

Отличительной особенностью растений, в т.ч.
многих сельскохозяйственных культур, является
их полиплоидность. Например, картофель явля(
ется тетраплоидом, разные сорта пшеницы пред(
ставлены как тетраплоидными, так и гексапло(
идными формами, сахарный тростник – октап(
лоид. Редактирование генов полиплоидных рас(
тений не требует принципиальных изменений в
технологии CRISPR/Cas. Однако всегда нужно
учитывать, что внесение мутаций во все аллели
происходит с меньшей частотой, чем в одну. В свя(
зи с этим работа с полиплоидами требует более
тщательной проверки на наличие факта редак(
тирования всех аллелей. В настоящее время опуб(
ликовано несколько исследований, в которых
редактированы целевые гены полиплоидных рас(
тений. Например, в работе Andersson et al. с эф(
фективностью 2–3% удалось мутировать ген свя(
занной с гранулами крахмал(синтазы I (GBSSI) во
всех четырех аллелях генома растений картофеля
[21]. В работе Liang et al. с эффективностью ~4%
редактированы все шесть аллелей целевых генов
гексаплоидной пшеницы [22].

СОЗДАНИЕ РАСТЕНИЙ, УСТОЙЧИВЫХ 
К ДНК5СОДЕРЖАЩИМ ВИРУСАМ, 

НА ОСНОВЕ ТЕХНОЛОГИИ CRISPR/Cas9

В 2015 г. в исследованиях трех различных ла(
бораторий впервые было продемонстрировано
использование системы CRISPR/Cas9 для полу(
чения растений, устойчивых к инфекции геми(
нивирусами, геном которых представлен одно(
цепочечной ДНК [20–23]. Ji et al. были получе(

ны трансгенные растения Nicotiana benthamiana
и Arabidopsis thaliana, устойчивые к инфекции
вирусом суровой курчавости верхушек свеклы
(ВСКВС). Для поиска эффективной кгРНК в
геноме ВСКВС были выбраны 43 кандидатных
участка в составе кодирующих и некодирующих
последовательностей вирусного генома. Конструк(
ции, содержащие последовательности гена Cas9
из Streptococcus pyogenes и каждой из кгРНК, аг(
роинфильтрировали в листья N. benthamiana. Кон(
струкцию, с которой экспрессировался только
ген белка SpCas9, использовали в качестве конт(
роля. Через два дня инфильтрированные листья
заражали ВСКВС, и на 10(й день после зараже(
ния контрольные и опытные растения анализи(
ровали на наличие симптомов вирусной инфек(
ции и на присутствие вирусной ДНК методом
количественной ПЦР. Оказалось, что если на
контрольных растениях развивались типичные
симптомы (скрученность верхних листьев), то
на опытных растениях симптомы вирусной ин(
фекции отсутствовали, а количество вирусной
ДНК было снижено. Секвенирование геномной
ДНК вируса показало, что мутации представля(
ют собой в основном делеции от 1 до 10 нуклео(
тидов в целевой области. Полученные трансген(
ные растения N. benthamiana и A. thaliana, конс(
титутивно экспрессирующие ген Cas9, и те из
кгРНК, которые в предварительных опытах по
транзиентной экспрессии компонентов систе(
мы CRISPR/Cas9 снижали уровень накопления
вируса на >90%, демонстрировали устойчивость
к ВСКВС. Интересно, что устойчивость корре(
лировала с уровнем экспрессии гена эндонукле(
азы Cas9: в линиях с наибольшей экспрессией
симптомы вирусной инфекции не выявляли, а
вирусную ДНК не детектировали, тогда как в
линиях с небольшим уровнем экспрессии гена
Cas9 развивались мягкие симптомы, и удавалось
обнаружить незначительное количество вирус(
ной ДНК [23].

Baltes et al. [24] получили трансгенные расте(
ния N. benthamiana, устойчивые к вирусу желтой
карликовости бобов (ВЖКБ). Для поиска наи(
более эффективной кгРНК были созданы два
вектора. Один вектор был необходим для экс(
прессии модифицированного вирусного гено(
ма, в котором гены транспортного белка и белка
оболочки вируса были заменены на последова(
тельность гена зеленого флуоресцентного белка
(ЗФБ) под контролем промотора 35S. С другого
вектора происходила экспрессия гена Cas9 под
контролем двойного промотора 35S и кгРНК –
под контролем промотора AtU6 или At7SL. В ра(
боте было протестировано 11 кгРНК, 7 из кото(
рых были комплементарны участкам в составе
протяженной межгенной регуляторной области
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(long intergenic region, LIR) вирусного генома,
необходимой для инициации репликации, а 4 –
к участкам гена белка Rep, необходимого для
репликации. Контролем служила конструкция,
экспрессирующая кгРНК против вируса золо(
тистой мозаики томатов (ВЗМТ). Через пять
дней после совместной агроинфильтрации по(
лученных конструкций оценивали уровень флу(
оресценции ЗФБ, который составлял 5–87%.
Интересно, что наименьшую активность демон(
стрировали кгРНК против области, примыкаю(
щей к шпильке в участке LIR, что могло быть
обусловлено вторичной структурой данной об(
ласти, препятствующей разрезанию. Показано,
что при коэкспрессии двух кгРНК их совмест(
ная активность оказалась выше, чем при инди(
видуальной экспрессии этих кгРНК. кгРНК с
наибольшей активностью были использованы
для получения трансгенных растений N. ben�
thamiana. При заражении вирусом полученных
трансгенных растений симптомы инфекции от(
сутствовали, а содержание вируса в верхних сис(
темных листьях было в несколько раз ниже, чем
в контрольных растениях, экспресcирующих
только ген эндонуклеазы Cas9 [24].

