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Геномное редактирование на основе технологии CRISPR/Cas в биологии растений производится в
трех основных вариантах: нокаутные мутации в виде инделов, вставка чужеродных фрагментов
ДНК и однонуклеотидные замены путем дезаминирования азотистых оснований. Наиболее важны-
ми этапами CRISPR/Cas геномного редактирования являются выбор мишени, дизайн гидовых
РНК, создание генно-инженерных конструкций и доставка CRISPR/Cas-компонентов в раститель-
ную клетку. Стремительное развитие событий в области редактирования растительных геномов с
помощью CRISPR/Cas-систем требует более подробного рассмотрения последнего этапа, поэтому
данный обзор посвящен описанию основных способов доставки CRISPR/Cas-компонентов в клет-
ки высших растений. В первых работах по геномному редактированию разных видов растений до-
ставка CRISPR/Cas-компонентов к месту редактирования производилась преимущественно с по-
мощью Agrobacterium tumefaciens. Она предполагала встраивание Т-ДНК в геном и стабильную экс-
прессию CRISPR/Cas-компонентов или их транзиентную экспрессию в случае агроинфильтрации.
Широкое распространение также получили способы доставки CRISPR/Cas-компонентов в клетки
растений с использованием растительных вирусов, при котором последние в основном использова-
лись для наработки в увеличенных количествах гидовой РНК, что заметно повышало эффектив-
ность редактирования. Для доставки CRISPR/Cas-компонентов в клетки растений предложено так-
же использовать другую агробактерию – Agrobacterium rhizogenes, вызывающую образование волосо-
видных корней, что косвенно свидетельствует о произошедшем геномном редактировании и может
помочь в отборе генетически измененных форм. Довольно распространенным способом получения
растений с редактированным геномом являются биобаллистическая доставка в растительные экс-
планты генно-инженерных конструкций и различные технологии трансформации протопластов. В
обзоре также рассмотрены некоторые вопросы принадлежности растений, полученных в ходе
CRISPR/Cas-редактирования, к трансгенным растениям и ГМО. Отмечается ряд примеров, когда
созданные с помощью CRISPR/Cas-технологии новые организмы, в которых не произошло внед-
рения чужеродной ДНК, за трансгенные не принимались, и вполне вероятно, что и в России такие
растения не будут подпадать под запрет на возделывание ГМО.
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ВВЕДЕНИЕ
Открытие у бактерий защитных систем на ос-

нове повторяющихся элементов CRISPR (Clus-
tered Regularly Interspaced Short Palindromic Re-
peats) повлекло за собой разработку методов
CRISPR/Cas геномного редактирования [1, 2],
после чего в мире начался самый настоящий бум
вокруг данной технологии. Причем первую из

процитированных работ даже считают важнейшей
публикацией в области молекулярной биологии в
наступившем столетии [3] и это, наверное, спра-
ведливо, но останется ли она таковой надолго –
уже другой вопрос.

CRISPR/Cas-технология геномного редакти-
рования состоит из нескольких этапов, каждый
из которых важен по-своему. Геномное редакти-
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рование начинается с выбора задач и мишеней,
под которыми понимается, что предстоит сделать
экспериментатору – нарушить ли работу какого-
то конкретного гена либо изменить свойства ко-
дируемого им белка, или внедрить в растение не-
кий новый ген. Так, существует несколько вари-
антов геномного редактирования на основе си-
стемы CRISPR/Cas: 1) нокаутные мутации, при
которых происходит нарушение какого-либо ге-
на, в том числе негативно влияющего на важный
для человека признак, сопровождаемое инсерци-
ями или делециями ряда нуклеотидов в участке
редактирования за счет негомологичного объеди-
нения репарируемых концов фрагментов ДНК в
месте их двухцепочечного разрыва (нокаутные
мутации обозначают как SDN-1, от Site-Directed
Nucleas); 2) так называемый нокин (от knock-in)
вариант геномного редактирования, когда за счет
гомологичной рекомбинации в определенные
участки генома по местам двухцепочных разры-
вов происходят встраивания иных нуклеотидных
последовательностей в виде олигонуклеотидов
или более протяженных фрагментов ДНК как на-
рушающих работу целевого гена, так и приводя-
щих к появлению новых желательных признаков
(нокин-варианты нынешнего CRISPR/Cas-редак-
тирования фактически соответствуют SDN-2 и
SDN-3 подходам); 3) однонуклеотидные замены,
производимые путем дезаминирования азотистых
оснований с помощью “сшитых” с каталитически
неактивными нуклеазами соответствующих дез-
аминаз без образования двухцепочечных разрывов
ДНК и без делеций или инсерций, обеспечиваю-
щие появление новых признаков либо изменение
имеющихся, включая нокаутирование генов вслед-
ствие образования терминирующих кодонов. На
следующем этапе под выбранные мишени и задачи
осуществляется дизайн гидовых РНК (гидРНК) с
помощью разнообразных компьютерных про-
грамм. Ранее нами был проведен достаточно по-
дробный анализ таковых, в том числе ориентиро-
ванных на редактирование геномов растений [4].
Задача данного этапа заключается в поиске наи-
более оптимальных мест в выбранном гене или
ином участке ДНК для проведения соответствую-
щего варианта геномного редактирования с це-
лью достижения наибольшей эффективности и
точности этого процесса, сводя к минимуму ре-
дактирование нецелевых участков (off-target ак-
тивность). Далее проводится создание генно-ин-
женерных конструкций, несущих необходимые
для редактирования гены подходящих Cas-нукле-
аз и гидРНК, а также донорной ДНК, или образо-
вание из Cas-нуклеаз и гидРНК соответствующих
рибонуклеопротеидных частиц, после чего стано-
вится необходимо доставить эти CRISPR/Cas-
компоненты в растительную клетку. На заключи-
тельном этапе требуется проверка правильности

редактирования генома с помощью тех или иных
методов, включая полногеномное секвенирование.

В данной статье будет сделан акцент только на
одном из этапов геномного редактирования, а
именно на способах доставки CRISPR/Cas-ком-
понентов к местам внесения изменений в геноме
растений. В литературе имеются несколько об-
зорных статей, где определенное внимание уделе-
но этим вопросам [5–9], однако стремительное
развитие событий в области редактирования рас-
тительных геномов с помощью CRISPR/Cas-си-
стем настоятельно требует рассмотреть данный
этап геномного редактирования растений более
подробно.

