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Уважаемые читатели!

Сегодня решающую роль в конкурентоспособном раз-
витии отечественного агропромышленного комплекса 
(АПК) играет подготовка кадров по всем направлениям 
современной сельскохозяйственной науки, включая се-
лекцию. С началом интенсивного внедрения методов мо-
лекулярной генетики и биотехнологии в селекционный 
процесс стали обновляться и дополняться учебные про-
граммы профильных аграрных вузов России. Вместе 
с тем потребность отрасли в специалистах нового поко-
ления, владеющих современными методами селекции, 
нашла отклик и со стороны биологических факультетов 
классических университетов. Сегодня в этих вузах раз-
делы курсов лекций, посвященные современной селек-
ции, переросли в отдельные направления подготовки. В 
настоящем выпуске мы представляем читателю обзорную 
статью о подготовке магистрантов по новой программе 
«Молекулярная биология и агробиотехнология расте-
ний» в Санкт-Петербургском государственном универси-
тете. Организаторы программы делятся опытом по про-
шествии четырех лет с момента ее запуска и сообщают 
о востребованности этого нового направления со сто-
роны магистрантов. На протяжении ൫൪ лет обновленный 
курс «Теория селекции», в который оперативно включа-
ются все новейшие направления и подходы, преподают 
студентам-биологам Новосибирского государственного 
университета. Отдельное внимание уделяется програм-
мам дополнительного образования. Так в МГУ действует 
программа «Современные методы генетики и селек-
ции культурных растений», рассчитанная на дополни-
тельное образование кадров для АПК, а в НГУ - курсы 
повышения квалификации научно-педагогических ка-
дров по генетике с основами селекции, медицинской ге-
нетики и эволюции. Эти образовательные программы 
объединяет общая концепция – «знания из первых рук». 
Преподаватели курсов – ведущие ученые в области гене-
тики, селекции и биотехнологии растений. Помимо об-
разовательных программ вузов, профильными научными 
организациями проводятся регулярные школы, посвящен-
ные использованию методов генетики, геномики, биотех-
нологии и биоинформатики в современных селекцион-
ных программах – от регулярных специализированных 
школ по работе с генетическими ресурсами растений, 
проводимых в ВИР имени Н.И. Вавилова до школ по био-
информатике ИЦиГ СО РАН, в которых традиционно вы-
деляются модули, обучающие работе с «большими дан-
ными» (big data) по направлению растениеводства. Такая 

гибкая диверсифицированная подготовка кадров позво-
ляет охватить широкую аудиторию – от бакалавров и пе-
дагогических работников и вплоть до опытных селекци-
онеров, желающих получить новые актуальные знания 
из смежной области наук.

Понимая значимость этой работы в области подго-
товки кадров для развития конкурентоспособных направ-
лений селекции растений в нашей стране, мы пригла-
шаем научные и образовательные организации, имеющие 
многолетний опыт работы по подготовке кадров и прове-
дению школ в области агробиотехнологии и современной 
селекции поделиться своими достижениями на страни-
цах нашего журнала, представив аналитические обзоры, 
обобщающие содержательную часть программ, их дли-
тельность, данные о количестве и составе (в случае про-
грамм дополнительного образования) слушателей кур-
сов, и другие сведения, которые позволят нам всем вме-
сте воссоздать полную и актуальную картину подготовки 
кадров по этому направлению в нашей стране, и позволят 
сориентироваться нашим читателям, где искать подготов-
ленных молодых специалистов и где можно приобрести 
дополнительные знания им самим.

Продолжают выпуск обзорные работы, подготовлен-
ные магистрантами программы «Молекулярная биология 
и агробиотехнология растений» СПбГУ, посвященные 
достижениям и перспективам применения генетических 
технологий в цветоводстве и в овощеводстве. В обзоре 
Санниковой В.Ю. представлены основные результаты ис-
пользования методов генной инженерии для модифика-
ции путей биосинтеза основных пигментов - флавонои-
дов, беталаинов, каротиноидов, отвечающих за окраску 
цветков растений, а также рассмотрены проблемы полу-
чения и культивирования коммерческих сортов трансген-
ных декоративных растений. В обзоре Кузьминой Ю.В. 
рассмотрены перспективы использования методов редак-
тирования генома для продления сроков хранения расти-
тельной сельскохозяйственной продукции на примере ис-
следований, направленных на увеличение лёжкости пло-
дов томата.