Аli et al. [25] для создания растений с антиви(
русной устойчивостью использовали кгРНК,
комплементарную консервативному участку ге(
минивирусов TAATATTAC в межгенной области
(intergenic region, IR), участвующему в инициа(
ции репликации вирусной РНК, а также кгРНК,
комплементарные последовательностям генов
белка оболочки и репликазы. В работе исполь(
зовали трансгенные растения N. benthamiana,
экспрессирующие ген Cas9. Экспрессия гидовой
РНК осуществлялась с вектора на основе вируса
погремковости табака. Секвенирование вирус(
ных ДНК выявило индели в целевых областях
генома. Интересно, что, хотя делеции локализо(
вались в районе PAM(сайта, их расположение и
протяженность заметно варьировали: они могли
находиться слева и справа от РАМ(сайта или вклю(
чать участок РАМ(сайта, и составляли 2–56 нук(
леотидов [25]. Выбор «универсальной» IR(кгРНК
позволил получить трансгенные растения, устой(
чивые сразу к трем геминивирусам – вирусу
желтой курчавости листьев томатов (ВЖКЛТ),
ВСКВС и вирусу мозаики мерремии (ВММ).
Дальнейшие исследования этой группы были
посвящены детальному изучению способности
комплекса Cas9–кгРНК вносить индели в коди(
рующую и некодирующую области генома, эф(
фективности данной технологии против разных
штаммов вирусов и вирусов с одно( и двухком(
понентным ДНК(геномом, а также возможнос(
ти вирусов избегать редактирующего действия
комплекса Cas9–кгРНК [26]. В случае одноком(

понентного генома кокрановского вируса кур(
чавости листьев хлопка (КВКЛХ) делеции были
обнаружены в кодирующей области, но не в
межгенной области IR, тогда как делеции в об(
ласти IR были выявлены у вируса мозаики мер(
ремии с двухкомпонентным геномом. Возмож(
но, трехмерная структура этого участка генома
(шпилька) препятствует каталитической актив(
ности Cas9. Анализ чувствительности разных
штаммов ВЖКЛТ к активности комплекса
Cas9–IR–кгРНК показал, что у штамма, вызы(
вающего более суровые симптомы, делеции в
межгенной области IR не были обнаружены.
Поскольку межгенная область необходима для
инициации репликации, можно предположить,
что использование каталитически неактивной Cas9
может ингибировать репликацию вируса. Важ(
ный вывод, который следует из настоящей рабо(
ты, состоит в том, что система CRISPR/Cas9 эф(
фективна при использовании кгРНК, компле(
ментарных кодирующим и некодирующим пос(
ледовательностям в вирусном геноме. Однако в
первом случае при репарации разрывов ДНК по
механизму NHEJ выявлена высокая вероят(
ность образования вариантов вирусного генома,
способных к репликации и дальнему транспорту
по растению, т.е. способных избегать редакти(
рования и даже приводить к появлению более
жизнеспособных вариантов вируса. Напротив,
использование кгРНК против некодирующих
межгенных последовательностей обеспечивает
противовирусную активность и значительно
снижает вероятность появления вариантов ви(
руса, способных к репликации. Кроме того, ис(
пользование межгенной области вирусного ге(
нома в качестве целевой последовательности
позволяет получить растения, устойчивые к нес(
кольким геминивирусам, и, следовательно, мо(
жет рассматриваться как перспективная страте(
гия для создания надежной и долговременной
защиты растений от нескольких родственных
вирусов. Интересно, что в отличие от небольших
инделей, детектируемых при использовании
кгРНК против кодирующих областей, в случае
кгРНК против IR(области вирусов КВКЛХ и
ВЖКЛТ были выявлены только длинные делеции
размером 61–360 нуклеотидов [26]. Представ(
ленные данные суммированы в таблице.

Таким образом, продемонстрирована эф(
фективность системы CRISPR/Cas9 для получе(
ния трансгенных растений, устойчивых к геми(
нивирусам, на модельных растениях. Следую(
щим шагом в этом направлении представляется
создание на основе данной технологии транс(
генных сельскохозяйственных растений и про(
ведение полевых испытаний в естественных ус(
ловиях [15]. Действительно, в опубликованной в
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2018 г. работе были получены трансгенные тома(
ты, устойчивые к ВЖКЛТ, который является од(
ним из наиболее экономически важных патоге(
нов томатов, поскольку может приводить к
практически полной потере урожая. В ходе ра(
боты был получен вектор, экспрессирующий
ген эндонуклеазы Cas9 под контролем промото(
ра 35S и кгРНК под контролем промотора U6.
кгРНК была подобрана к участкам вирусного
генома – генам белка оболочки и репликазы.
Всего было получено по шесть линий трансген(
ных томатов, стабильно экспрессирующих Cas9
и одну из кгРНК (или к гену белка оболочки,
или к гену репликазы). Третье поколение гомо(
зиготных растений анализировали на устойчи(
вость к ВЖКЛТ. Показано, что вирус накапли(
вается в крайне низких количествах, а делеции
детектируются в целевой области вирусного ге(
нома [27] (таблица).