Собственно для геномного редактирования с
помощью CRISPR/Cas-технологии требуется
присутствие в участке редактирования комплекса
из гидРНК и подходящей Cas-нуклеазы, однако
их доставка в растительную клетку может произ-
водиться разными способами, которые можно
подразделить на те, что ведут к образованию
трансгенных растений, поскольку все или неко-
торые CRISPR/Cas-компоненты внедряются в
геном редактируемого растения, и на те, в ходе
которых возникают нужные мутации, а чужерод-
ная ДНК в геноме не появляется. Последний ва-
риант геномного редактирования можно назвать
“бесследным”, так как производится оно без уча-
стия ДНК (в англоязычной литературе известным
как DNA-free). В случае нокин варианта CRIS-
PR/Cas-редактирования, приводящего к образо-
ванию по сути трансгенных растений (даже без
встраивания участков ДНК, кодирующих Cas-
нуклеазу и гидРНК), дополнительно требуется
введение некой донорной ДНК, которая может
быть представлена как в виде коротких олигонук-
леотидов, так и довольно протяженных участков
ДНК в двух- или одноцепочечном состоянии. В
целом способы доставки CRISPR/Cas-компо-
нентов для геномного редактирования можно
разделить на две категории – прямые и непрямые
[9]. В случае первых происходит непосредственно
внедрение CRISPR/Cas-компонентов в раститель-
ную клетку за счет того или иного физического
воздействия, а для вторых необходимо использо-
вание промежуточного “хозяина” в виде агробак-
терий и/или модифицированных растительных
вирусов.

ДОСТАВКА CRISPR/Cas-КОМПОНЕНТОВ 
В РАСТИТЕЛЬНЫЕ КЛЕТКИ С ПОМОЩЬЮ 

Agrobacterium tumefaciens
Поскольку первые варианты растений с редак-

тированными геномами мало отличались от по-
лучения привычных трансгенных растений, то
неудивительно, что существующие способы со-
здания последних были применены и для достав-
ки CRISPR/Cas-компонентов в растительные
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клетки. Часто используемой системой для получе-
ния большинства трансгенных двудольных рас-
тений, а также некоторых видов однодольных,
служили агробактерии Agrobacterium tumefaciens,
несущие подходящие генно-инженерные кон-
струкции на основе бинарных векторов. Этот же
подход стал довольно широко применяться при
проведении геномного редактирования. Так,
уже в первых работах по геномному редактиро-
ванию разных видов растений (Arabidopsis thali-
ana L., табака Nicotiana tabacum L., риса Oryza sa-
tiva L., сорго Sorghum bicolor (L.) Moench.), до-
ставку CRISPR/Cas-компонентов в клетки
производили с помощью A. tumefaciens, предпо-
лагая встраивание Т-ДНК и стабильную экспрес-
сию трансгенов [10–14]. В отдельных работах тех лет
осуществляли агроинфильтрацию [15], что приво-
дило к транзиентной экспрессии Cas9/гидРНК, как,
например, при редактировании генома табака Бент-
хама (Nicotiana benthamiana Domin) [16]. Некоторым
преимуществом транзиентной экспрессии являет-
ся теоретически меньшее число нецелевых сайтов,
подвергнувшихся редактированию ввиду относи-
тельно кратковременной экспрессии трансгенов.
Агроинфильтрация была применена для редакти-
рования генома в условиях транзиентной экс-
прессии ряда видов цитрусовых, в результате чего
было показано, что эффективность процесса по-
вышалась за счет предварительно произведенной
обработки листовой поверхности суспензией
бактерий Xanthomonas citri subsp. citri [17].

Сообщалось о создании системы агробактери-
альных векторов, пригодных для эффективного
мультиплексного редактирования как однодоль-
ных (O. sativa), так и двудольных (A. thaliana) рас-
тений с высокой эффективностью [18]. Успешное
редактирование различных генных локусов пока-
зано для томата (Solanum lycopersicum L.), кукуру-
зы (Zea mays L.), винограда (Vitis vinifera L.), ма-
ниока (Manihot esculenta Crantz) и хлопчатника
(Gossypium hirsutum L.) после доставки с помощью
A. tumefaciens соответствующих Т-ДНК в клетки
этих видов растений [19–23]. Для трансгенного
тополя Populus tremula × alba, полученного с по-
мощью A. tumefaciens, несущей конструкции для
геномного редактирования двух генов биосинтеза
лигнина, была достигнута 100% эффективность
создания намеченных мутаций [24]. Известно,
что использование парных никаз Cas9 повышает
точность редактирования, и чтобы убедиться в
справедливости такого мнения, на растительных
объектах была проведена трансформация растений
риса (O. sativa) соответствующими конструкциями,
находящимися в агробактерии A. tumefaciens, что
полностью оправдало ожидания авторов [25].

Геномному нокаутному CRISPR/Cas-редакти-
рованию подвергли суспензионную культуру кле-
ток BY2 табака N. tabacum, продуцирующую ре-
портерный флуоресцентный белок, с таким рас-

четом, что три подобранных гидРНК должны
были направить Cas-нуклеазу для разрушения ко-
дирующего этот репортерный белок гена [26]. В 7
из 20 трансформантов, полученных с использова-
нием A. tumefaciens, это удалось. Другими автора-
ми также с помощью A. tumefaciens было произве-
дено нокаутное редактирование сразу 14 локусов
в генах, ответственных за синтез ксилоз и фукоз,
что позволило получить трансгенную линию сус-
пензионных клеток табака BY2, более пригодную
для наработки в ней биофармацевтических про-
дуктов в виде рекомбинантных (животных) бел-
ков [27].

Помимо наиболее часто используемой для ге-
номного редактирования нуклеазы Cas9, суще-
ствует немало и других аналогичных ферментов
[28], среди которых нуклеаза Cas12, известная
также как Cpf1. Она характеризуется тем, что для
ее “нацеливания” на место редактирования до-
статочно значительно более короткой молекулы
гидРНК. Сообщается также об использовании
комплекса нуклеазы Cpf1 и гидРНК в виде рибо-
зимного блока в составе бинарного вектора, до-
ставляемого в редактируемые клетки риса (O. sati-
va) с помощью A. tumefaciens [29]. Ранее было пока-
зано успешное мультиплексное редактирование
ряда генов у риса с использованием двух разных
нуклеаз Cpf1 и соответствующих гидРНК, объеди-
ненных в разных бинарных векторах на основе
pCambia, доставка которых также осуществля-
лась при помощи A. tumefaciens [30].

