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В настоящее время наиболее быстрым и эффективным методом получения растений с желаемыми
признаками является геномное редактирование CRISPR/Cas. Основное его отличие от традицион-
ной генной инженерии состоит в том, что редактирование производится в заранее известном месте
генома. Поэтому помимо прикладного применения, геномное редактирование все чаще использу-
ют в фундаментальных исследованиях функций собственных генов растений. Однако технология
CRISPR/Cas до сих пор изучается в большей степени не на растениях, а на бактериальных и живот-
ных объектах. Тем не менее, существуют простые в применении системы векторов, содержащие
широкий ассортимент элементов для редактирования генома растений, а также регуляции экспрес-
сии целевых генов. От исследователя требуется только выбрать подходящую ему систему и адапти-
ровать ее под свой объект и цели эксперимента. В данной статье представлен подробный обзор воз-
можностей, которые предоставляют доступные на сегодняшний день системы для геномного редак-
тирования растений.
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ВВЕДЕНИЕ

Редактирование генома заключается в исполь-
зовании сайт-специфических эндонуклеаз, рас-
познающих заданный исследователями участок
ДНК. Природные нуклеазы осуществляют в этом
месте разрыв (“молекулярные ножницы”). Хотя в
широком смысле в геномном редактировании
могут использоваться также мегануклеазы, эф-
фекторные нуклеазы, подобные активаторам
транскрипции (TALEN), и нуклеазы типа “цинко-
вых пальцев” (ZFN) [1–3], именно CRISPR/Cas
является наиболее простой, стремительно разви-
вающейся и широко применяемой технологией. И
сейчас, говоря о геномном редактировании, чаще
всего подразумевают систему CRISPR/Cas. По-
мимо этого, в CRISPR двуцепочечный разрыв
способна осуществлять единственная нуклеаза,
распознающая одну гидовую РНК, тогда как в ме-
тодах ZFN и TALEN требуются две нуклеазы.

Хотя метод CRISPR/Cas и может приводить к
нецелевым мутациям, для растений такая пробле-
ма не является критичной, и поэтому именно эта
технология для растительных объектов обладает

наибольшим потенциалом практического приме-
нения. Соя, рыжик посевной, различные газон-
ные травы с отредактированным геномом уже вы-
шли на рынок [4]. Внедрение генной терапии, а
также сельскохозяйственных животных, полу-
ченных с помощью CRISPR/Cas, до сих пор не
состоялось, несмотря на то, что исследования в
этой области ведутся гораздо более интенсивно.

Первые статьи с упоминанием CRISPR дати-
руются 2002 г. [5], и на данный момент их насчи-
тывается более 22 тыс. Однако первые сообщения
о геномном редактировании растений с исполь-
зованием этой технологии появились только в
2013 г. [6–8]. На начало 2021 г. статей по расти-
тельной тематике в базе PubMed менее 3 тыс.
(рис. 1).

В этой сфере работают некоторые научные
коллективы, заинтересованные в большей степе-
ни в создании работоспособных генно-инженер-
ных конструкций, которые можно адаптировать
под разные задачи, нежели во всестороннем ис-
следовании растений, геном которых удалось от-
редактировать. К сожалению, созданный ими об-
ширный инструментарий для геномного редакти-
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Рис. 1. Доля статей о растениях (выделена белым цве-
том) среди статей по тематике CRISPR/Cas в 2002–
2021 гг., согласно статистическим данным PubMed.
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×103рования остается по большей части вне фокуса
внимания физиологов растений, хотя он и имеет-
ся в открытом доступе в виде разнообразных си-
стем так называемых “пустых” или “холостых”
векторов. Для обмена молекулярно-биологически-
ми разработками в научном сообществе существу-
ют специальные репозитории. Крупнейшим из них
является Addgene (https://www.addgene.org/). Из-
вестны также такие базы как Kerafast (https://
www.kerafast.com/) и Arabidopsis Biological Re-
source Center (ABRC) (https://abrc.osu.edu/).

De novo создание генно-инженерных кон-
струкций требует времени, большого количества
специфических реактивов и оборудования, а так-
же проверки работоспособности на модельных
объектах. Поэтому использование готовых, уже
проверенных систем позволило бы интенсифи-
цировать исследования растений с редактирован-
ным геномом и сократить время их получения.
Методом CRISPR/Cas можно добиться как разру-
шения гена с полной потерей функций, так и то-
чечных мутаций, а также изменения уровня экс-
прессии без внесения изменений в нуклеотидную
последовательность гена. Это дает уникальные
возможности по исследованию функций генов
растений, геном которых был секвенирован, но
не аннотирован полностью, и по выявлению генов,
ответственных за хозяйственно-ценные признаки.
И хотя в последние годы появилось множество об-
зоров, объясняющих суть методов геномного ре-
дактирования [1, 9–13], а также эксперименталь-
ных статей, где генетические конструкции созда-
вались авторами de novo [6, 14–20], информация о
наработанном за это время доступном инстру-
ментарии для геномного редактирования расте-
ний до сих пор не была обобщена. Также за по-
следние годы было предложено множество новых
способов повышения эффективности геномного
редактирования растений.

Цель обзора – обобщение и анализ информа-
ции о доступном инструментарии для геномного
редактирования растений и его основных эле-
ментах, а также об эффективности и перспекти-
вах использования каждого из этих элементов в
растениях. Он может быть полезен для широкого
круга биологов, занимающихся функциональной
геномикой, молекулярной и классической фи-
зиологией растений.

1. ЭЛЕМЕНТЫ CRISPR/Cas СИСТЕМЫ
Минимальный арсенал для CRISPR-техноло-

гии геномного редактирования – это нуклеаза
Cas, либо ее модификация, а также гидовая РНК,
в составе которой находится невариабельная
часть (каркас, scaffold) и спейсер, комплементар-
ный целевому участку генома (протоспейсеру) [3,
13]. В зависимости от класса растений использу-
ются промоторы для однодольных либо двудоль-

ных, а последовательность гена нуклеазы может
быть оптимизирована по кодонному составу в зави-
симости от объекта. Генно-инженерные конструк-
ции могут включать и другие важные элементы –
селективные гены, активаторы и репрессоры, уси-
лители эффективности и специфичности, донор-
ную ДНК. В частности, предложено множество ва-
риантов решения вопроса доставки не одной, а
множества гидовых РНК в растение. Во многих си-
стемах представлены деактивированные Cas9
(dCas9), соединенные с разнообразными эффек-
торами для активации либо репрессии транскрип-
ции в заданном месте без образования разрывов. Об
эффективности некоторых дополнительных эле-
ментов (таких как экзонуклеаза TREX2) при геном-
ном редактировании растений пока мало информа-
ции, тогда как по другим (к примеру, активаторам
экспрессии VP64 и VPR) накопилось достаточно
много экспериментальных данных. Если для но-
каута растительных генов в свободном доступе
имеется несколько систем векторов, то осуществ-
лять нокин (knock-in, вставку в геном растения
донорной ДНК) позволяет пока что только одна
(табл. 1). В целом, выбор конкретных векторов
для решения собственных прикладных задач тре-
бует глубокого понимания назначения и эффек-
тивности каждого из их элементов.