Вместе с тем подход с использованием
трансгенных растений, конститутивно экспрес(
сирующих ген эндонуклеазы, имеет целый ряд
недостатков. Во(первых, предполагается ис(
пользовать ГМО, запрещенные к выращиванию
в целом ряде стран. Во(вторых, постоянно
экспрессирующийся ген Cas9 может вызывать
эффект off�target. Cчитается, что эта нежела(
тельная активность белка Cas9 может быть све(
дена к минимуму при получении трансгенных
растений, экспрессия гена эндонуклеазы в ко(
торых будет индуцироваться при вирусной ин(
фекции или с помощью химических соедине(
ний [13, 14]. В настоящее время более перспек(
тивными представляются подходы, которые
позволяют избегать создания трансгенных рас(
тений при применении технологии CRISPR/
Cas9 – бесплазмидные способы доставки редак(
тирующего рибонуклеопротеидного комплекса
(РНП(комплекса) в клетки растений, описан(
ные ниже.

СОЗДАНИЕ РАСТЕНИЙ, УСТОЙЧИВЫХ 
К РНК5СОДЕРЖАЩИМ ВИРУСАМ, 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИСТЕМЫ

CRISPR/Cas

До недавнего времени все функционально
охарактеризованные системы CRISPR в качест(
ве мишени использовали ДНК. Однако в 2013 г.
в журнале Nature была опубликована работа, в
которой было показано, что система Cas9 из
Francisella novicida (FnCas9) имеет неканоническую
функцию и с использованием уникальной малой
РНК (РНК, ассоциированной с CRISPR/Cas,
scaРНК) регулирует экспрессию гена, кодирую(
щего бактериальный липопротеин, путем дегра(

дации эндогенной мРНК (рис. 1, б). Угнетение
синтеза липопротеина, запускающего врожден(
ный иммунный ответ организма на инфекцию,
усиливает вирулентность патогена [28]. В 2014 г.
в исследовании, также опубликованном в жур(
нале Nature, было показано в системе in vitro,
что эндонуклеаза Cas9 из S. pyogenes вместе с ги(
довой РНК может связывать и расщеплять од(
ноцепочечную РНК(мишень в присутствии эк(
зогенного дезоксиолигонуклеотида, содержа(
щего PAM(сайт на 5'(конце [29].

При заражении РНК(содержащими вируса(
ми (вирусом огуречной мозаики, ВОМ или ви(
русом табачной мозаики, ВТМ) трансгенных
растений A. thaliana и N. benthamiana, конститу(
тивно экспрессирующих ген FnCas9 и кгРНК
против выбранных участков вирусных геномов,
развивались слабые симптомы вирусной инфек(
ции и наблюдалось снижение уровня накопле(
ния вирусной РНК в системных симптомати(
ческих листьях [30] (таблица). Эффективность
FnCas9 не зависела от последовательности
PAM(сайта: вне зависимости от состава тринук(
леотидной последовательности, находящейся за
целевой областью в районе РАМ(сайта, наблю(
далось негативное влияние FnCas9 на накопле(
ние вируса. Мутагенез эндонуклеазы FnCas9 по(
казал, что белок с точечными мутациями в фер(
ментативном домене сохранял способность по(
давлять вирусную инфекцию, в то время как му(
тант с заменами аминокислотных остатков в
РНК(связывающем домене (аргинин(богатый
мотив, ARM) был не способен ингибировать на(
копление ВОМ. Таким образом, ингибирование
вирусной инфекции в данном случае, видимо,
было обусловлено блокированием репликации
и/или трансляции вирусного генома за счет пря(
мого связывания белка FnCas9 и вирусной РНК,
а не за счет ее разрезания. Показано, что для эф(
фективного действия белка FnCas9 необходима
его цитоплазматическая локализация, а не ядер(
ная, как в случае белка SpCas9, вносящего раз(
рывы в ДНК. Полученная устойчивость насле(
довалась в потомстве [30]. Стоит также подчерк(
нуть, что цитоплазматическая активность эндо(
нуклеазы FnCas9 не может привести ни к каким
наследуемым неконтролируемым изменениям в
геноме организма(хозяина, и потенциально сни(
жает негативное влияние на геном. Система
FnCas9–кгРНК, ингибирующая вирусную ин(
фекцию за счет PAM(независимого связывания
РНК(мишени, может быть в перспективе ис(
пользована для получения растений, устойчи(
вых к любым РНК(содержащим вирусам.