Отдельного внимания заслуживают работы, в
которых проводилось не нокаутное редактирова-
ние, а однонуклеотидные замены при помощи
каталитически неактивной нуклеазы Cas9, сши-
той с соответствующими дезаминазами. Так, с
помощью агробактериальной трансформации
были получены трансгенные растения A. thaliana
и рапса (Brassica napus L.) с точечной заменой A на
G в том числе в гене фитоендесатуразы, что при-
вело к формированию альбиносных фенотипов
[31]. Сходное редактирование путем дезаминиро-
вания и превращения C в T в кодоне аминокис-
лотного остатка Pro190 гена ацетолактатсинтазы
арбуза (Citrullus lanatus (Thunb. Matsum. & Nakai))
привело к тому, что созданная форма приобрела
устойчивость к гербициду трибенурону [32]. При-
чем доставка нужных CRISPR/Cas-компонентов
производилась с помощью A. tumefaciens с образо-
ванием трансгенных арбузов, но в поколении T1
редактирующую конструкцию у некоторых расте-
ний удалось исключить путем отбора, что позволило
авторам говорить о создании ими нетрансгенной
формы арбуза, устойчивой к гербициду. Для пер-
вичного визуального отбора редактированных форм
предлагается воспользоваться маркерным белком
(например, в случае вектора pKAMA-ITACHI
(pKIR) это красный флуоресцентный белок RFP),
поскольку практически все (или подавляющее
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большинство) несущие данный маркерный при-
знак растения будут характеризоваться намечен-
ными мутациями [33].

ДОСТАВКА CRISPR/Cas-КОМПОНЕНТОВ 
В КЛЕТКИ РАСТЕНИЙ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

РАСТИТЕЛЬНЫХ ВИРУСОВ
Использование растительных геминивирусов,

подвергнутых генно-инженерным модификаци-
ям, позволяет достигнуть более высокой эффек-
тивности трансформации без стабильной встрой-
ки в геном (табл. 1) [34]. Геминивирусы, инфици-
рующие широкий круг как однодольных, так и
двудольных растений, формируют большое се-
мейство растительных вирусов Geminiviridae и
представляют собой одноцепочечные ДНК-виру-
сы, которые после попадания в ядро растительной
клетки становятся двухцепочечными и интенсив-
но реплицируются по механизму катящегося коль-
ца с использованием ферментов хозяина. Однако
ввиду малых размеров их геномов, колеблющихся
в диапазоне от 2.5 до 3 тысяч пар нуклеотидов
(т.п.н.), они даже после оставления в их геноме
только участков, обеспечивающих репликацию,
часто не могут нести в себе протяженные чуже-
родные фрагменты ДНК в виде, например, генов
Cas-нуклеаз. Поэтому было предложено исполь-
зовать геминивирусы прежде всего для наработки
гидРНК в увеличенных количествах. Так, по ана-
логии с аббревиатурой VIGS (Virus Induces Gene
Silencing) – давно применяющегося метода для
намеренного замолкания генов [35, 36], один из
вариантов геномного редактирования с исполь-
зованием растительных вирусов было предложе-
но называть VIGE – VIrus based gRNA delivery sys-
tem for CRISPR/Cas9 mediated plant Genome Edit-
ing [37]. Его суть заключается в увеличении
копийности гидРНК в ядре клетки путем достав-
ки измененного геминивируса с помощью агроин-
фильтрации трансгенных растений, экспрессирую-
щих ген нуклеазы Cas9. В этой работе использовал-
ся вирус курчавости листьев капусты CaLCuV
(Cabbage Leaf Curl Virus), относящийся к роду Bego-
movirus, модифицированный геном которого содер-
жал ген гидРНК и был встроен в Т-ДНК в составе
бинарного агробактериального вектора, которым
путем агроинфильтрации трансформировался та-
бак N. benthamiana. Еще в ряде работ такой подход с
использованием разных геминивирусов (BeYDV –
вируса желтой карликовости фасоли, WDV – ви-
руса карликовости пшеницы и др.) применялся для
редактирования геномов различных растений – ри-
са (O. sativa) [30], томата (S. lycopersicum) [38], кар-
тофеля (Solanum tuberosum L.) [39] и пшеницы
(Triticum aestivum L.) [40].

Другой группой вирусов, использующихся для
повышения эффективности редактирования ге-

номов растений, служат одноцепочечные РНК-
вирусы семейства Virgaviridae, инфицирующие
около 400 видов растений из 50 семейств. Наибо-
лее часто используемым является вирус погрем-
ковости табака TRV – Tobacco Rattle Virus из рода
Tobravirus. Данный вирус имеет двухсегментный
геном TRV1 и TRV2, причем субгеном TRV2 мо-
жет быть модифицирован и способен нести чуже-
родные фрагменты, необходимые для редактиро-
вания геномов с помощью CRISPR/Cas-техноло-
гии. Хотя емкость TRV для чужеродной ДНК и
выше чем у геминивирусов (около 2–3 т.п.н.), она
все равно недостаточна для размещения в этом
вирусе гена Cas-нуклеазы, и поэтому экспери-
ментаторы вынуждены ограничиваться достав-
кой таким способом только гидРНК. Так, было
сообщено об успешном редактировании гена фи-
тоендесатуразы табака Бентхама путем совмест-
ной агроинфильтрации в это растение, уже экс-
прессирующее ген нуклеазы Cas9, двух штаммов
агробактерий A. tumefaciens, содержащих соответ-
ственно нативный TRV1 субгеном и измененный
субгеном TRV2, несущий участок, кодирующий
гидРНК под сильным вирусным промотором
PEBV (Pea Early-Browning Virus) [41, 42]. Упомя-
нутый промотор вируса раннего побурения горо-
ха PEBV вместе с вирусом TRV недавно был ис-
пользован для аналогичной доставки гидРНК как
в растения A. thaliana, так и того же вида табака
N. benthamiana [43]. Векторы, созданные на осно-
ве геминивирусов, могут быть использованы не
только для агробактериальной трансформации
[34, 38], но и для биобаллистики. К примеру, с ис-
пользованием вектора pWDV2 на основе вируса
карликовости пшеницы, несущего как ген Cas9, так
и гидРНК, была достигнута увеличенная в 12 раз
эффективность геномного редактирования по срав-
нению с доставкой необходимых CRISPR/Cas-
компонентов с помощью обычных векторов
(табл. 1) [40]. Также следует отметить работу, в ко-
торой с помощью агробактерий, несущих вектор
на основе геминивируса, содержащий одновре-
менно последовательности гидРНК, донорной
ДНК и нуклеазы Cas9, был осуществлен нокин це-
левого гена в растения томата (S. lycopersicum) [38],
причем эффективность редактирования была на
порядок выше, чем при использовании обычных
бинарных векторов. Одни авторы отмечают, что с
повышением эффективности геномного редакти-
рования увеличения частоты off-target активно-
сти не происходит [38], тогда как другие не акцен-
тируют на этом своего внимания [40].