Cas-нуклеазы

Показано, что геномное редактирование в рас-
тениях можно осуществлять различными типами
Cas-нуклеаз. Одним из важнейших их различий,
обуславливающих необходимость такого разно-
образия, является распознаваемый ими участок
PAM (Protospacer Adjacent Motif – мотив, смеж-
ный с протоспейсером). Если протоспейсер не
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соседствует с участком PAM, специфичным для
данной нуклеазы, то она не сработает.

Нуклеаза Cas9 – самая известная и распро-
страненная в геномном редактировании, была
впервые позаимствована у бактерии Streptococcus
pyogenes (SpCas9). У нуклеазы данной бактерии
PAM представляет собой последовательность
нуклеотидов 5′-NGG, тогда как у Staphylococcus
aureus это 5′-NNGRRT, а у Streptococcus thermophi-
lus – 5′-NNRGAA [21]. Для образования комплек-
са с Cas9 требуются крРНК (crispr RNA – около
30 нуклеотидов, 20 из которых представляют со-
бой спейсер, определяющий таргетирование) и
тракрРНК (trans-activated CRISPR RNA – около
70 консервативных нуклеотидов на 3’-конце), ко-
торые обычно объединены в одну sgRNA. Данная
нуклеаза образует двуцепочечные разрывы с ту-
пыми концами, а также может образовывать не-
большие делеции (1–3 п. н.) [22].

Позже была открыта нуклеаза Cas12a (Cpf1),
которая оказалась более подходящей для множе-
ственного таргетирования, а также для растений,
богатых АТ-участками. Она образует более длин-
ные делеции размером 6–13 п. н. [23]. В отличие
от Cas9, PAM для этой нуклеазы имеет последова-
тельность 5′-TTTN и находится перед протоспей-
сером, а не после него. Нуклеаза Francisella novici-
da (FnCpf1) распознает еще более короткий PAM
5′-TTN [24]. Для формирования активного комплек-
са с Cas12a достаточно только крРНК [16, 23, 25].
Двуцепочечный разрыв же происходит дальше от
протоспейсера (в 13–23 п. н.), и оставляет липкие
концы, что позволяет более эффективно прово-
дить нокин [26, 27]. Помимо этого, нуклеаза
Cas12a допускает меньше нецелевых мутаций [24].

Cas12b (C2c1) – меньшая по размеру нуклеаза,
чем предыдущие. Как и Cas12a, она предпочитает
Т-богатые PAM (5′-TTTN или 5′-TTN) и создает
липкие концы в месте двуцепочечного разрыва и
более крупные делеции, чем Cas9 (4–14 п. н.) в
промежутке от 12 до 24 нуклеотидов после PAM.
Cas12b обеспечивает высокую специфичность ге-
номного редактирования, поскольку чувстви-
тельна к замене даже одного нуклеотида в после-
довательности протоспейсера. Как и для Cas9,
для работы этой нуклеазы требуется как крРНК,
так и тракрРНК. Cas12b Alicyclobacillus acidiphilus
(AaCas12b) была наиболее эффективна для ге-
номного редактирования риса по сравнению с
аналогичными нуклеазами Alicyclobacillus acido-
terrestris (AacCas12b) и Bacillus thermoamylovoran
(PAM 5′-ATTN) [22]. Также была показана воз-
можность использования Cas12b на примере
хлопчатника [28] и Arabidopsis thaliana [20].

Cms1 (Cas12e) – одна из самых маленьких сре-
ди изученных нуклеаз, которая, как и Cas12a,
нуждается только в крРНК и не требует тра-
крРНК. Она обнаружена у Smithella sp., Microgeno-

mates sp., Omnitrophica sp. и Sulfuricurvum sp. и рас-
познает АТ-богатые PAM (5′-TTN). В отличие от
остальных нуклеаз, которые испытывались сна-
чала на клетках животных, Cms1 впервые была
опробована именно на растениях, путем биобал-
листики каллусов риса [29]. Тем не менее, систем
с этой нуклеазой в свободном доступе пока нет
(табл. 1).

Оптимальной температурой для работы нукле-
азы SpCas9 является 32°C, Cas12a – 28–32°C, Aac-
Cas12b – 40°C, AaCas12b – 31°C, что снижает эф-
фективность их применения в растениях [28, 30,
31]. Температурный оптимум для Cms1 пока не
определен. В растениях активность Cas12a сни-
жалась также в темноте, тогда как с Cas9 такой за-
висимости не наблюдалось [27].

Для преодоления ограничений, имеющихся у
природных нуклеаз, успешно создаются их мо-
дифицированные варианты, в том числе с изме-
ненными PAM. Например, создана IspyMacCas9,
распознающая последовательность 5′-NAAR;
SpCas9-VQR, распознающая последовательности
5′-NGAN и 5′-NGNG; SpCas9-NG, для которой
достаточно PAM 5′-NG [30–33]. Разнообразие
Cas особенно важно для геномного редактирова-
ния растений. Геномы различных видов могут зна-
чительно различаться по кодонному составу: по
некоторым оценкам, от 43.44% GC в кодирующих
участках генома тополя до 55.37% у кукурузы [34].
Таким образом, в зависимости от объекта иссле-
дования могут быть использованы нуклеазы, рас-
познающие АТ- либо GC-богатые PAM. Кроме
того, минимальная температура, обеспечиваю-
щая геномное редактирование с природными Cas
составляет 28°C, тогда как комфортные условия
для наиболее распространенного модельного
растения A. thaliana, а также многих сельскохо-
зяйственных культур – 20–22°C. Поскольку для
животных организмов эта проблема не была акту-
альна, поиск ее решения начался лишь недавно.
Пока что единственным способом повысить эф-
фективность геномного редактирования A. thaliana
был тепловой стресс при 37°C [35], тогда как низ-
котемпературные нуклеазы до сих пор не разрабо-
таны. Однако у агробактерий, которые чаще всего
используются для трансформации растений, тоже
есть свой температурный оптимум – около 27°C,
поэтому тепловой стресс может негативно влиять
на их жизнеспособность и снижать эффективность
трансформации. В связи с этим, в экспериментах
по геномному редактированию необходимо преду-
сматривать обеспечение температурного режима,
необходимого не только для работы Cas, но и для
выживания и агробактерий, и самих растений.

Деактивированная Cas-нуклеаза (dCas)
Широко применяемой модификацией Cas, о

которой необходимо упомянуть отдельно, явля-
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ется ее деактивированная форма, не способная
осуществлять двуцепочечный разрыв. Этого до-
биваются путем внесения точечных мутаций. Для
Cas9 это обычно мутация D10A в каталитическом
домене RuvC1 и мутация H840A в каталитиче-
ском домене HNH. Белок Cas, лишенный эндо-
нуклеазной активности (dCas), остается способ-
ным связываться с ДНК. Это свойство позволяет
использовать такие деактивированные нуклеазы
для программирования транскрипции [36]. Бу-
дучи дополненными эффекторными доменами
(активаторами либо репрессорами), dCas могут
регулировать уровень экспрессии целевых генов.
Эффекторы присоединяют к С-концу dCas9. Для
этой цели может быть использован как единич-
ный эффектор, так и несколько эффекторов в
тандеме [15, 36]. Гидовые РНК при этом подбира-
ют для промоторной области.