Тему редактирования геномов сельскохозяйственных 
растений продолжает обзор специалистов ВИР имени 
Н.И. Вавилова, который посвящен достижениям приме-
нения новых генетических технологий на основе исполь-
зования системы CRISPR/Cas для улучшения зерновых 
культур. Рассмотрены результаты редактирования генов 
мягкой пшеницы, ячменя и кукурузы, вовлеченных в кон-
троль основных хозяйственно ценных признаков: пита-
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тельной ценности зерна, продуктивности, устойчивости 
к биотическим и абиотическим стрессорам, а также при-
меры редактирования генов, участвующих в контроле 
опыления растений - ядерных генов мужской стерильно-
сти и генов восстановителей фертильности, аллельный 
полиморфизм которых используется при развитии про-
грамм гибридной селекции различных культур.

В оригинальном исследовании сибирских авторов 
из Института цитологии и генетики СО РАН методы ге-
номного редактирования использованы для создания экс-
периментальной генетической модели с целью последу-
ющего изучения молекулярно-генетических механизмов 
взаимодействия вредителей и растений семейства пас-
леновых на основе изменений в генетическом контроле 
процессов вторичного метаболизма. В этой работе были 
использованы растения табака Nicotiana tabacum L., ко-
торые не пригодны для потребления в пищу колорадским 
жуком, поскольку им свойственна высокая токсичность 
листьев. В результате направленного мутагенеза генов се-
мейства BBL была получена модифицированная линия та-
бака с кардинально измененными характеристиками кор-
мовой привлекательности для колорадского жука.

В статьях данного номера обсуждаются преимущества 
новых генетических технологий и существующие на се-
годняшний день проблемы в их практическом использо-
вании в программах по улучшению сельскохозяйствен-
ных растений, а также проводится сравнение новых под-
ходов с традиционными методами селекции.

Необходимо отметить, что целесообразность и успех 
любых селекционно-генетических программ связан, пре-
жде всего, с потенциалом исходного генетического раз-
нообразия культурных растений. Экспериментальная ста-
тья авторов из МГУ имени М.В. Ломоносова посвящена 
проблеме эрозии генетического разнообразия - исследо-

ванию динамики генетического полиморфизма у сортов 
гороха (Pisum sativum L.). В этой статье с использова-
нием различных ДНК-маркеров исследован полиморфизм 
ряда локусов ядерной, митохондриальной и пластидной 
ДНК у сортов гороха отечественной и зарубежной селек-
ции, созданных с конца XIX века по настоящее время; па-
раллельно исследовалось и фенотипическое разнообра-
зие этих сортов по ряду морфологических признаков. 
Полученные результаты указывают на то, что среди рос-
сийских сортов гороха нет выраженного сокращения ге-
нетического разнообразия с течением времени.

Современная селекция приобретает все более выра-
женный характер междисциплинарности. Объединение 
усилий представителей классических университетов, се-
лекционных вузов и научных учреждений России в во-
просах подготовки кадров и в реализации научных про-
грамм уже сегодня делает это научное направление все 
более привлекательным для студентов и молодых специ-
алистов, а благодаря внедрению в селекционный про-
цесс современных технологий, перечень конкурентоспо-
собных селекционных достижений начинает пополняться 
и отечественными сортами, созданными путем комбини-
рования методов традиционной селекции и новых генети-
ческих технологий.

Главный редактор,
д.б.н., профессор РАН Хлесткина Е.К.

Заместитель главного редактора,
д.б.н. Гавриленко Т.А.

ОТ РЕДАКЦИИ / FROM THE EDITORIAL BOARD

Ϩ



Обзор / Review DOI: ϣϢ.ϥϢϫϢϣ/ϤϨϧϪ-ϨϤϨϨ-ϤϢϤϢ-ϣ-oϦ

О ПОДГОТОВКЕ МАГИСТРОВ ПО НОВОЙ ПРОГРАММЕ 
«МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ И АГРОБИОТЕХНОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ»
В САНКТ-ПЕТЕРБУРГСКОМ ГОСУДАРСТВЕННОМ УНИВЕРСИТЕТЕ (СПбГУ)

Тихонович И. А., Лутова Л. А.*, Матвеева Т. В.
Санкт-Петербургский Государственный Университет,
биологический факультет, кафедра генетики и биотехнологии,
൫൳൳൪൭൮ Россия, г.Санкт-Петербург, Университетская наб., ൱/൳;