ДОСТАВКА CRISPR/Cas-КОМПОНЕНТОВ 
В РАСТИТЕЛЬНЫЕ КЛЕТКИ С ПОМОЩЬЮ 

Agrobacterium rhizogenes

Для доставки CRISPR/Cas-компонентов в
клетки растений также было предложено исполь-
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Таблица 1. Некоторые сведения об эффективности геномного редактирования при стабильной встройке и тран-
зиентной экспрессии CRISPR/Cas-компонентов

Вид растения Способ доставки Встраивание в геном Эффективность редактирования

Sorghum bicolor Agrobacterium tumefaciens Стабильная встройка 27.8% [10]
Arabidopsis thaliana 70–71% [13, 14]
Oryza sativa 83.3–91.6% [11]
Solanum lycopersicum 83.6% [19]
Zea mays 70% [20]
Vitis vinifera 61.5% [21]
Manihot esculenta 90–100% [22]
Populus tremula × alba 100% [24]
Brassica napus 52–66% [31]
Citrullus lanatus 23% [32]
Solanum lycopersicum 75% [38]
Citrus sp. Транзиентная экспрессия 20% [17]
Nicotiana benthamiana Вирусная транзиентная 

экспрессия
85% [37]

на 43–61% выше, чем в контроле [41]
Oryza sativa 44–75% [23]
Arabidopsis thaliana 57–63% [43]
Glycine max Agrobacterium rhizogenes Стабильная встройка До 95% [48]

95% [49]
14.7–20.2% [51]

Medicago truncatula Нет данных [50]
Lotus japonicus 35% [53]
Salvia miltiorrhiza 42.3% [54]

50% [55]
Taraxacum kok-saghyz 88.9% [56]
Brassica carinata Во всех трансгенных корнях [57]
Oryza sativa Биобаллистика Стабильная встройка 14.5–20% [59]
Triticum aestivum 23–38% [60]

Вирусная транзиентная 
экспрессия

В 12 раз выше, чем в безвирусном 
варианте [40]

Транзиентная экспрессия 1–9.5% [63]
Биобаллистика РНП 21.8–33.4% [66]

Zea mays 47% [64]
Oriza sativa Трансформация прото-

пластов
Стабильная встройка 3–8% [69]

Arabidopsis thaliana Транзиентная экспрессия 26% [12]
Silene latifolia 20% [74]
Oriza sativa Трансформация прото-

пластов
РНП

До 27.3% [70]
Vitis vinifera 0.1% [71]
Malus domestica До 6.9% [71]
Petunia hybrida 5.3–17.8% [72]
Solanum tuberosum 25% [76]
Lactuca sativa До 46% [77]
Glycine max До 11.7% [78]
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зовать другую агробактерию Agrobacterium rhizo-
genes [44], вызывающую, как известно, рост воло-
совидных корней (термин “волосовидные кор-
ни” для таких корней был предложен еще в начале
прошлого века известным специалистом в области
бактериального патогенеза растений И.Л. Серби-
новым [45]). Было сообщено об успешном редак-
тировании репортерного гена (которым служили
разные варианты зеленого флуоресцентного бел-
ка) у растений томата (S. lycopersicum) с использо-
ванием бинарного вектора, несущего необходи-
мые компоненты для CRISPR/Cas9-редактирова-
ния, причем первичный отбор форм для анализа
производился на основе появляющихся волосо-
видных корней [44]. Справедливости ради следует
отметить, что ранее этот вид агробактерий исполь-
зовался для доставки компонентов для геномного
редактирования с помощью нуклеазы “цинковых
пальцев” [46]. Преимуществом использования
A. rhizogenes по сравнению c A. tumefaciens служит
как раз появление волосовидных корней, свиде-
тельствующих о произошедшем редактировании
генома опытного растения. Однако надо при-
знать, что данный маркерный признак носит кос-
венный характер, поскольку внедрение rol-генов,
вызывающих неопластический рост корней и
расположенных в диких штаммах A. rhizogenes на
отдельной Ri-плазмиде, и внедрение так называ-
емой T-ДНК, несущей необходимые для редакти-
рования ген Cas-нуклеазы и кассету для гидРНК,
находящихся в специальном бинарном векторе,
являются разными трансформационными собы-
тиями. Таким образом, появление волосовидных
корней свидетельствует в первую очередь о том,
что в растительную клетку, давшую начало их ро-
сту, попала чужеродная ДНК, что заметно сужает
поиск редактированных форм среди массы по-
тенциальных трансформантов. Позже на томате
было также показано, что феномен появления во-
лосовидных корней служит удобной системой
для проверки функциональности сконструиро-
ванных бинарных векторов для ведения геномно-
го редактирования [47].

После сообщения об успешном использова-
нии для доставки CRISPR/Cas-компонентов и
предварительного анализа произведенного ге-
номного редактирования с помощью агробакте-
рии A. rhizogenes, довольно быстро стали появ-
ляться аналогичные публикации. В нескольких
статьях сообщалось о применении этой агробак-
терии для доставки бинарных векторов с CRIS-
PR/Cas-компонентами для нокаутного редакти-
рования генома сои культурной (Glycine max (L.)
Merr.) [48–51]. Так, было показано, что из 88 про-
анализированных образцов волосовидных корней в
95% обнаружились ожидаемые мутации, биаллель-
ный характер которых выявлен для 8 из 9 использу-
емых бинарных векторов [49]. Помимо сои в од-
ной из этих работ доставка бинарных векторов,

несущих компоненты для CRISPR/Cas-редакти-
рования, осуществлялась также в другое бобовое
растение – люцерну усеченную (Medicago truncat-
ula Gaertn.) [50]. Произведенный авторами нок-
аут гена фитоендесатуразы привел к побелению
листьев, что служило уже прямым подтверждени-
ем произошедшего изменения ДНК. Другими ав-
торами было продемонстрировано довольно
успешное редактирование генома сои с помощью
как CRISPR/Cas-, так и TALEN-систем, достав-
ляемых в клетки с использованием соответствую-
щих бинарных векторов на основе pCambia 1301 с
помощью A. rhizogenes, благодаря чему отбор
трансформантов велся по фенотипу в виде волосо-
видных корней [52]. Еще одним растением семей-
ства бобовых, геном которого был редактирован в
нокаутном режиме путем доставки CRISPR/Cas-
компонентов с помощью A. rhizogenes, явился ляд-
венец японский (Lotus japonicus L.) [53].