Одним из наиболее часто используемых в ге-
номном редактировании растений активаторов
транскрипции является VP64 (тетрамер актива-
ционного домена вируса герпеса VP16), EDLL
(уникальный мотив транскрипционных факто-
ров AP2/ERF A. thaliana, активирующих защит-
ную реакцию на стресс), а также тандем активато-
ров VPR, состоящий из последовательностей
VP64, p65 и Rta. Субъединица p65 (RELA,
NFKB3) – одна из основных в универсальном
факторе транскрипции NF-κB, необходимом для
функционирования клетки [15]. RTA – активатор
репликации и транскрипции (Replication and
Transcription Activator) вируса Эпштейна – Барр
[37–40]. Встречаются и другие активаторы, такие
как активационный домен фактора теплового
шока 1 (HSF). В тандеме с VP64 HSF в 2–3 раза
увеличивал экспрессию гена PAP1 A. thaliana, и в
2–5 раз – гена AVP1 вакуолярной пирофосфатазы
A. thaliana [15]. Однако если в клетках человека
VPR активировал экспрессию в 320 раз лучше,
чем VP64, то в растениях такого эффекта получа-
лось достичь только с использованием модифи-
цированных гидовых РНК. С помощью VP64 и
EDLL удавалось повысить уровень экспрессии
растительных генов в 2–7 раз [41–43], что, однако,
не приводило к ожидаемым фенотипическим из-
менениям. По всей видимости, многое зависит и
от выбранного целевого гена: так, с использовани-
ем VP64 уровень экспрессии гена FIS2 (негативно-
го регулятора развития семян до оплодотворения)
увеличивался в 200 раз [41], чего не удавалось до-
биться ни с одним другим геном. При этом тандем
VP64-EDLL оказался практически не эффекти-
вен в отношении того же гена.

Из репрессоров транскрипции в растениях ис-
пользуются KRAB (домен “цинковых пальцев”
человека, от англ. krüppel-associated box), SRDX
(модифицированный растительный репрессор
EAR), BRD (домен репрессии B3 A. thaliana) [15].
С использованием SRDX уровень экспрессии ге-

на AtCSTF64 A. thaliana снижался на 60%, а дуб-
лирующих генов микроРНК miR159A и miR159B –
на 60–80% [41]. Содержание транскриптов гена не-
кодирующей микроРНК miR159b удалось снизить
в 10 раз [23]. Деактивированная Cas может служить
репрессором транскрипции и сама по себе [45].

Для усовершенствования метода использова-
ли множественные гидовые РНК [44], а также
присоединение эффекторов не только к dCas, но
и к гидовой РНК [41], о чем речь пойдет в соответ-
ствующем разделе. Интересно отметить, что эф-
фективность dCas при снижении температуры, по
всей видимости, не падает, что было продемон-
стрировано на примере A. thaliana и репрессора
dCas12a-SRDX [30].

Деактивированные Cas предоставляют широ-
кие возможности для исследования последствий
изменения уровня экспрессии собственных генов
растений, а также работы генных сетей. Во мно-
гих рассмотренных работах изменение уровня
транскриптов гена не оказывало ожидаемого вли-
яния на фенотип растения. Таким образом, ис-
пользование dCas позволяет выявить гены, вно-
сящие действительно заметный вклад в проявле-
ние хозяйственно-ценных признаков у растений.

Никазы (nCas)

Cas-никазы разрезают только одну цепь двуце-
почечной ДНК благодаря мутации, индуциро-
ванной только в одном из двух каталитических
доменов белка Cas. Две никазы с парой гидовых
РНК используют с целью повышения специфич-
ности редактирования генома. Никазы способны
снизить вероятность возникновения нецелевых
мутаций в 1500 раз [39, 46]. Тем не менее, CRISPR
с использованием никаз теряет одно из преиму-
ществ перед TALEN и ZFN, заключающееся в ис-
пользовании единственной нуклеазы. В целом,
использование двух никаз для геномного редак-
тирования растений встречается в литературе
крайне редко [47].

Большее распространение получило другое
применение никаз – редактирование оснований
(base-editing) и праймированное редактирование
(prime editing). Редактирование оснований – ва-
риант системы CRISPR/Cas, в котором достига-
ются точечные однонуклеотидные замены без со-
здания двуцепочечных разрывов [48]. Для этой
цели к никазе присоединяется два фермента с N-
и С-концов, соответственно. Первый – цитозин-
дезаминаза (например, rAPOBEC1), преобразую-
щая цитозин в урацил, который в результате
транскрипции и репликации превращается в ти-
мин. Второй – ингибитор урацил-ДНК-гликози-
лазы, который не позволяет ферментам репара-
ции вырезать урацил из ДНК. При этом на второй
цепи никаза делает одноцепочечный разрыв, и
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путем репарации заменяет гуанин на аденин. Бы-
ли созданы также искусственные редакторы аде-
нинов, являющиеся производными аденозиндез-
аминаз [48]. Редактирование оснований происхо-
дит в пределах 3–8 нуклеотидов протоспейсера
при использовании Cas9. В целом, сейчас имеют-
ся инструменты для редактирования любых осно-
ваний [21, 39, 49]. Интересной системой является
также EvolvR, где для редактирования оснований к
Cas присоединяют ник-транслирующую ДНК по-
лимеразу, которая может производить рандомные
точечные мутации в промежутке до 350 п. н. [21, 50].

Праймированное редактирование заключает-
ся во внесении направленных изменений в по-
следовательность ДНК – в частности, небольших
инсерций и делеций (18–80 п. н.) и точечных му-
таций в районе последовательности PAM [51].
Для этого используется никаза, слитая с обратной
транскриптазой (природной M-MLV либо ее му-
тантной формой). Также обязательно использу-
ется удлиненная гидовая РНК для праймирован-
ного редактирования (pegRNA, пргРНК), содер-
жащая в себе донорную последовательность.
Спейсер для таргетирования целевой последова-
тельности может находиться как в составе пр-
гРНК, так и быть вынесенным в отдельную гидо-
вую РНК. Несмотря на то, что технология была
разработана совсем недавно [51], она сразу же на-
чала интенсивно применяться на растениях, при-
чем в основном однодольных. С использованием
кодон-оптимизированных для растений никазы
и обратной транскриптазы удалось провести
праймированное редактирование клеток риса,
пшеницы и томата, однако эффективность оказа-
лась на порядок ниже, чем в клетках человека. В
растениях эффективность трансформации и доля
растений с ожидаемыми мутациями в геноме ока-
зывалась выше, когда спейсер находился в соста-
ве пргРНК, а не отдельной гидовой РНК. В це-
лом, ожидаемые мутации обнаруживались менее
чем в 9% трансформантов. Важное значение так-
же имел целевой участок генома. К сожалению,
праймированное редактирование в растениях
приводит в основном к появлению химер и гете-
розигот, у которых изменения в фенотипе могут
не наблюдаться, что является существенным пре-
пятствием для применения технологии на прак-
тике [19, 52–55].