  *la.lutova@gmail.com

Развитие агропромышленного комплекса в современных услови-
ях невозможно себе представить без развития агробиотехнологий, 
для чего в свою очередь, требуются специалисты, обладающие глубо-
кими знаниями биологии, химии и смежных наук. В этой связи необ-
ходима подготовка кадров, способных обеспечить активное внедре-
ние современных технологий в сельскохозяйственные науки. Таких 
специалистов до недавнего времени вообще не готовили в классиче-
ских университетах, к которым принадлежит СПбГУ. Для решения 
этой задачи в СПбГУ была разработана и реализуется магистерская 
программа «Молекулярная биология и агробиотехнология растений». 
В создании и реализации программы задействованы преподаватели 
восьми кафедр биологического факультета СПбГУ. Представлен-
ная программа ориентирована на ознакомление учащихся с совре-
менными проблемами, достижениями, методологией агробиотехно-
логии растений, возможностями применения знаний на практике. 
Особое внимание уделено формированию у слушателей представ-
лений о возможности и необходимости вывести селекцию расте-
ний на уровень требований и возможностей «постгеномной эры» 
для создания высокопродуктивного и устойчивого сельскохозяй-
ственного производства с минимальными экологическими рисками. 
В программе органично сочетаются теоретические курсы с практи-
ческими занятиями и выполнением исследовательских работ на базе 
СПбГУ и научно-исследовательских институтов Санкт-Петербурга. 
Большое внимание уделяется выработке у студентов навыков веде-
ния научных дискуссий, умению представлять свои научные данные 
в разных форматах, в том числе на английском языке, что является 
очень важным в плане отслеживания современных научных тенден-
ций и интеграции собственных исследований в мировую науку. Про-
грамма пользуется популярностью у студентов, а многие ее выпуск-
ники были трудоустроены в ведущие НИИ биологического и сельско-
хозяйственного профиля.

Ключевые слова: молекулярная биология растений, агробиотехно-
логия, подготовка магистров, СПбГУ.

The development of an agro-industrial complex under present-
day conditions is impossible to imagine without the development of 
agro-biotechnology, which in turn requires specialists with profound 
knowledge of biology, chemistry and related sciences. In this regard, 
training of personnel is needed to ensure active implementation of 
modern technologies in agricultural sciences. Until recently, such 
specialists have not been trained at classical universities, to which 
St. Petersburg State University belongs. To deal with this challenge, a 
Masters Program «Molecular Biology and Agrobiotechnology of Plants» 
has been developed and is being implemented in SPbSU. Teaching staff  
from eight departments of the Biological Faculty of SPbSU is involved 
in the creation and implementation of the Program. The Program in 
question is focused on familiarizing students with the modern problems, 
achievements, methodology of agro-biotechnology of plants, as well as on 
practical application of the obtained knowledge. Special attention is paid 
to the formation of trainees’ perceptions of the possibility and necessity 
of bringing plant breeding to the level of requirements and possibilities of 
the «post-genome era» to achieve high productivity and sustainability of 
agricultural production with minimal environmental risks. The Program 
seamlessly integrates practical exercises and students’ research work in 
the SPbSU facilities, as well as that performed at St. Petersburg research 
institutes. Much attention is paid to the development of students’ skills 
in conducting scientifi c discussions and in presenting their scientifi c data 
in diff erent formats, for instance in English, which is very important for 
monitoring current scientifi c trends and integrating own research into 
world science. The Program is popular with students and many of its 
graduates have been employed by the leading biological and agricultural 
research institutes.

Key words: plant molecular biology, agrobiotechnology, masters training, 
St. Petersburg State University.
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Подготовка специалистов в области современных био-
логических знаний является актуальной для развития 
исследований в области агропромышленного комплекса 
(АПК), который в настоящий момент интенсивно разви-
вается в нашей стране и это является гарантом не толь-
ко продовольственной безопасности, но и приумножения 
экспортного потенциала страны. В этой связи требует-
ся обеспечить опережающее развитие научных иссле-
дований, а главное подготовку кадров, способных обе-
спечить активное внедрение современных технологий, 
основанных на комплексном использовании так назы-
ваемых «омик» (геномика, протеомика, метаболомика 
и др.). Данный период характеризуется тем, что иссле-
дователи могут иметь всю информацию об особенностях 
структуры и функции генетического материала организ-
мов: набор генов и их аллелей, транскриптома, протео-
ма, метаболома и т. д. Выполнять работу на таком уровне 
способны специалисты, владеющие методологией гене-
тического анализа с использованием современных моле-
кулярных подходов. Именно совместные усилия специа-
листов - генетиков и молекулярных биологов необходимы 
для достижения целей, которые стоят перед сельским 
хозяйством – создание технологий селекции следующего 
поколения (next generation breeding, NGB). В связи с этим 
Правительство страны предпринимает энергичные уси-
лия для развития генетических технологий на основе соз-
даваемых новых подразделений генетического профиля. 
Однако, кадровая проблема остается не решенной и вста-
ет в «полный рост». К требованиям знания новых техно-
логий и владения комплексом молекулярно-генетических 
методов добавляется и необходимость понимания и зна-
ния современных проблем земледелия в широком смыс-
ле, включающем почвоведение, агрохимию, экологию, 
физиологию и биохимию растений.