Новые возможности для редактирования и
специфического взаимодействия с РНК(ми(
шенью и широкие перспективы прикладного
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использования открылись после публикации
2016 г. в журнале Science, а в 2017 г. – в журнале
Nature экспериментальных исследований, вы(
полненных в лаборатории F. Zhang. В этих рабо(
тах была продемонстрирована в системах in vitro
и in vivo направляемая кгРНК РНКазная актив(
ность белка LshCas13a (первоначальное назва(
ние белок С2с2) из Leptotrichia shahii и белка

LwaCas13a из Leptotrichia wadei [31, 32] (рис. 1, в).
Показано, что экспрессия белка С2с2 совместно
с кгРНК против литического РНК(содержащего
фага MS2 в клетках E. coli приводила к устойчи(
вости бактерий к фагу [31]. РНК(направляемая
РНКазная активность белка С2с2 была подтве(
рждена in vitro, также было доказано, что белок
С2с2 не обладает ДНКазной активностью. Белки
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Растение

Nicotiana 
benthamiana, 
Arabidopsis 
thaliana

N. benthamiana

N. benthamiana

Solanum lyco�
persicum

A. thaliana, 
N. benthamiana

Cucumis 
sativus

A. thaliana

Растение

Citrus sinensis 
Osbeck

Растение 

Oryza sativa

Ссылки

[23]

[24]

[25, 26]

[27]

[30]

[35]

[36]

Ссылки

[45]

Ссылки 

[46]

Примеры растений с устойчивостью к патогенам, полученные с помощью CRISPR/Cas(технологии

Система CRISP/Cas, редактируемая
область вирусного генома/гена растения

CRISPR/SpCas9; кгРНК против участков
в составе кодирующих и некодирующих
последовательностей вирусного генома

CRISPR/SpCas9; кгРНК против межгенной
регуляторной области, необходимой для
инициации репликации и против участков
гена репликазы

CRISPR/SpCas9; кгРНК, комплементарные
консервативному участку геминивирусов
TAATATTAC в межгенной некодирующей
области и последовательностям генов
белка оболочки и репликазы

CRISPR/SpCas9; кгРНК против последо(
вательностей генов белка оболочки и реп(
ликазы 

CRISPR/FnCas9; кгРНК против кодирую(
щих и некодирующих последовательностей
вирусного генома

CRISPR/SpCas9; кгРНК, комплементар(
ные 5'( и 3'(концевым участкам гена eIF4E
растения

CRISPR/SpCas9; кгРНК комплементарные
5'(концевому участку гена eIF4E растения

Система CRISPR/Cas, 
редактируемый ген растения

CRISPR/SpCas9; модифицирован
промотор гена CsLOB1(LATERAL ORGAN
BOUNDARIES 1)

Система CRISPR/Cas, 
редактируемый ген растения

CRISPR/SpCas9; редактирован ген OsERF922

Систематическое
положение

вируса, семейство

Geminiviridae

Bromoviridae,
Virgaviridae

Potyviridae

Систематическое
положение

Proteobacteria/
Gammaproteo(
bacteria

Систематическое
положение

Ascomycota/
Sordariomycetes

Вирус

вирус суровой курчавости
верхушек свеклы (ВСКВС),
ДНК(содержащий вирус

вирус желтой карликовости
бобов (ВЖКБ), ДНК(содер(
жащий вирус

вирус желтой курчавости
листьев томатов (ВЖКЛТ),
вирус суровой курчавости
верхушек свеклы (ВСКВС),
вирус мозаики мерремии
(ВММ), ДНК(содержащие
вирусы

вирус желтой курчавости
листьев томатов (ВЖКЛТ)

вирус огуречной мозаики
(ВОМ), РНК(содержащий
вирус; вирус табачной мо(
заики (ВТМ), РНК(содер(
жащий вирус

вирус пожелтения жилок
огурца (ВПЖО), РНК(со(
держащий вирус
вирус желтой мозаики цукини
(ВЖМЦ) и вирус кольцевой
пятнистости папайи (ВКПП),
РНК(содержащие вирусы

вирус мозаики турнепса
(ВМТ), РНК(содержащий
вирус 

Бактерия

Xanthomonas citri subsp. citri

Гриб

Magnaporthe oryzae
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Cas13a имеют два ферментативных домена HEPN
(higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide(
binding domains), ключевую роль в активности
которых играют консервативные остатки арги(
нина и гистидина. В результате мутаций этих ос(
татков образуется каталитически неактивный
белок, специфически и эффективно взаимодей(
ствующий с РНК(мишенью. В работе также бы(
ла обнаружена высокая off�target(активность
комплекса после активации целевой последова(
тельностью, которая приводила к замедлению
роста бактерий. Предполагается, что подобная
неконтролируемая нецелевая активность в даль(
нейшем может быть использована для запуска
клеточной гибели после проникновения вируса
в бактерию [31]. В работе 2017 г. получены де(
тальные биохимические характеристики систе(
мы CRISPR–LwaCas13a, которая оказалась зна(
чительно активнее системы CRISPR–LshCas13a.
В этой работе была оценена способность белка
LwaCas13a разрезать транскрипты в клетках жи(
вотных и растений (Oryza sativa) и показано, что
эффективность системы CRISPR–LwaCas13a в
выключении экспрессии генов сопоставима или
выше наблюдаемой при РНК(интерференции,
но со значительно меньшим off�target(эффек(
том. Подтверждено, что каталитически неактив(
ный белок LwaCas13a может использоваться как
программируемый РНК(связывающий белок.
Кроме того, показана возможность доставки
различных гидовых РНК в клетки для редакти(
рования CRISPR–LwaCas13a одновременно нес(
кольких транскриптов (мультиплексное выклю(
чение) [32].