В двух статьях разных групп авторов сообщает-
ся о произведенном редактировании генома ме-
дицинского растения шалфея краснокорневищ-
ного (Salvia miltiorrhiza Bunge), для чего использо-
вались разные штаммы A. rhizogenes с бинарными
векторами, несущими CRISPR/Cas-компоненты
[54, 55]. Причем в последней работе говорится,
что 50% растений, регенерированных из трансген-
ных волосовидных корней, несли нужные нокаут-
ные мутации. Ранее с успехом осуществлено редак-
тирование генома каучуконосного вида одуванчика
кок-сагыза (Taraxacum kok-saghyz Rodin) путем до-
ставки с помощью A. rhizogenes CRISPR/Cas-
компонентов в составе бинарного вектора для
нокаутирования одного из генов биосинтеза
инулина [56]. В данной работе было показано,
что из 11 проанализированных волосовидных
корней кок-сагыза, появившихся через три не-
дели после трансформации, в 10 произошло на-
меченное редактирование и через 10 недель бы-
ли получены полноценные растения кок-сагыза
с нокаутированным геном 1-FFT.

Одной из целей редактирования генома эфи-
опской горчицы (Brassica carinata A. Braun) было
нарушение гена, отвечающего за рост корневых
волосков, что удалось осуществить с помощью
бинарного вектора, несущего, помимо необходи-
мых для этого CRISPR/Cas-компонентов, еще и
ген репортерного зеленого флуоресцентного бел-
ка, что позволило дополнительно контролиро-
вать трансгенную природу образующихся под
действием A. rhizogenes волосовидных корней [57].
Недавно сообщено о нокаутировании у картофе-
ля клубненосного (S. tuberosum) гена, участвую-
щего в биосинтезе стероидных гликоалкалоидов,
придающих этому растению горечь и являющих-
ся токсичными для многих организмов, что было
осуществлено с помощью A. rhizogenes, несущей
соответствующую бинарную конструкцию, а ана-
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лиз произведенного редактирования проводился
на появившихся волосовидных корнях [58].

Насколько нам известно, это практически все
работы по редактированию геномов растений, в
которых для доставки созданных генно-инженер-
ных конструкций на основе различных бинарных
векторов использовалась агробактерия A. rhizo-
genes. При этом происходило встраивание Т-ДНК
из бинарных плазмид в геном редактируемых рас-
тений, и имела место стабильная экспрессия дан-
ных трансгенов, в результате чего в отдельных
случаях происходили нецелевые мутации [51].
Несмотря на удобство первичного скрининга по
появлению фенотипа волосовидных корней не-
обходимо учитывать, что регенерация из них пол-
ноценных растений для разных видов может быть
довольно проблематичной.

ДОСТАВКА CRISPR/Cas-КОМПОНЕНТОВ 
В РАСТИТЕЛЬНЫЕ КЛЕТКИ

С ПОМОЩЬЮ БИОБАЛЛИСТИКИ
Довольно распространенным способом полу-

чения трансгенных растений, более часто исполь-
зуемым для трансформации представителей класса
однодольных, является биобаллистическая достав-
ка в растительные экспланты генно-инженерных
конструкций, сорбированных на золотых частицах
микронного и субмикронного размеров. Неудиви-
тельно, что биобаллистическая трансформация
стала применяться и для редактирования геномов
разных видов растений. Так, было сообщено о
бомбардировке каллуса риса (O. sativa) плазмида-
ми, содержащими ген нуклеазы Cas9 и гидРНК,
нацеленной на редактирование гена фитоендеса-
туразы, о произошедшем нокауте которого мож-
но было судить, в том числе по белесому феноти-
пу регенерированных растений риса [59]. Эта же
группа авторов продолжила эксперименты по ре-
дактированию генома однодольных и в качестве
объекта редактирования использовала гены, распо-
ложенные во всех трех субгеномах мягкой гекса-
плоидной пшеницы (T. aestivum), ответственные за
аттрактацию этиологического агента, вызывающе-
го мучнистую росу, и доставка CRISPR/Cas-ком-
понентов в растительные клетки в их работе так-
же осуществлялась с помощью биобаллистики
[60, 61]. На примере риса показано, что с помо-
щью биобаллистической бомбардировки каллу-
сных тканей золотыми частицами, несущими со-
ответствующие гены нуклеазы Cas9 и гидРНК,
экспрессирующимися транзиентно, можно полу-
чить редактированные растения с мутациями в
гене ацетолактатсинтазы, приводящими к появ-
лению устойчивости к некоторым гербицидам [62].
В одной из работ способ редактирования раститель-
ных геномов с помощью транзиентной экспрессии
CRISPR/Cas9-комплекса, доставляемого с помо-
щью бомбардировки тканей золотыми частицами,

получил название TECCDNA (Transiently Expressing
CRISPR/Cas9 DNA) [63].

С целью создания растений с редактирован-
ным геномом, в который бы не происходило ин-
теграции чужеродной ДНК, был разработан под-
ход с использованием готового рибонуклеопроте-
идного (РНП) комплекса из соответствующей
Cas-нуклеазы и гидРНК, сорбированных на золо-
тых частицах, доставка которых осуществлялась с
помощью биобаллистики. При этом необходимо
отметить, что происхождение такого комплекса,
формирующегося in vitro за короткое время при
комнатной температуре, может быть различным,
имея ввиду, что гидРНК может быть заранее на-
работана транскрипцией in vitro или синтезирова-
на химическим путем в виде рибоолигонуклеоти-
да, а соответствующая Cas-нуклеаза может быть
наработана в системе in vivo и затем очищена долж-
ным образом, либо приобретена как биопрепарат у
ряда фирм-производителей такой продукции.

Впервые биобаллистическая процедура до-
ставки рибонуклеопротеидного комплекса
(РНП) Cas9/гидРНК для растительных объектов
была успешно применена при редактировании
генома кукурузы (Z. mays) [64] в “протеолистиче-
ской” (proteolistics) модификации данного метода
[65]. Сообщалось об использовании для доставки
такого редактирующего комплекса в растения
пшеницы (в незрелые зародыши) бомбардировки
тканей золотыми частицами с нанесенным на них
рибонуклеопротеином из нуклеазы Cas9/гидРНК
[66]. В своей следующей статье эти авторы приве-
ли подробный протокол действий по геномному
редактированию мягкой пшеницы (T. aestivum) с
помощью биобаллистической рибонуклеопроте-
идной трансформации [67]. Нокаутный и нокин
варианты редактирования генома риса (O. sativa)
были произведены с использованием Cpf1-нук-
леазы, причем гены двух задействованных фер-
ментов FnCpf1 и LbCpf1, кодирующие гидРНК
участки, а также донорные фрагменты ДНК (для
нокин экспериментов) находились в составе раз-
ных бинарных векторов [68]. Следует отметить,
что использование для биобаллистической транс-
формации РНП существенно увеличивало эф-
фективность геномного редактирования (табл. 1).