Некоторые хозяйственно-ценные признаки
растений ассоциированы с однонуклеотидными
заменами: гены устойчивости к гербицидам
(C287, ACC-T1, ALS), стрессам (MPK6, RLCK185,
CERK1, Pi-d2), улучшения азотного питания
(NRT1.1B, SLR1) и урожайности (SPL14, GRF4,
GRF3) уже были использованы в качестве мише-
ней для внесения точечных мутаций [48]. Редак-
тирование оснований и праймированное редак-
тирование таких генов имеют высокий потенциал
практического применения.

Гидовые РНК

Поскольку в растениях хозяйственно-ценные
признаки могут зависеть от нескольких, часто
дублирующих генов, именно для растительных
объектов наиболее остро стоит вопрос о том, как
одновременно редактировать множество генов.
Наиболее сложно дела обстоят с полиплоидами –
мягкой пшеницей, рапсом и др. С одной стороны,
экспрессионные кассеты слишком большого раз-
мера снижают эффективность трансформации. С
другой стороны, именно попытка решения этих
проблем в значительной степени способствовала
бурному развитию методов доставки в раститель-
ные клетки множественных гидовых РНК [39].

Если используется единственная гидовая
РНК, то она обычно находится под контролем Pol
III-промотора (рис. 2а), что накладывает некото-
рые ограничения. В частности, после Pol III про-
мотора U6 обязательно должен следовать гуанин,
тогда как после Pol III промотора U3 – аденин.
При наличии только одной гидовой РНК удается
получить только небольшие делеции до 14 п. н.,
тогда как при использовании нескольких гидовых
РНК чаще всего возникают крупные делеции
между сайтами редактирования, что позволяет
более эффективно нокаутировать целевой ген
[46]. Конструкции, где каждая из нескольких ги-
довых РНК находится под контролем отдельного
Pol III промотора, являются не только громозд-
кими, но и неудобными для клонирования в них
спейсеров, поскольку это нельзя осуществить в
одной пробирке. К тому же используемые Pol III
промоторы не могут обеспечить тканеспецифич-
ную экспрессию [16].

Более подходящим вариантом решения явля-
ется полицистронная регуляция экспрессии ги-
довых РНК. В таком случае все они находятся под
контролем одного Pol II (например, 35S CaMV)
либо Pol III промотора, что позволяет сократить
размер генно-инженерной конструкции [46]. Мо-
гут использоваться разные механизмы для диф-
ференциации гидовых РНК (рис. 2б–г): Csy4, ри-
бозимы и тРНК.

CRISPR-ассоциированная эндорибонуклеаза
Csy4 из Pseudomonas aeruginosa, экспрессируемая
вместе с Cas9, распознает и разрезает фрагменты
размером 28 п. н. с двух сторон от каждой из гидо-
вых РНК в полицистронной конструкции (рис. 2б).
Рибозимы могут разрезать определенные после-
довательности РНК, в том числе саморасщеп-
ляться (рис. 2в). Их располагают с двух сторон от
каждой гидовой РНК – например, растительный
рибозим типа hammerhead с 5'-конца, а рибозим
вируса гепатита типа HDV с 3'-конца [23, 56, 57].
Таким образом, при транскрипции рибозимы
осуществляют саморазрезание, высвобождают
индивидуальные гидовые РНК, и они попадают в
клетку уже в виде отдельных молекул.
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Следующий из используемых методов множе-
ственного таргетирования – система тРНК-гидо-
вая РНК (рис. 2г). В данном случае последова-
тельности гидовых РНК перемежаются со струк-
турами тРНК (polycistronic tRNA-gRNA – PTG),
распознаваемыми РНКазами P и Z. РНКазы осу-
ществляют разрез, высвобождая гидовые РНК. В
отличие от Csy4, эти ферменты присутствуют в
клетке, где катализируют процессинг тРНК [58,
59]. Используя Cas12a вместо Cas9, можно еще
укоротить полицистронную кассету, поскольку
для работы этой нуклеазы достаточно гидовых
РНК меньшего размера.

В системах со множественными гидовыми
РНК наличие лишних нуклеотидов и другие мо-
дификации приводят к снижению способности
полицистронных гидовых РНК образовывать
комплексы с Cas9 [39]. Тем не менее, показано,
что Csy4 и tRNA-gRNA системы в растениях могут
быть почти в два раза более эффективными, чем
гидовые РНК, имеющие отдельные промоторы,
чего нельзя сказать о рибозимных системах [46].

Модифицированные гидовые РНК использу-
ются для активации транскрипции наряду с мо-
дифицированными Cas. Такая система была на-
звана CRISPR-Act2.0 [43, 44]. Деактивированная
нуклеаза dCas9-VP64 повышала экспрессию целе-
вых генов риса (Os03g01240 и Os04g39780) в 3–4 ра-
за эффективнее при использовании гидовой РНК,
совмещенной с активатором транскрипции VP64,
нежели с обычной гидовой РНК. Для создания ги-
довой РНК 2.0 эффектор VP64 объединяли с белком

оболочки бактериофага MS2, а в каркас гидовой
РНК встраивали шпильку, которая связывалась
с этим белком. Такая система повышала экс-
прессию гена PAP1 A. thaliana в 30–40 раз, а гена
FIS2 – в 1500 раз, тогда как dCas9-VP64 с обыч-
ной гидовой РНК – в 7 и 200 раз, соответственно.
Как и в случае с различными модификациями
Cas, уровень экспрессии в значительной степени
зависел от выбранных гена и эффектора. Когда с
dCas9-VP64 использовалась гидовая РНК 2.0 с
эффектором EDLL вместо VP64, экспрессия каж-
дого из генов увеличивалась в 30 раз. Для гена
FIS2 это более слабый результат, чем при исполь-
зовании обычной гидовой РНК. Данная идея по-
лучила развитие, когда спонтанная мутация при
клонировании привела к появлению гидовой
РНК 2.1 [60]. Она была испытана на гомологе гена
DFR (дигидрофлавонол-4-редуктазы) и тран-
скрипционном факторе AN2 (Anthocyanin2) табака
Nicotiana benthamiana. Авторам удалось достичь
повышения активности гена NbDFR в 10 тысяч
раз, а гена NbAN2 – в 4 тыс. раз.