С течением времени и накоплением экспе(
риментальных результатов две стратегии – свя(
зывания или расщепления РНК(мишени (сис(
темы FnCas9 или Cas13a соответственно) – мо(
гут быть успешно адаптированы для обеспече(
ния устойчивости растений к любому РНК(со(
держащему вирусу с известной последователь(
ностью. Существенно, что платформы типа
CRISPR–LwaCas13a позволяют получать расте(
ния, устойчивые к нескольким вирусам.

МОДИФИКАЦИЯ ГЕНОВ РАСТЕНИЙ

Платформа CRISPR/Cas9 также может ис(
пользоваться для изменения уровня экспрессии
генов растения(хозяина, которые контролируют
резистентность или восприимчивость к вирус(
ной инфекции. Известно, что для трансляции
РНК(содержащих потивирусов необходимо вза(
имодействие эукариотического фактора иници(
ации трансляции 4Е (eIF4E или его изоформы
eIF(iso)4E) с белком VPg, ковалентно связан(

ным с 5'(концом геномной РНК вируса. При(
родная устойчивость к потивирусам чаще всего
обусловлена наличием мутации в белке eIF4E/
eIF(iso)4E, препятствующей его взаимодействию
с VРg [33, 34]. В работе Chandrasekaran et al. [35]
была использована конструкция на основе би(
нарного вектора pRCS, где под контролем про(
мотора 35S экспрессировался ген Cas9, а под
контролем промотора AtU6 – последователь(
ности кгРНК, комплементарные 5'( и 3'(концам
гена eIF4E. С помощью этих конструкций были
получены трансгенные растения огурца, в кото(
рых экспрессия системы Cas9/кгРНК приводи(
ла к делециям в гене eIF4E. Дальнейшее их скре(
щивание с растениями дикого типа привело к
получению растений, несущих делеции в гене
eIF4E, но без чужеродных последовательностей
гена Cas9 и кгРНК. Эти растения были устойчи(
вы к потивирусам – вирусу пожелтения жилок
огурца (ВПЖО), вирусу желтой мозаики цукини
(ВЖМЦ) и вирусу кольцевой пятнистости па(
пайи (ВКПП) [35]. Аналогично, Pyott et al. на
основе бинарного вектора pDE(Cas9, получили
конструкцию pDE(Cas9(sgAteIF(iso)4E, экспрес(
сирующую ген эндонуклеазы Cas9 и последова(
тельность кгРНК к 5'(концу гена eIF(iso)4E A. tha�
liana (к участку +15+35 от старта трансляции)
под контролем промоторов PcUbi4(2 и AtU6(26
соответственно. С помощью этих конструкций
были созданы трансгенные растения арабидоп(
сиса, анализ ДНК которых с помощью энзима(
тического теста Т7E1 подтвердил наличие деле(
ций в выбранном участке гена eIF(iso)4E. В даль(
нейшем путем скрещивания с растениями дикого
типа были получены растения, не экспрессирую(
щие ген Cas9 и последовательность кгРНК, од(
нако проявляющие устойчивость к потивирусу –
вирусу мозаики турнепса (ВМТ) (таблица) [36].

В обеих исследовательских группах были
созданы трансгенные растения, которые при
дальнейшем скрещивании с растениями дикого
типа утрачивали чужеродные последовательнос(
ти, экспрессирующие ген Cas9 и кгРНК. Полу(
ченные растения обладали устойчивостью к
выбранным вирусам, однако не являлись транс(
генными. Таким образом, реализовав некоторые
подходы к редактированию генома, можно по(
лучить нетрансгенные растения с необходимыми
характеристиками. Тем не менее вопрос о том,
следует ли рассматривать растения, полученные
с помощью CRISPR/Cas технологии, ГМО или
нет, все еще остается неразрешенным [37, 38].

Следует отметить, что скрещивание с расте(
ниями дикого типа для получения растений с
определенными характеристиками, но не несу(
щих чужеродную последовательность, возмож(
но не для всех видов. Так, для растений с длин(

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  1  2019

31



МАКАРОВА  и  др.

ным жизненным циклом, многолетних расте(
ний или растений, размножающихся вегетатив(
но, такой подход затруднителен или даже не
возможен. Поэтому были предложены альтерна(
тивные варианты редактирования генома, ми(
нуя стадию получения трансгенного растения.

БЕСПЛАЗМИДНАЯ ДОСТАВКА 
РИБОНУКЛЕОПРОТЕИДНОГО 

КОМПЛЕКСА Cas9–кгРНК 
КАК ЭФФЕКТИВНЫЙ СПОСОБ 

ОТКАЗАТЬСЯ ОТ СОЗДАНИЯ ГМО

Клетки растений окружены плотной клеточ(
ной стенкой, которая является препятствием
для применения методов липофекции, микро(
инъекции или электропорации, которые широ(
ко используются при редактировании генома в
клетках человека и животных. Наиболее распро(
страненным и простым методом редактирова(
ния генов растений является метод агробакте(
риальной трансформации клеток/тканей расте(
ния плазмидами для конститутивной экспрес(
сии гена белка Cas9 и последовательности
кгРНК. Другой распространенный способ дос(
тавки – это бомбардмент клеток или протоплас(
тов растений ДНК(конструкциями, которые сор(
бированы на микрочастицах золота или вольф(
рама. Результатом этих подходов является полу(
чение трансгенных растений, несущих чужерод(
ную ДНК, практическое применение которых
регламентируется правилами, регулирующими
использование ГМО.