ДОСТАВКА CRISPR/Cas-КОМПОНЕНТОВ 
В РАСТИТЕЛЬНЫЕ КЛЕТКИ 

ТРАНСФОРМАЦИЕЙ ПРОТОПЛАСТОВ
Способ создания трансгенных растений через

трансформацию протопластов с некоторыми ва-
риациями был применен и для целей геномного
редактирования различных растений. Так, в од-
ной из ранних работ редактирование генома риса
(O. sativa) проводилось путем полиэтиленгликоль-
ной трансформации протопластов этого вида рас-
тений специально созданными конструкциями,
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содержащими необходимые CRISPR/Cas-компо-
ненты [69]. Наряду с использованием агробакте-
риальной трансформации для редактирования
геномов риса и A. thaliana через стабильно экс-
прессируемые нуклеазу Cas9 и гидРНК (о чем уже
говорилось выше), описывалась и трансформа-
ция протопластов A. thaliana с целью транзиент-
ной экспрессии аналогичных компонентов для
редактирования генома этого растения [12]. В ра-
боте других авторов помимо доставки в растения
риса CRISPR/Cas-компонентов с помощью A. tu-
mefaciens также проводилась и трансформация
протопластов, причем рибонуклеопротеидными
частицами, приготовленными заранее in vitro [70].
Также с помощью рибонуклеопротеидных частиц,
состоящих из гидРНК и Cas9-нуклеазы, были про-
изведены направленные изменения геномов вино-
града (V. vinifera), яблони (Malus domestica Borkh.),
петунии (Petunia Juss.), доставка редактирующих
комплексов в клетки которых осуществлялась пу-
тем трансформации их протопластов [71, 72].

Проведено успешное CRISPR/Cas-редактиро-
вание двух генов пшеницы (T. aestivum) с помощью
транзиентной экспрессии соответствующих кон-
струкций, доставленных к месту редактирования
путем трансформации протопластов [73]. Сообща-
ется о транзиентной трансформации протопластов
двудомного растения смолевки белой (Silene latifolia
Poir.) генно-инженерными конструкциями, содер-
жащими как CRISPR/Cas-систему редактирования,
так и TALEN-систему [74].

Упомянутые выше работы ставили своей це-
лью проведение по сути модельных эксперимен-
тов и ограничивались констатацией факта про-
изошедшего редактирования. Поэтому нельзя не
обратить отдельного внимания на исследования,
в ходе которых созданы полноценные редактиро-
ванные растения. Так, удалось провести мульти-
аллельное редактирование гена крахмалсинтазы
путем транзиентной экспрессии CRISPR/Cas-
компонентов, доставленных в протопласты кар-
тофеля (S. tuberosum), в виде последующей реге-
нерации полноценных растений, несущих ожи-
даемые изменения генома [75]. В своей следую-
щей работе эти авторы для трансформации
протопластов картофеля с целью аналогичного
CRISPR/Cas-редактирования использовали уже
рибонуклеопротеидный комплекс [76]. Ранее по-
добные рибонуклеопротеидные комплексы с нук-
леазой Cas9 доставлялись в протопласты A. thaliana,
N. tabacum, салата (Lactuca sativa L.) и риса (O. sa-
tiva) путем полиэтиленгликольной трансформа-
ции также с последующей регенерацией растений
[77]. В дальнейшем эти авторы для редактирова-
ния геномов G. max и N. tabacum использовали
уже рибонуклеопротеидный комплекс, включаю-
щий нуклеазу Cpf1 [78].

Завершая рассмотрение доставки CRISPR/Cas-
компонентов в протопласты растений, следует
заметить, что помимо этапа получения протопла-
стов под действием ряда ферментов, главным не-
достатком этого подхода служат трудности с реге-
нерацией полноценных растений, которые для
целого ряда видов до сих пор не преодолены. В
то же время главным преимуществом данного
направления исследований является возмож-
ность использования разрабатываемых техноло-
гий для получения полностью редактированных
растений без “следов” чужеродной ДНК, так как
предполагается получение регенерантов из еди-
ничных генетически измененных протопластов.

ДОСТАВКА CRISPR/Cas-КОМПОНЕНТОВ 
И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ГЕНОМНОГО 

РЕДАКТИРОВАНИЯ
Эффективность геномного CRISPR/Cas-ре-

дактирования зависит от очень многих факторов,
начиная с определения типа геномного редакти-
рования (нокаутное, нокин, дезаминирование) и
выбора мишени, дизайна гидРНК, доставки не-
обходимых компонентов к месту редактирования
(табл. 1). Наконец, она зависит от оказавшихся в
клетке количеств этих компонентов, которые
определяются как способом доставки, так и уров-
нем экспрессии доставленных генов, находящих-
ся под контролем тех или иных промоторов,
включая тканеспецифичные. Но поскольку те-
мой статьи является доставка CRISPR/Cas-ком-
понентов, то остальные моменты, среди которых
создание разнообразных плазмидных конструк-
ций (тем более что большое их число в готовом
виде, включая варианты с оптимизированным
кодонным составом, доступно через репозитарий
Addgene) и анализ силы промоторов здесь будут
оставлены без внимания.

Наиболее простым и проверенным способом
доставки чужеродной ДНК внутрь растительных
клеток является агробактериальная трансформа-
ция, осуществляемая как с помощью A. tumefa-
ciens, так и A. rhizogenes. При этом может произой-
ти встраивание чужеродной ДНК в ядерную ДНК
растения-реципиента и в зависимости от исполь-
зуемых промоторов будет иметь место стабильная
или индуцибельная экспрессия. Весьма часто в
экспериментах по трансформации используются
“сильные” промоторы, как, например, промотор
35S РНК вируса мозаики цветной капусты. Одна-
ко, если при проведении геномного редактирова-
ния созданное таким образом трансгенное расте-
ние будет конститутивно экспрессировать эти чу-
жеродные для него элементы в виде Cas-нуклеазы
и гидРНК в больших количествах, то это приве-
дет, с одной стороны, к более полному редакти-
рованию целевых сайтов (табл. 1), достигая пол-
ной биаллельности мутаций, а с другой – повы-
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сится вероятность редактирования нецелевых
сайтов. Так, на табаке N. tabacum была проведена
специальная работа, в ходе которой производилась
полиэтиленгликольная трансформация протопла-
стов, а также создавались полноценные трансген-
ные растения [79]. Оказалось, что при редактирова-
нии двух генов табака эффективность возникнове-
ния мутаций составила от 16.2 до 20.3% при
транзиентной экспрессии, тогда как в полученном
трансгенном растении эффективность редакции
одного гена составила 81.8%, а второго – 87.5%.