Промоторы

Повторение одного и того же промотора в ген-
но-инженерной конструкции является нежела-
тельным, поэтому важно иметь возможность ком-
бинировать разные промоторы [46]. Поскольку
генно-инженерные конструкции включают боль-
шое разнообразие элементов, становится акту-
альным вопрос возможности выбора промотора

Рис 2. Схематическое изображение множественных гидовых РНК в составе генно-инженерных конструкций:
(а) ‒ моноцистронные, (б) – полицистронные, расщепляемые Csy4, (в) – полицистронные, расщепляемые рибози-
мами, (г) – полицистронные tRNA-gRNA, расщепляемые РНКазами.
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для каждого из этих элементов, либо их полици-
стронной экспрессии. В геномном редактирова-
нии растений имеет значение еще и вид расте-
ния, поскольку для однодольных и двудольных
используются специализированные конститу-
тивные промоторы. Для двудольных эффектив-
ными считаются 35S CaMV промотор, nos-про-
мотор гена нопалин-синтазы и убиквитиновые
промоторы A. thaliana (AtUbi), сои (GmUbi)
и др., а для однодольных – убиквитиновый про-
мотор кукурузы (ZmUbi), промотор актина риса
(OsAct) и др. [46, 61].

Однако конститутивные промоторы не подхо-
дят для решения некоторых задач, в частности,
трансформации генеративных тканей и зароды-
шей. Методы трансформации in planta, когда аг-
робактериями обрабатываются соцветия, приме-
няются во всем мире на A. thaliana и родственных
ему растениях. При использовании конститутив-
ных промоторов для трансформации in planta се-
менное потомство часто оказывается мозаичным,
поскольку инфицирование агробактериями на
стадии зиготы может приводить к появлению в
тканях растения одновременно трансформиро-
ванных и нетрансформированных клеток [62, 63].
Использование промотора 35S CaMV приводит в
основном к соматическим мутациям и в сое [64].
Кроме того, известно, что промотор 35S CaMV
демонстрирует слабую активность в яйцеклетках
и не начавших делиться зиготах [65].

Использование тканеспецифичных промоторов,
которые работают только в растительных яйцеклет-
ках, позволяет значительно повысить эффектив-
ность получения гомозиготных трансформантов.
Когда экспрессией Cas9 управлял специфичный для
яйцеклеток Ec1.2 промотор A. thaliana и использо-
вался терминатор rbcS E9 Pisum sativum, в резуль-
тате трансформации методом погружения цвет-
ков удавалось получить 8.3% гомозигот с желае-
мыми мутациями и только одно мозаичное
растение (менее 1%). Однако, когда использовал-
ся терминатор nos, геномное редактирование ока-
зывалось неэффективным [63]. Специфичные
для яйцеклеток промоторы были испытаны на
A. thaliana (промотор AtP5p и синтетический про-
мотор AtEC1.2e1.1p, состоящий из цис-регулятор-
ных элементов промоторов AtEC1.1 и AtEC1.2) и
сое (промоторы GmEC1.1p и GmEC1.2p). Лучше
всего проявил себя синтетический промотор
AtEC1.2e1.1p, примененный для геномного ре-
дактирования A. thaliana – до 42.9% растений вто-
рого поколения сохраняли мутацию, произведен-
ную Cas9. Этот же промотор сработал в сое, тогда
как остальные три были в ней неэффективны [64].

Для снижения доли химер использовали также
специфичный для яйцеклеток промотор DD45 и
специфичный для пыльцы промотор LAT52, од-
нако эффективность редактирования оказалась

низкой [65]. Было получено лишь три мутанта с
использованием промотора гена DD45 и ни одно-
го – с промотором гена LAT52. Это может быть
связано с тем, что в обоих случаях использовался
терминатор nos, который снижал эффективность
редактирования [63]. Наследуемые мутации уда-
лось получить с использованием конститутивно-
го промотора RPS5A, хорошо экспрессирующе-
гося в яйцеклетках. В данной работе использо-
вался терминатор 35S [66].

Использование промотора YAO, специфично-
го для пыльцы и зародышевого мешка, а также
активно делящихся тканей, было еще более
успешным. Тогда как только 4.3% трансгенных
растений первого поколения приобретали желае-
мую мутацию при использовании промотора 35S
CaMV, с промотором YAO эффективность геном-
ного редактирования составила 88.5 и 90% в зави-
симости от нокаутированного гена (PDS3 и bri1,
соответственно). Тем не менее, мутация переда-
лась только 6.67% потомства [67]. Позже на
A. thaliana были испытаны промоторы CLAVA-
TA3, YAO и искусственный EC1.1/EC1.2 с термина-
тором rbcS E9 [68]. Многие трансформанты, полу-
ченные с использованием промоторов CLAVATA3 и
YAO, были нежизнеспособны или стерильны, то-
гда как при использовании EC1.1/EC1.2 мутации
наследовались в 74% полученных линий.

В другом исследовании удалось произвести
нокин гена флуоресцентного белка GFP в трансген-
ные растения A. thaliana, экпрессирующие Cas9 под
контролем промотора DD45. С использованием
других промоторов (Lat52, YAO и CDC45, специ-
фичного для бутонов), а также при трансформа-
ции растений дикого типа единой конструкцией,
содержащей нуклеазу, гидовую РНК и донорную
последовательность, не удалось добиться насле-
дуемых мутаций [69].

Таким образом, наиболее эффективным мето-
дом для создания наследуемых мутаций является
использование специфичных для яйцеклеток
промоторов EC1.1 и EC1.2. Хотя промотор YAO и
не так хорошо подходит для целей получения чи-
стых линий растений с редактированным гено-
мом, он может быть эффективно использован для
оценки влияния изменения экспрессии гена на
фенотип растения в первом поколении.

Интеграция донорной ДНК
при помощи гомологичной репарации 

двуцепочечных разрывов (нокин)

После возникновения двуцепочечного разрыва,
инициируемого Cas нуклеазой, восстановление це-
пи ДНК происходит в основном с помощью двух
механизмов: негомологичной (non-homologous end
joining, NHEJ, НГСК) и гомологичной (homology
directed repair, HDR, ГР) репарации молекул ДНК
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[3, 13, 70]. В первом случае концы соединяются
напрямую, часто с образованием небольших ин-
серций и делеций. Когда в ядре клетки имеется
молекула-донор, имеющая гомологию с участком
произведенного разрыва, может происходить го-
мологичная репарация. За счет последнего меха-
низма и осуществляется нокин – вставка донор-
ной последовательности в месте образуемого
Cas9 двуцепочечного разрыва. Эта целевая встав-
ка должна быть окружена последовательностями,
гомологичными растительной ДНК (“гомологич-
ные плечи”, homology arms) с двух сторон от пред-
полагаемого места двуцепочечного разрыва – по
500–1000 п. н. с каждой стороны [14, 47, 70]. Эф-
фективность гомологичной репарации оказыва-
лась выше при более длинных плечах, однако пе-
реставала возрастать при длине свыше 1000 п. н.
Эта последовательность высвобождается при по-
мощи нуклеазы – для этого она также с двух сто-
рон должна быть окружена мишенями, распозна-
ваемыми гидовой РНК (протоспейсерами) [46,
62, 71]. До сих пор в растениях гомологичная ре-
парация была малоэффективна, что ограничивает
возможности геномного редактирования [70, 72].
Несмотря на достаточно универсальный и понят-
ный термин “нокин”, в литературе для обозначе-
ния этого процесса чаще используют термины
“гомологичная репарация” (HDR), а также “тар-
гетирование гена” (gene targeting), которые под-
разумевают не только вставку чужеродных эле-
ментов (промоторов, генов устойчивости и т.д.),
но и внесение целенаправленных мутаций в су-
ществующий ген с использованием молекулы-
донора.