В последние годы активно разрабатываются
альтернативные бесплазмидные способы дос(
тавки кгРНК и белка Cas9 в клетки растений,
исключающие использование векторных систем
[39, 40]. Таким способом является доставка
предварительно собранного ферментативного
РНП(комплекса Cas9–кгРНК непосредственно
в клетки растения. РНП(комплексы могут дос(
тавляться в протопласты растений с помощью
трансфекции. В незрелые эмбриональные клет(
ки растений, в клетки каллуса и эпидермиса
можно доставить редактирующий РНП(комп(
лекс с помощью бомбардмента функционали(
зированными микрочастицами золота, вольфрама
или мезопоровыми кремниевыми наночастица(
ми [21, 41–44]. Например, в работе Svitashev et
al. [41] с использованием метода бесплазмидной
доставки были успешно отредактированы четы(
ре гена интереса в эмбриональных клетках куку(
рузы. Комплекс рекомбинантного белка Cas9 и
транскрибированной in vitro кгРНК был сорби(
рован на микрочастицах золота и доставлен в
клетки путем бомбардмента с использованием

гелиевой генной пушки. Процент растений(ре(
генерантов, несущих мутации как минимум в
одном аллеле в целевой области генома состав(
лял 2,4–9,7%, а количество растений с биал(
лельными мутациями – 0,3–3%. Off�target(ре(
дактирование по одному из генов составило 0%,
а по другому – 2% (с мутацией как минимум в
одном аллеле) и 0,4% (с мутацией в двух алле(
лях), что было существенно ниже, чем при ре(
дактировании с использованием плазмидной
ДНК [41].

Преимущество такого подхода (технологии
без использования ДНК, DNA(free technology)
заключается в отсутствии ДНК(молекулы, кото(
рая интегрируется в геном в непредсказуемом
месте, и с которой происходит конститутивная
экспрессия гена Cas9, приводящая с определен(
ной вероятностью к off�target(редактированию.
Другим достоинством доставки РНП(комплек(
са Cas9–кгРНК является оперативное редакти(
рование генома и быстрая деградация комплек(
са в клетке, что также снижает вероятность не(
желательных нецелевых воздействий [39, 40].
Бесплазмидные способы доставки редактирую(
щего комплекса являются перспективными и
предпочтительными, поскольку позволяют по(
лучать растения с заданными свойствами, но не
попадающие под действие законов об ограниче(
нии распространения ГМО.

ПОЛУЧЕНИЕ РАСТЕНИЙ, 
УСТОЙЧИВЫХ К ДРУГИМ ПАТОГЕНАМ

(БАКТЕРИАЛЬНОЙ И ГРИБКОВОЙ 
ИНФЕКЦИЯМ), С ПРИМЕНЕНИЕМ 

ТЕХНОЛОГИИ CRISPR/Cas

Особый интерес представляют работы по
созданию устойчивых к патогенам растений с
использованием клеточных генов, которые
участвуют в защитном ответе растений на био(
тические стрессы. Это направление представля(
ется наиболее перспективным для создания рас(
тений, устойчивых к множественным патогенам
различной природы и абиотическим стрессам,
характерным для естественных условий выра(
щивания растений.

Получены трансгенные растения апельсина
(Citrus sinensis Osbeck) с повышенной устойчи(
востью к язве цитрусовых, которая вызывается
бактерией Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) [45].
X. citri является злейшим патогеном цитрусовых,
распространенным во всех регионах их произ(
растания и вызывающим значительные потери
урожая. Растения, зараженные X. citri, имеют ха(
рактерные повреждения на листьях, стеблях,
плодах. На зараженных участках формируются
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приподнятые над поверхностью листа пустулы
коричневого цвета, окруженные характерным
пропитанным водой кольцом светлого цвета.
Со временем пустулы подсыхают и формируют
корку. С помощью технологии CRISPR/Cas9 был
модифицирован промотор гена CsLOB1(LATERAL
ORGAN BOUNDARIES 1), отвечающего за восп(
риимчивость к этой бактерии. Промотор этого
гена содержит участок связывания основного
эффектора бактерии – белка PthA4 (effector
binding element, EBE PthA4). Взаимодействие
эффекторной молекулы с участком промотора
активирует экспрессию гена CsLOB1, что приво(
дит к образованию пустулы.