Учитывая нежелательность нецелевых мута-
ций, вполне логичным выглядит вариант со
встраиванием в геном, например, только участ-
ков, кодирующих гидРНК, тогда как транскрип-
ция гена Cas-нуклеазы происходит транзиентно с
доставленной в клетку путем агроинфильтрации
другой плазмиды, несущей данный ген. В этом слу-
чае требуется использование двух разных плазмид-
ных конструкций, а для нокин вариантов – еще и
донорной ДНК, которая может находиться на
третьей плазмиде. Впрочем, при встраивании в
геном любого из CRISPR/Cas-компонентов об-
разуется трансгенное растение со всеми вытекаю-
щими последствиями. Хотя затем удаление вре-
менно требующихся для редактирования элемен-
тов из “отредактированного” растения может
быть произведено, например, используя возврат-
ные скрещивания. Но такие методы удаления
трансгенов могут оказаться малоэффективными
в случае двудомных и самофертильных видов рас-
тений или даже неприемлемыми для сельскохо-
зяйственных культур, размножаемых вегетатив-
но, поскольку размножение семенным путем при-
ведет у них к потере ценных сортовых признаков.
Также мало подходит такой способ для растений с
продолжительным ювенильным периодом, одна-
ко некоторое ускорение процесса может обеспе-
чить прививка редактированного растения на
взрослый подвой. В генной инженерии растений
для удаления маркерных генов применяют также
специально разработанные методы. К примеру,
для этого может быть использована рекомбина-
ционная система Cre/loxP из бактериофага P1.
При этом необходимый для последующего удале-
ния маркерный ген фланкируется участками loxP,
а Cre-рекомбиназа при транзиентной экспрессии
в векторе, основанном, к примеру, на вирусе кар-
тофеля X, удаляет этот фрагмент ДНК [80].

Альтернативой создания трансгенных расте-
ний при проведении геномного редактирования
является технология, в которой при нокаутирова-
нии или дезаминировании целевых мишеней не
требуется использования молекул ДНК, а произ-
водится доставка непосредственно комплекса из
нуклеазы и гидРНК (рис. 1). При этом их количе-
ства в месте редактирования могут быть довольно
большими. Так, гидРНК может быть получена с
помощью транскрипции в системе in vitro под кон-

тролем промотора Т7 РНК полимеразы с исполь-
зованием специальной конструкции или синтези-
рована химическим путем. Нуклеазы Cas9 или
Cas12 могут быть наработаны в E. coli с помощью
экспрессионных векторов, несущих гены этих
белков под контролем подходящего промотора,
или приобретены из коммерческих источников,
поскольку уже ряд фирм включили в свой ассор-
тимент товаров данные позиции.

В целом, анализ литературы показывает, что
стабильная встройка и экспрессия CRISPR/Cas-
компонентов способствует высокому уровню эф-
фективности редактирования в среднем от 50 до
100% (табл. 1). В то же время эффективность ге-
номного редактирования при транзиентной экс-
прессии CRISPR/Cas-компонентов заметно ниже
(от 1 до 47%). Эффективность редактирования су-
щественно повышалась при использовании для
транзиентной экспрессии генно-инженерных кон-
струкций с вирусными регуляторами репликации.
При биобаллистической трансформации эффек-
тивность редактирования была относительно низ-
кой, особенно при транзиентной экспрессии, одна-
ко существенно повышалась при использовании
для бомбардировки РНП комплексов (табл. 1).

Как уже говорилось выше, в настоящее время с
использованием современных технологий транс-
формации растений при геномном CRISPR/Cas-
редактировании в его разных вариантах могут по-
лучаться как нетрансгенные растения, обозначае-
мые на рисунке “нр” и “п”, так и трансгенные
растения, обозначаемые как “НР”, “НРД”, “Нр”,
“НрД”, “нР”, “нРД”, “нрД”, “пД”. Все эти вари-
анты, безусловно, зависят от способа доставки
CRISPR/Cas-компонентов, но это уже вторично,
поскольку, например, нрД- и пД-растения (равно
как и другие) могут быть созданы с помощью раз-
ных способов (рис. 1).

НОВЫЕ МЕТОДЫ СЕЛЕКЦИИ РАСТЕНИЙ
И ПРОБЛЕМА ГМО

В последние годы в англоязычной литературе
появились устойчивые словосочетания New
Breeding Techniques (NBT) или New Plant Breeding
Techniques (NPBT), под которыми подразумева-
ется применение для современной селекции рас-
тений целой группы новых методов. Однако в ми-
ре до сих пор нет единой точки зрения – приво-
дит ли использование этих новых методов
селекции к созданию генетически-модифициро-
ванных растений в привычном понимании или та-
ковыми их считать не следует. Так, в 2007 г. в Евро-
пе была создана специальная рабочая группа по
новым технологиям “New Techniques Working
Group”, в течение нескольких лет рассматривав-
шая восемь различных подходов к внесению изме-
нений в генетический материал высших растений:
Oligonucleotide-directed mutagenesis; Site-directed



348

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 66  № 5  2019

КУЛУЕВ и др.

nucleases (SDN-1, SDN-2, SDN-3); Cisgenesis/in-
tragenesis; Grafting on a GMO rootstok; Agro-infiltra-
tion; RNA-dependent DNA methylation; Reverse
breeding; Synthetic genomics. В связи с темой дан-
ной статьи интерес представляет лишь использо-
вание нуклеаз, вызывающих двуцепочечные раз-
рывы в редактируемой ДНК, причем, когда перед
теми экспертами ставилась задача по анализу по-
следствий создания растений с использованием
новых методов селекции, то имелись ввиду мега-
нуклеазы и нуклеазы “цинковых пальцев”, по-
скольку другие нуклеазные технологии для целей
редактирования тогда еще не использовались.
Позже в рассмотрение добавились TALE нукле-
азы и Cas-нуклеазы. Причем варианты SDN-1,
SDN-2 и SDN-3 распространились сейчас и на
них, поскольку под ними имеются ввиду соответ-
ственно: 1) репарирование негомологичных кон-
цов без добавления репарирующей ДНК; 2) репа-

рирование путем гомологичной рекомбинации с
добавлением относительно короткой ДНК, несу-
щей небольшие изменения по сравнению с заме-
няемой последовательностью; 3) репарирование
путем гомологичной рекомбинации с внедрени-
ем довольно протяженного чужеродного участка
ДНК [81]. По результатам работы упоминавшей-
ся рабочей группы был подготовлен специальный
доклад и статья, даже заголовок которой (“Trans-
genic or not? No simple answer!”) говорил о том, что
вопрос, являются ли трансгенными растения, со-
зданные с помощью новых селекционных техно-
логий, остается открытым [82].