Упоминания об успешном нокине в растениях
встречаются намного реже, чем о нокауте. В пер-
вых экспериментах по трансформации методом
погружения цветков удалось достигнуть только
эффективности 0.14% из 1400 семян A. thaliana.
Обнаружено только две стабильные линии, где
произошла интеграция гена устойчивости к кана-
мицину, использованного в качестве донорной
ДНК [47]. Успешным оказался эксперимент по
встраиванию последовательности CaMV 35S про-
мотора перед геном ANT1, задействованным в
биосинтезе антоцианов, что позволило значи-
тельно повысить уровень экспрессии данного
гена [14]. Тем не менее, эффективность транс-
формации была достаточно низкой: из более чем
200 трансформированных семядолей удалось по-
лучить от 6 до 19 каллусов с антоциановой окрас-
кой, свидетельствующих о возрастании уровня
экспрессии гена ANT1, в зависимости от исполь-
зованной гидовой РНК. В 69% каллусов донорная
ДНК встроилась правильно, однако среди 72 ре-
генерированных из этих каллусов растений пра-
вильная вставка имелась только у трех, что гово-
рит о генетической неоднородности каллуса. Эта
же группа исследователей добилась гомологич-

ной репарации HDR в картофеле [73], осуществив
направленную мутацию (замену определенных ко-
донов) в гене ацетолактат синтазы (ALS1), обеспе-
чивающую устойчивость растения к гербицидам.
Однако только в одной из восьми полученных ли-
ний произошли ожидаемые мутации.

Конститутивный промотор GOS2 методом но-
кина был поставлен перед геном ARGOS8 кукурузы,
что позволило увеличить продуктивность получен-
ных растений [74]. В данной работе гомологичные
плечи имели длину 400 п. н. При использовании
единственной гидовой РНК только 1% получен-
ных проростков имел целевую вставку, тогда как
при использовании двух гидовых РНК замена на-
тивного промотора на GOS2 наблюдалась у 1.7%
проростков.

С использованием SaCas9 и специфичного для
яйцеклеток промотора AtEC1.1/1.2 аналогичная
мутация в гене ALS1 A. thaliana была успешно ин-
дуцирована в 6% семян после трансформации
in planta [69]. Методом биобаллистики произве-
ден нокин в клетках пшеницы с эффективностью
от 0.5 до 6.4% в зависимости от использованной
генно-инженерной конструкции и редактируе-
мого гена [75]. Растения из трансформирован-
ных клеток исследователи не регенерировали.
Наиболее эффективными показали себя плаз-
миды на основе репликонов геминивирусов, ко-
торые способны увеличивать эффективность но-
кина в 10–100 раз [70].

С появлением новых нуклеаз, которые остав-
ляют “липкие” концы (такие как Cas12a), и с ис-
пользованием не одного, а нескольких вирусных
репликонов, а также при нагревании до 31°C, уда-
лось повысить эффективность интеграции про-
мотора CaMV 35S перед геном ANT1 томата [14]
до 4.51% [27]. Эффективность нокин-редактиро-
вания гена устойчивости к гигромицину в рисе с
использованием Cas12a составила 8% [29], а вне-
сение мутаций в ген ALS риса при помощи этой
нуклеазы имело эффективность 1.8% [76].

Еще одним способом совершенствования тех-
нологии нокина является использование компо-
нентов, повышающих вероятность гомологичной
репарации. К таким компонентам относятся эк-
зонуклеазы, которые способствуют отщеплению
нуклеотидов на концах двуцепочечного разрыва и
предотвращают самолигирование. На растениях
были испытаны TREX2 (3 repair exonuclease 2 – 3'
репарационная экзонуклеаза 2) и T5 экзонукле-
аза (T5exo), объединенные с Cas. В протопластах
томата и ячменя вероятность инделов возрастала
в 1.5–2.5 раза при использовании TREX2, при
этом наблюдались более длинные делеции и ин-
серции до 42 п. н. Без TREX2 у 77% протопластов
томата и 100% протопластов ячменя делеции бы-
ли меньше 10 п. н., а инсерций вообще не наблю-
далось [46]. В протопластах щетинника зеленого
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Setaria viridis эффективность CRISPR при ис-
пользовании TREX2 увеличилась в 1.4 раза, при
этом 94% делеций превышали 10 п. н., тогда как
инсерций не наблюдалось [77]. При этом большин-
ство делеций произошли благодаря механизму мик-
рогомологичной репарации (microhomology-medi-
ated end joining – MMEJ). TREX2 позволил достичь
доли 73 и 100% регенерантов с желаемыми мутаци-
ями в генах svDrm1a и svDrm1b, соответственно. В
полученных с использованием TREX2 волосо-
видных корнях (hairy roots) картофеля наблюдалась
высокая частота мутаций в гене фитоендесатуразы
StPDS (98%), в том числе небольшие инсерции, од-
нако они не передавались регенерантам, а частота
регенерации была крайне низкой [78]. Экзонукле-
аза T5exo увеличивала частоту и размер делеций в
протопластах и трансформантах риса, размер де-
леций достигал 446 п. н. [79]. Доля делеций среди
общего числа мутаций выросла в 1.3–4.3 раза, то-
гда как доля инсерций снизилась.

Сверхэкспрессия факторов HDR, таких как
CtIP, CDK1, RS-1, RAD51 и RAD54 (белков, ката-
лизирующих гомологичную рекомбинацию), и
супрессия ингибиторов NHEJ, таких как SCR7,
рассматривается в качестве еще одного механиз-
ма повышения эффективности нокин-редакти-
рования растений [70], пока что неприменяемого
на практике.

2. СИСТЕМЫ ВЕКТОРОВ
В единичных работах компоненты CRISPR/Cas

системы (гидовая РНК и нуклеаза, а иногда и до-
норная ДНК) доставлялись в растения по отдель-
ности, в том числе, в трансгенные растения, экс-
прессирующие Cas9 [8, 80]. Но в подавляющем
большинстве случаев происходит доставка в рас-
тения всех компонентов в составе единой генно-
инженерной конструкции [21, 44, 46, 81, 82]. Си-
стемы векторов представляют собой разнообраз-
ные плазмиды, из которых методами Gateway
cloning или Golden Gate (и его производными –
Golden Braid и MoClo) составляется единая бес-
шовная конструкция для геномного редактирова-
ния. Если MoClo позволяет с помощью серии ре-
акций Golden Gate собрать единую конструкцию
из четырех плазмид разного уровня (модуля) в од-
ной пробирке, то методом Golden Braid плазмиды
объединяются попарно. Реже предлагаются гото-
вые единые конструкции, куда необходимо кло-
нировать только ДНК-последовательность спей-
сера гидовой РНК [46], однако здесь выбор до-
ступных элементов существенно ограничен.