В работе использовали пять кгРНК, затраги(
вающих область EBE PthA4. Были получены
плазмиды, экспрессирующие под контролем
промотора 35S последовательность гена Cas9 и
под контролем промотора AtU6 – последова(
тельность кгРНК. Трансгенные растения полу(
чали с помощью агробактериальной трансфор(
мации сегментов эпикотиля. Первичный отбор
трансформированных эксплантов осуществля(
ли на селективной среде, содержащей канами(
цин. Показано, что мутации в целевой области
выявлялись у 11,5–64,7% трансгенных растений
в зависимости от использованной кгРНК. Сре(
ди мутантов было выявлено 28 химерных расте(
ний, 2 биаллельных, 2 гомозиготных и 2 гетеро(
зиготных растения. Среди мутаций преобладали
делеции (60,5%) длиной от 1 до 50 нуклеотидов.
Число растений с инсерциями (20,9%) и замена(
ми (18,6%) в целевой области генома было прак(
тически одинаковым. Для дальнейшей работы
было отобрано несколько линий с мутациями в
промоторной области и пониженным уровнем
экспрессии гена CsLOB1. Данные растения про(
являли повышенную устойчивость к X. citri, ко(
торая выражалась в меньшей площади повреж(
дения и более позднем разрыве пустул, которые
не развивались в характерные новообразования,
типичные для язвы цитрусовых. На двух линиях
пустулы не развивались вообще [45].

Получены растения риса с редактированным
геном OsERF922, проявляющие устойчивость к
аскомицету Magnaporthe oryzae [46]. M. oryzae –
филаментный паразитический гриб, поражаю(
щий в основном злаковые культуры. Первичные
симптомы – появление белых или светло(зеле(
ных пятен с темными границами. В дальнейшем
пятна приобретают эллиптическую или верете(
новидную форму, сливаются и поражают весь
лист. M. oryzae является одним из основных па(
тогенов риса, инфицирование которым приво(
дит к значительному снижению его урожайнос(
ти. Ген OsERF922 принадлежит суперсемейству
транскрипционных факторов, зависимых от

этилена (ethylene responsive factors, ERF), кото(
рые участвуют в модуляции ответа на абиоти(
ческие и биотические стрессы. Ранее было по(
казано, что ген OsERF922 является негативным
регулятором устойчивости риса к M. oryzae [47].
В работе был получен бинарный вектор, в кото(
ром экспрессия гена Cas9 находилась под конт(
ролем промотора 35S, а экспрессия последова(
тельности кгРНК к началу гена OsERF922 – под
контролем промотора OsU6a. С помощью агро(
бактерий трансформировали каллус риса, и пер(
воначальный отбор регенерантов проводили на
селективной среде, содержащей гигромицин.
Получено 50 трансгенных проростков, из кото(
рых у 21 растения детально анализировали сайт
редактирования. Среди проанализированных
растений у 16 (76%) оказались биаллельные му(
тации, три растения были гомозиготными, одно –
гетерозиготным и одно – химерным. Более по(
ловины всех мутаций (64%) являлись делеция(
ми, 24% – инсерциями, 12% содержали делеции
и инсерции одновременно. В дальнейшем про(
водилось два последовательных самоопыления
растений и анализ потомства, что позволило по(
казать, что модификации в гене OsERF922 с
применением технологии CRISPR/Cas стабиль(
ны и наследуются. С помощью генетического
анализа было отобрано шесть гомозиготных ли(
ний, редактированных по гену OsERF922, но не
содержащих последовательности Cas9–кгРНК.
Мутантные линии показали высокую устойчи(
вость к инфицированию M. oryzae: площадь
повреждения листовой пластинки оказалась
значительно меньше по сравнению с поврежде(
ниями, развивавшимися на листьях растений
дикого типа, для которых было характерно
практически полное повреждение листа и его
дальнейшая некротизация. Мутантные линии
растений также были проанализированы по
важным агрономическим показателям. Оказа(
лось, что такие показатели как высота растений,
длина и ширина листа, количество продуктив(
ных метелок, длина метелки, количество зерен
на метелку, вес семян статистически не отлича(
лись от таких же показателей здоровых растений
дикого типа [46].

Использование системы CRISPR/Cas для
создания растений, устойчивых к патогенам,
только начинается. Вместе с тем в мировой нау(
ке наблюдается взрывной рост числа исследова(
ний по идентификации генов, ответственных за
полезные признаки растений, на основе плат(
формы CRISPR/Cas (функциональная геноми(
ка). Весьма вероятно, что в ближайшее время
также увеличится число работ по созданию
сельскохозяйственных культур с улучшенными
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признаками для практического применения в
растениеводстве, в т.ч. резистентных к патоге(
нам и абиотическим стрессам. В частности,
можно полагать, что усилия исследователей бу(
дут направлены на получение растений с мно(
жественной устойчивостью, резистентных не
только к отдельным вирусам, но к группам виру(
сов, к патогенным бактериям и грибам, нанося(
щим значительный экономический ущерб уро(
жаям.

Обнаружение системы адаптивного иммуни(
тета бактерий открыло огромные возможности
для биотехнологического применения техноло(
гий на основе платформы CRISPR/Cas [48].
Число биоинформатически предсказанных сис(
тем CRISPR/Cas стремительно расширяется
[49–51]. Вместе с тем экспериментально изуче(
ны свойства только некоторых из предсказан(
ных систем [52]. Открытие и характеристика но(
вых систем CRISPR/Cas несомненно приведет к
дальнейшему развитию разнообразных биотех(
нологических приложений.