Существуют различные подходы к произве-
денной модификации. Либо рассматривается ко-
нечный продукт в виде измененного любым спо-
собом растения (Аргентина, Канада, США), либо
способ, которым это изменение достигнуто (Ев-
ропейский Союз, Российская Федерация). В этой

Рис. 1. Упрощенная схема способов доставки CRISPR/Cas-компонентов для редактирования геномов растений с
внедрением и без внедрения чужеродной ДНК. “Н” или “н” – различные Cas-нуклеазы; “Р” или “р” – гидовые РНК;
“п” – РНП, представляющий собой рибонуклеопротеидный комплекс из молекул Cas-нуклеаз и гидовых РНК; “Д” –
донорная ДНК. Заглавные буквы символизируют интеграцию соответствующих компонентов в геном редактируемого
растения, тогда как их строчные варианты означают транзиентную экспрессию, не приводящую к встраиванию в ге-
ном чужеродной ДНК. Прямоугольники “Cas”, “РНК”, “РНП”, “ДНК” символизируют компоненты CRISPR/Cas-
редактирования, под которыми понимаются соответствующие генно-инженерные конструкции (“Cas”, “РНК”);
“РНП” – представляет собой рибонуклеопротеидный комплекс, формируемый in vitro; под “ДНК” понимается любая
донорная ДНК как в виде олигонуклеотидов, так и протяженных молекул в одно- или двухцепочечных формах, в том
числе в составе векторных конструкций, которые используются в нокин экспериментах. Сплошными линиями обо-
значены способы доставки CRISPR/Cas-компонентов, приводящие к встраиванию чужеродной ДНК, включая до-
норную ДНК, в геном редактируемого растения, а пунктирными линиями показаны способы, при которых имеет ме-
сто транзиентная экспрессия отдельных CRISPR/Cas-компонентов или функционирует доставляемый РНП.
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связи надо заметить, что основные термины и опре-
деления, какие организмы считать генетически-мо-
дифицированными, предложены достаточно дав-
но, еще до появления новых методов селекции и
уже не в полной мере соответствуют реалиям се-
годняшнего дня, тем более, если принимать во
внимание бурно развивающуюся CRISPR/Cas-
технологию редактирования геномов, в том числе
в “бесследном” варианте. К тому же, помимо ис-
кусственно редактированных, существуют “при-
родно-трансгенные растения” c чужеродными ге-
нами, попавшими в их геномы за счет естествен-
ных природных процессов [83, 84]. Поэтому
остро необходим пересмотр требований к созда-
ваемым с помощью генной инженерии, включа-
ющей геномное редактирование, растениям, где
главенствующим должен быть не способ созда-
ния нового организма, а внесенные изменения,
которые принципиально могут или не могут про-
изойти в природе.

Уже есть ряд примеров, когда созданные с по-
мощью CRISPR/Cas-технологии новые организ-
мы, в которых не произошло внедрения чужерод-
ной ДНК, за ГМО приняты не были. Так, в 2016 г.
в отношении созданных с помощью CRISPR/Cas
нокаутной технологии нового сорта шампиньона
двуспорового (Agaricus bisporus (J.E.Lange) Im-
bach), не темнеющего на воздухе после сбора уро-
жая благодаря тому, что в нем оказался нарушен-
ным один из шести имеющихся генов полифено-
локсидазы, а также сорта кукурузы (Z. mays) с
нарушенным геном waxy, характеризующимся
повышенным содержанием амилопектина, было
решено, что они не являются ГМО и не требуют
проведения соответствующих исследований на
предмет их безопасности [85]. В 2017 г. в Канаде и
США перечень таких редактированных растений,
не подлежащих ГМО-контролю, пополнили ры-
жик (Camelina sativa (L.) Crantz), продуцирующий
масло с увеличенным содержанием омега-3 ком-
понента, соя (G. max), устойчивая к засухе и засо-
лению, что достигнуто путем нарушения генов
Drb2a и Drb2b, и однолетний злак щетинник зеле-
ный (Setaria viridis (L.) P. Beauv), характеризую-
щийся задержкой цветения, вызванной наруше-
нием гомолога гена ID1 [86]. Такое же отношение
к подобным растениям есть в некоторых других
странах мира, включая Швецию, хотя в Европе в
целом отношение к ГМО довольно суровое. Од-
нако в январе 2018 г. после ходатайства, поданно-
го Францией, генеральный адвокат Европейского
суда M. Bobek определил, что организмы, полу-
ченные с помощью новых технологий редактиро-
вания генов, не должны попадать под правила Ев-
ропейского Союза 2001 г. (Directive 2001/18/EC)
по выращиванию и маркетингу генетически мо-
дифицированных продуктов питания. Тем не ме-
нее, 25 июля 2018 г. Европейский суд, заседавший
в Люксембурге, постановил, что на все растения с

редактированным геномом должны распростра-
няться правила, действующие в отношении обыч-
ных трансгенных растений, чем вызвал серьезное
разочарование научной общественности не только
в Европе, но и во всем мире [87, 88]. При этом от-
мечается, что данное решение не имеет под собой
никакой научной основы. Остается надеяться, что
в России такие растения все же не будут подпадать
под запрет на возделывание ГМО. При этом нель-
зя исключать, что со временем может появиться
даже новая аббревиатура – “ГРО” (геном-редак-
тированные организмы).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Недавно в журнале Nature Reviews Molecular
and Cell Biology была опубликована краткая за-
метка [89], в которой отмечается, что одним из
“тонких мест” при редактировании геномов рас-
тений является доставка CRISPR/Cas-компонен-
тов в растительные клетки и последующая реге-
нерация целого растения. Причем это до некото-
рой степени взаимосвязанные вещи, учитывая,
что далеко не все виды растений легко поддаются
регенерации из культуры тканей. Именно поэто-
му в этой публикации подчеркивается необходи-
мость разработки новых способов доставки
CRISPR/Cas-компонентов в апикальную мери-
стему или в пыльцевые зерна, чтобы для получе-
ния полноценных растений с редактированными
геномами обходиться без этапа культивирования
in vitro. В этой заметке также отмечается о том, что
достигнутые в настоящее время результаты в об-
ласти редактирования геномов растений – это
лишь совсем малая их часть и следует ожидать бо-
лее грандиозных успехов, включая, к примеру,
придание небобовым растениям способности
фиксировать атмосферный азот [89]. При этом
справедливо замечается, что для широкомасштаб-
ного использования CRISPR/Cas-технологии в
сельском хозяйстве предстоит преодоление не на-
учных трудностей, а принятие общественностью
этой технологии и правильное государственное
регулирование. А способы доставки CRISPR/Cas-
компонентов в клетки растений для редактирова-
ния их геномов также играют в этом немаловаж-
ную роль.

Работа выполнена в рамках государственных
заданий № АААА-А16-116020350028-4, № AAAA-
A19-119021190011-0 и при поддержке грантов Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
№№ 18-04-00118, 19-016-00117, 19-016-00139.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных в
качестве объектов исследований.
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