В большинстве случаев элементы CRISPR/Cas
системы находятся в составе Т-ДНК, и для
успешного редактирования необходима их инте-
грация в геном растения, которая происходит в
случайном месте, что может негативно отражать-
ся на эффективности их экспрессии [83]. Суще-

ственным недостатком здесь является и то, что
растения становятся по сути трансгенными, со-
держащими в своем геноме последовательности
гена нуклеазы, гидовой РНК и селективного гена.

Альтернативным, но редко применяемым ва-
риантом является использование модифициро-
ванных репликонов геминивирусов (BeYDV – ви-
руса желтой карликовости бобов, ToLCV – вируса
курчавости листьев томата, WDV – вируса карли-
ковости пшеницы и др.), находящихся в составе
Т-ДНК и содержащих точку начала репликации
LIR по обе стороны от последовательности вирус-
ного генома [14, 73, 75]. После попадания Т-ДНК в
ядро, вирус реплицируется по типу катящегося
кольца, высвобождая все элементы CRISPR/Cas
системы [83]. Их количество в клетке может быть до
80 раз выше, чем без использования вирусного
репликона, а продолжительность нахождения ре-
пликона в клетке достигает восьми недель после аг-
робактериальной трансформации [27]. При этом
встраивания в геном (если речь не идет о нокине,
где репликоны геминивирусов тоже очень эф-
фективны) не происходит [14], и полученные рас-
тения не считаются трансгенными.

Все описанные ниже системы, кроме одной
[46], относятся к первому типу (элементы систе-
мы встраиваются в геном), а также не позволяют
осуществлять нокин. Содержание каждой из них
представлено в таблице 1. Некоторые плазмиды
для геномного редактирования были заказаны из
репозитория более 100 раз, что говорит о высокой
потребности научного сообщества в готовых ген-
но-инженерных конструкциях для редактирова-
ния растительных генов. Значительное количе-
ство цитирований ряда работ свидетельствует о
том, что готовые системы векторов могут быть
успешно использованы для получения научных
результатов.

Одна из наиболее ранних систем Xing с соавт.
[81] состоит из 19 плазмид, в которых используются
Cas9, оптимизированные для кукурузы, а гидовые
РНК находятся под контролем Pol III промоторов
как однодольных, так и двудольных. Имеется также
и два варианта деактивированной Cas9 – с репрес-
сионным доменом KRAB (pHSN6I01, Addgene plas-
mid # 50587) и активатором VP64 (pHSN6A01, Ad-
dgene plasmid # 50586). На выбор доступен и один
из трех маркеров для селекции в растениях – кана-
мицин, гигромицин или фосфинотрицин. Позднее
авторы создали маленькую, но достаточно популяр-
ную систему с полицистронными tRNA-gRNA под
контролем промотора риса snoRNA U3 и Cas9 под
контролем убиквитинового промотора риса.
Плазмид в системе всего три, они были заказаны
также более 100 раз. Выбор можно сделать только
между транзиентной экспрессией в протопластах
и агробактериальной трансформацией [58]. Затем
авторы создали пять плазмид для редактирования
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оснований у двудольных [49]. Все они содержат
nCas9(D10A) под контролем промотора 35S CaMV,
каркас gRNA для одного спейсера и один из се-
лективных генов для растений.

Коллективом Ma с соавт. [82] было создано
17 плазмид. Часть из них кодирует кодон-опти-
мизированную для сем. Злаковых Cas9 (с долей
GC 62,5%), промотор 35S CaMV либо убиквити-
новый промотор кукурузы Pubi, и один из трех се-
лективных генов, часть – каркасы гидовых РНК
под контролем Pol III промоторов как однодоль-
ных, так и двудольных. С помощью данной систе-
мы авторам удалось индуцировать наследуемые
мутации в 46 различных участках генома риса, и
шести участках генома A. thaliana.

Международным коллективом авторов [41] со-
здана система, состоящая уже из 37 плазмид. В
ней имеется три модуля Golden gate- и Gateway-
совместимых векторов. Ранее описанные систе-
мы были не более чем двухмодульными. Первый
модуль содержит нуклеазу, никазу либо dCas9, в
том числе с активатором и репрессором тран-
скрипции. Второй позволяет клонировать спей-
серы гидовых РНК, находящихся под контролем
Pol III промоторов. Третий позволяет выбрать
промотор, под которым будет экспрессироваться
Cas9. Существенным недостатком набора является
то, что спейсеры гидовых РНК необходимо сначала
клонировать каждый в отдельную плазмиду. В си-
стеме не предлагается выбор селективного агента.
Также Cas9 оптимизирована по кодонному составу
только под A. thaliana либо человека.

Коллектив Lowder с соавт. [41] продолжили
свою работу, сместив акценты в сторону актива-
ции транскрипции – системы CRISPR-Act2.0 [43,
44], новых нуклеаз [22] и праймированного редак-
тирования [23]. Еще одна созданная ими система
базируется уже на нуклеазе Cas12b, клонировании
Gateway и рибозимном процессинге гидовых РНК
[23]. Она содержит 29 плазмид для геномного ре-
дактирования однодольных, где на выбор доступны
только Cas12b различных бактерий, а также деакти-
вированные нуклеазы с активаторами транскрип-
ции. Созданные Tang с соавт. [55] векторы не могут
в полной мере считаться системами. Для осу-
ществления праймированного редактирования
доступны только две плазмиды: модуль для клони-
рования спейсера гидовой РНК и модуль, содер-
жащий никазу.

В системе, созданной Vazquez-Vilar с соавт.
[42] методом GoldenBraid можно одновременно
использовать до пяти полицистронных гидовых
РНК-тРНК. К выбору доступны Cas9, кодон-оп-
тимизированная для человека, а также деактивиро-
ванная Cas9, активаторы VP64 и EDLL и репрессор
BRD. Хотя в статье описываются несколько десят-
ков плазмид, всего 14 из них доступны для заказа.
Например, доступен только селективный маркер

устойчивости к канамицину и, что отличает си-
стему от всех прочих, – репортерный ген люци-
феразы Renilla reniformis. Авторами собственная
система была проверена только транзиентно.

Коллективом Ordon с соавт. [84] создана си-
стема “pDGE Dicot Genome Editing Kit” (Addgene
kit # 1000000084) для редактирования генома дву-
дольных, которая была испытана на видах Nicoti-
ana benthamiana и A. thaliana. Набор содержит 41
плазмиду, поставляемую как в 96-луночном план-
шете, так и по отдельности. Ранее описанные набо-
ры в планшете не поставлялись. Система позволяет
использовать единовременно до восьми гидовых
РНК, каждая из которых находится под контролем
отдельного промотора AtU6. На выбор предлага-
ются три стандартных селективных маркера. Из
нуклеаз доступна только Cas9, в том числе dCas9 с
активатором экспрессии Hax3 и никаза (nCas
D10A). В наборе плазмид представлен специфич-
ный для яйцеклеток промотор DD45/EC1.2. Тем
не менее, в публикации упор сделан на создании
делеций, а возможности использования дополни-
тельных элементов не обсуждаются.