Таких специалистов до недавнего времени вообще 
не готовили в классических университетах, к которым 
принадлежит СПбГУ. Университет продолжает разви-
вать известные в нашей страны школы в области генети-
ки, микробиологии, физиологии и биохимии растений. 
Именно в СПбГУ ൫൪൪ лет назад была организована пер-
вая кафедра генетики. Поэтому с полной ответственно-
стью университетское образование предполагает получе-
ние студентами знаний по широкому кругу дисциплин, 
что обеспечивает возможность создания программ обуче-
ния нового типа – сочетающих современные молекуляр-
но-биологические компетенции со знанием проблем био-
логии в целом. Последнее особенно важно, поскольку 
растения и животные, используемые в сельскохозяйствен-
ном производстве, редко становятся объектами молеку-
лярно-биологических исследований. Все эти, а также 
многие другие проблемы должны быть учтены при орга-
низации подготовки специалистов, владеющих соответ-
ствующими знаниями и полным комплексом современ-
ных методов. Таких специалистов, по нашим подсчетам, 
только для Санкт-Петербургских НИИ требуется в год 
не менее ൭൪ человек.

В связи с вышеизложенным, на биологическом 
факультете СПбГУ создана новая межкафедральная 
магистерская программа, которая может стать основой 
для подготовки специалистов, готовых работать в сфере 
научного обеспечения АПК на уровне современных тре-
бований. Ранее, в связи с юбилеем Новгородского Уни-
верситета, проходила конференция, на которой было 
доложено о создании и функционировании магистер-
ской программы. Результаты конференции опубликованы 
в сборнике, куда частично вошли сведения изложенные 
в данной статье (Тихонович, ൬൪൫൳).

Содержание программы и курсы, входящие в нее, 
можно условно разделить на несколько разделов.

൫. Взаимодействия растений в сообществах, 
молекулярные механизмы формирования 

микробно-растительных генетических систем

В этом разделе магистранты получают представле-
ние о генетических ресурсах планеты и механизмах их 
использования растениями. Блок включает современ-
ный курс «Метагеномика», который дает возможности 
для решения фундаментальных и прикладных проблем. 
Задачи курса: знакомство с методами анализа некуль-
тивированных, в основном почвенных микроорганиз-
мов, сравнительное изучение генов и геномов, получение 
представлений о соотношениях генетической информа-
ции про- и эукариот.

Уникальный курс данного блока «Симбиогенети-
ка – формирование надорганизменных растительных 
систем» знакомит обучающихся с молекулярно-гене-
тическими механизмами, обеспечивающими длитель-
ное совместное существование неродственных организ-
мов (Тихонович, Проворов, ൬൪൪൳; Проворов, Воробьев, 
൬൪൫൬). В ходе симбиоза происходит расширение адап-
таций эукариот за счет объединения генов партнеров 
в симбиогеном. В результате создается надорганизменная 
система, которая обладает такими свойствами или адап-
тациями, которыми не обладали партнеры по симбиозу 
до их объединения. Манипулирование генами микробов, 
полноценных участников цепей взаимодействия расте-
ния и микросимбионта, позволяет вовлечь в генетическое 
конструирование не отдельные гены, а их блоки. Слуша-
тели получают представление также о «принципе допол-
нительности» взаимодействия про- и эукариот на осно-
ве их геномов в курсе «Генетика органелл», в котором 
магистранты изучают структурную и функциональную 
организацию генетических аппаратов органелл растений, 
митохондрий и хлоропластов, имеющих эндосимбиоти-
ческое происхождение в эукариотической клетке. К этому 
разделу относятся курсы «Фитопатология», «Молеку-
лярно-генетические механизмы устойчивости расте-
ний к биотическим факторам», целью которых является 
знакомство студентов с современными молекулярно-гене-
тическими представлениями о болезнях растений и путях 
защиты растений от болезней в агробиоценозах, с основ-
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ными тенденциями развития фитопатологии как само-
стоятельной научной дисциплины (Багирова и др., ൬൪൫൬). 
В программе предусмотрен курс «Фитогеография и рас-
тительность России», в котором раскрывается совре-
менное состояние науки о растительных сообществах, 
особое внимание уделяется аспектам функциональной 
организации фитоценозов. Рассматриваются связи рас-
тений с прокариотами, грибами и животными, типы вза-
имоотношений между растениями, механизмы форми-
рования состава и структуры растительных сообществ, 
вопросы популяционной биологии растений, продуктив-
ности растительного покрова.