Практическое применение платформы CRISPR/
Cas развивается по целому ряду направлений:
происходит адаптация охарактеризованных

систем к решению конкретных задач [53, 54],
оптимизируются методы дизайна и синтеза ги(
довых РНК [10], совершенствуются способы
доставки редактирующего комплекса в клетки.
Бесплазмидная доставка предварительно соб(
ранного комплекса является важным направле(
нием, позволяющим создание устойчивых к па(
тогенам растений, которые не содержат в своем
геноме чужеродную ДНК, т.е. не являются ГМО
[39, 40].

Принципиально значимым является выяв(
ление генов/последовательностей в качестве эф(
фективных мишеней для редактирования. Нап(
ример, показано, что разрезание консерватив(
ных некодирующих участков в геноме вируса
может приводить к устойчивости против раз(
личных вирусов данной таксономической груп(
пы. Система Cas13a перспективна для воздей(
ствия не только на геном РНК(содержащих ви(
русов, но и на геном ДНК(содержащих вирусов
путем разрезания их целевых транскриптов (ви(
русспецифических мРНК) (рис. 2). Апробиро(
ван вариант мультиплексного редактирования
РНК. Возможно, дальнейшая разработка подоб(
ных подходов позволит предложить метод защи(
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Рис. 2. Стратегии получения растений, резистентных к патогенам, с использованием технологии CRISPR/Cas для редак(
тирования/модификации геномов ДНК( и РНК(содержащих вирусов и генов растения(хозяина, участвующих в реплика(
ции вирусов или в защитном ответе растения на заражение вирусами, бактериями или грибами
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ты от вирусов и других патогенов, альтернатив(
ный методу РНК(интерференции. Использова(
ние прокариотической платформы CRISPR/Cas
предполагает, что создаваемая устойчивость бу(
дет более эффективна, поскольку у вирусов нет
механизмов, позволяющих избегать ингибиру(
ющего эффекта этой системы, в отличие от сис(
темы РНК(интерференции.

В настоящее время перспективным предс(
тавляется редактирование клеточных генов,
участвующих в жизненном цикле патогена или
отвечающих за резистентность/чувствитель(
ность растений к патогенам. Проводится гене(
тический скрининг клеточных факторов, спо(
собствующих или, напротив, препятствующих
репликации и распространению патогена [55].
Предполагается, что использование возможнос(
тей систем CRISPR/Cas позволит ускорить вы(
явление факторов устойчивости или чувстви(
тельности к патогенам. В данном обзоре приве(
дены примеры успешного создания резистент(
ных к патогенам растений путем редактирова(
ния клеточных генов, как необходимых для реп(
ликации вирусов, так и генов, вовлеченных в за(
щитный ответ растения на заражение бактерией
или патогенным грибом (рис. 2). На современ(
ном этапе новые технологии редактирования ге(
нома с целью дизайна генов открывают широ(
кие возможности создания новой генерации ге(
нов устойчивости. Наиболее перспективными
представляются: направленный мутагенез генов
специфической устойчивости для придания им
более широкого спектра действия и использова(
ние генов неспецифической или «нехозяйской»
устойчивости (non(host resistance) [56, 57], иден(
тификация которых только начинается, что в
будущем, возможно, позволит получать расте(

ния, устойчивые к неродственным вирусам, дру(
гим патогенам и даже к абиотическим стрессам.
Новым источником неизвестных факторов, вов(
леченных в разнообразные сигнальные пути за(
щитного ответа растения на биотические и абио(
тические стрессы, является клеточное ядро [58,
59]. Ранее нами было показано, что ядерный бе(
лок растений – коилин – вовлечен в ответ рас(
тения на заражение вирусами разных таксоно(
мических групп [60]. Наши предварительные
результаты демонстрируют, что растения карто(
феля с редактированным геном коилина с при(
менением системы CRISPR/Cas9 проявляют
повышенную устойчивость к заражению Y(ви(
русом картофеля и некоторым абиотическим
стрессам.

Таким образом, использование систем CRISPR/
Cas предполагает несколько альтернативных под(
ходов для придания растениям устойчивости к
патогенам. Будущие исследования должны по(
казать, какие из предложенных стратегий будут
наиболее эффективны для создания стабильных
сортов/линий сельскохозяйственных растений,
устойчивых к патогенам различной природы и,
возможно, способных преодолевать экологи(
ческие стрессы.
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Recent applications of prokaryotic adaptive immune system CRISPR/Cas9 have led to real breakthrough in precise
genome editing of eukaryotes. CRISPR/Cas technology allows to generate organisms with desirable characteristics by
introducing deletions/insertions into selected genome sites, which leads to the knockdown or modification of target
genes. This review focuses on the current state of CRISPR/Cas applications for generation of plants resistant to virus,
bacterium and parasitic fungus. Resistance to DNA( and RNA(containing viruses is usually provided by generation
of transgenic plants expressing the Cas endonuclease gene and short guide RNAs targeting certain sites of the viral or
plant(host genomes. Such approaches lead to direct cleavage of virus genome or modification of the plant(host
genome decreasing efficiency of virus replication. The editing of the plant genes involved in a defense response to
infection with pathogens increases the resistance of plants to the bacterium and pathogenic fungus. The review
explores the strategies and perspectives of the development of pathogen(resistant plants with a focus on the ways for
production of non(transgenic (non(genetically modified) plants, in particular using plasmid (DNA)(free systems for
delivery the editing complex, containing Cas/short guide RNA, into plant cells.
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