Одной из наиболее масштабных систем, вклю-
чающих 200 различных плазмид, которые могут
быть скомбинированы в зависимости от цели ис-
следования, является многофункциональный кит,
созданный в Университете Миннесоты [46]. Эта ра-
бота рассчитана не только на систему CRISPR/Cas,
но и TALEN, а также включает геминивирусные
векторы. Доступны как готовые векторы, куда
требуется клонировать только спейсер гидовой
РНК (серия p_DIRECT), так и векторы, состоя-
щие из трех приобретаемых отдельно модулей (A,
B, C) и остова (p_TRANS – transformation back-
bone).

Плазмиды модуля А кодируют нуклеазу Cas9
дикого типа, либо никазу, либо dCas9, в том числе
с активаторами экспрессии. При этом никазы
(D10A и H840A) в системе предназначены не для
редактирования оснований, а для создания двух
одноцепочечных разрывов, что снижает вероят-
ность нецелевых мутаций. В плазмиды модуля В
необходимо клонировать один или несколько
спейсеров гидовой РНК, которые могут нахо-
диться как под контролем индивидуальных Pol III
промоторов, так и полицистронно (с помощью и
Csy4, и рибозимов, и тРНК). В плазмиды модуля
С можно клонировать донорную ДНК для осу-
ществления нокина. Плазмиды p_TRANS кодиру-
ют различные селективные гены для трансформа-
ции растений. Одним из существенных преиму-
ществ данной системы, отличающих ее от всех
остальных, является возможность осуществления
нокина, возможность выбора тканеспецифичных
промоторов (EC1.2), а также наличие векторов на
основе репликонов вирусов (BeYDV, ToLCV, WDV).
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Коллективом Hahn с соавт. [21] был разработан
инструментарий для геномного редактирования,
состоящий из 95 модульных плазмид, которые мож-
но приобрести комплектом в 96-луночном планше-
те, а также по отдельности. Набор содержит не-
сколько вариантов нуклеаз из различных видов
бактерий (Cas9, оптимизированные для одно-
дольных и двудольных, и Cas12a, оптимизирован-
ные только для риса и человека) и редакторы ос-
нований. Любопытно отметить, что плазмиды с
нуклеазой Cms1 (pFH18–21), хотя и представлены в
статье как часть системы, отсутствуют в репозито-
рии и могут быть получены только по запросу. Для
выбора доступны промоторные модули – Pol III
(TaU3, OsU3, OsU6 и AtU6) и убиквитиновые и
актиновые промоторы Pol II, а также вирусный
промотор CmYLCV, изолированный из плазмид
Cermak с соавт. [46]. Доступны модули с остовами
для спейсеров как индивидуальных, так и поли-
цистронных гидовых РНК (только gRNA-tRNA
система). С одной плазмиды можно экспрессиро-
вать до 24 гидовых РНК. Хотя данная система со-
держит наиболее широкий ассортимент нуклеаз,
она не позволяет сделать нокин и не содержит
dCas с регуляторами экспрессии. Также система
еще не успела получить признания – авторами
она была протестирована только на протопластах
пшеницы, и имеет всего пять цитирований и ме-
нее 50 заказов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Геномное редактирование – одна из самых

стремительно развивающихся технологий нашего
времени, которая позволяет достигнуть множе-
ства целей прикладной и фундаментальной нау-
ки. Однако практически все новые элементы
CRISPR-систем тестируются на клетках живот-
ных, а их применение на растительных объектах
запаздывает на несколько лет. К примеру, новая
нуклеаза Cas12b была открыта в 2015 г., в 2018 г. ее
форма, наиболее эффективная при температурах
ниже 40°C, была обнаружена и применена на
клетках млекопитающих [85], и только в 2020 г.–
на растениях [20, 22, 28]. Тем не менее, для геном-
ного редактирования растений разработано боль-
шое разнообразие кодон-оптимизированных
Cas9, модифицированных Cas9, в том числе деак-
тивированных, никаз, а также распознающих
различные варианты PAM  [21, 33, 41, 42, 81, 82].
Достаточно хорошо отработаны способы достав-
ки множественных гидовых РНК, что особенно
актуально именно для растений [23, 46, 56–59].

Если технология нокаута была успешно опро-
бована уже на многих видах растений, в том числе
хозяйственно ценных, то нокин остается сложным
и малоэффективным. Тем не менее, возможности
нокина шире: именно этот метод позволяет полу-
чить растения с принципиально новыми свойства-

ми. При этом, в отличие от традиционной генной
инженерии, появляется возможность интегриро-
вать донорную ДНК именно в то место генома,
где она будет наиболее эффективно работать. По-
иск таких регионов проводится только у модель-
ного растения A. thaliana [18], но не для сельско-
хозяйственных растений.

Из ценных хозяйственных растений самым
распространенным объектом геномного редакти-
рования является рис, поскольку его геном и ме-
тоды трансформации хорошо изучены [86]. К по-
пулярным объектам относятся также A. thaliana,
томат, кукуруза, картофель [14, 20, 22, 29, 46, 73],
но в целом выбор объекта для геномного редакти-
рования ограничен видами и сортами, геном ко-
торых полностью секвенирован. Если ранее гены
в растения внедряли “вслепую”, получая обычные
трансгенные растения, то для успешного геномного
редактирования необходимо знать целевой участок
с точностью до нуклеотида. Это существенно
осложняет внедрение данной технологии в прак-
тику, учитывая сложность растительных геномов,
в том числе полиплоидию. Тем не менее, имеются
успешные примеры геномного редактирования
гексаплоидной пшеницы, во всех трех субгеномах
которой удалось нокаутировать шесть аллелей ге-
на MLO, чтобы растения стали невосприимчивы к
мучнистой росе [87], а также добиться снижения
содержания глютена [88]. Высокую практическую
значимость имеет также геномное редактирование
рапса, который является тетраплоидом, и других
хозяйственно ценных растений сем. Капустных.
Несмотря на то, что полностью секвенирован ге-
ном видов Brassica napus, B. rapa, B. oleracea, Came-
lina sativa и других сельскохозяйственных расте-
ний этого семейства, они редко становятся объекта-
ми геномного редактирования. По рапсу пока
имеется только девять примеров успешного нокау-
та методом CRISPR/Cas, в одном из которых нокаут
всех четырех аллелей гена BnaMAX1 позволил уве-
личить урожайность культуры [89].

Таким образом, в области геномного редакти-
рования растений есть множество актуальных на-
правлений исследования, связанных как с совер-
шенствованием технологии CRISPR/Cas, так и с
поиском новых генов-мишеней у новых видов
растений. Наименее исследованы именно физио-
логические изменения у растений с отредактиро-
ванным геномом, поскольку в большинстве рас-
смотренных работ авторами проводилась только
оценка уровня экспрессии генов-мишеней и сте-
пень выраженности фенотипических признаков.
Однако постоянно увеличивающийся доступный
арсенал для геномного редактирования растений
позволяет подключиться к работе все большему
количеству научных групп, исследовать функции
и роль множества растительных генов и создать
сорта ценных сельскохозяйственных растений с
новыми признаками.
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