В целом этот раздел призван сформировать представ-
ление о генетических ресурсах планеты и возможности 
их вовлечения в полезное использование.

൬. Растения в окружающей среде: агроценоз 
и фитоценоз 

В данный раздел включены курсы, характеризую-
щие основы существования растений во взаимодей-
ствии с окружающей средой – «Основы агрохимии 
и минерального питания растений», «Мембранный 
транспорт и ионный гомеостаз», которые формируют 
у магистрантов комплексное представление об основах 
агрохимии и минерального питания растений, о доступ-
ности элементов и их роли в жизни растения (Битюц-
кий, ൬൪൫൮).

В курсе «Почвоведение» рассматриваются: перма-
нентная мировая агротехническая революция (зеленая, 
трансгенная, информационная), альтернативные систе-
мы земледелия (биодинамическая, органическая и др.) 
как общественные формы протеста против интенси-
фикации, последствия экстенсивного и интенсивно-
го (техногенного) земледелия, смена парадигмы приро-
допользования (sustainable development), экологический 
императив, законы природопользования и экологизация 
земледелия.

൭. Растение как отдельное царство

Данный раздел направлен на формирование у слушате-
лей комплексных знаний о своеобразии растений среди жи-
вого на Земле. Курс «Биология клетки» создан на основе 
современных представлений об организации клетки и ee 
функционировании, о сходстве и различиях в организации 
эукариот и прокариот, животных и растительных клеток.

Курс «Фитогормоны» дает знания о метаболизме, 
физиологической роли и механизме действия основных 
гормональных веществ растений, включая химическую 
структуру, реакции синтеза и инактивации, транспорт 
фитогормонов растений, механизм рецепции и трансдук-
ции гормональных сигналов, действие фитогормонов 
на геном и мембранный транспорт (Медведев, ൬൪൫൭; Мед-
ведев и др., ൬൪൫൭; Медведев, Шарова, ൬൪൫൫, ൬൪൫൮; Шишова 
и др., ൬൪൪൲).

В курсе «Генетика развития растений» студен-
ты узнают о том, как осуществляется регуляция разви-
тия растений на различных уровнях, изучают основные 
методы, используемые при исследовании растений, и их 
применение для изучения различных программ развития 
(Лутова и др, ൬൪൫൪).

Курс «Лекарственные растения» формирует пред-
ставление об основных группах физиологически актив-
ных соединений, синтезируемых лекарственными рас-
тениями, способах агрокультуры, биотехнологии 
и использования лекарственных растений, в первую оче-
редь, как продуцентов веществ вторичного метаболизма 
в медицине.

Особенно важным в настоящее время является курс 
«Семеноводство», позволяющий сформировать у сту-
дентов целостное представление о биологии покоя и про-
растания семян высших растений, а также об основах 
промышленного семеноводства сельскохозяйствен-
ных культур, которое необходимо вновь организовывать 
и налаживать в России.

Курс «Основы протеомики» с практикумом необхо-
дим для формирования представления об основных ана-
литических принципах и методических приемах про-
теомных исследований (Падкина и др., ൬൪൫൬). Курс 
сопровождается большим практикумом, который прово-
дится на базе Ресурсного Центра СПбГУ.

Курс «Эпигенетические процессы у растений» 
с практикумом освещает особенности эпигенетиче-
ских модификаций у растений, а практические занятия 
дают навыки работы с культурами растительных клеток. 
В курсе рассматриваются процессы метилирования ДНК, 
модификации гистонов и изменения структуры хромати-
на. Специальный раздел включает рассмотрение процес-
сов, определяющих продуктивность растений.

൮. Растение и человек – взаимное приспособление 
и генетическая инженерия

Это основной и самый крупный раздел, который 
включает целый ряд основополагающих курсов в области 
современного АПК.

Курс «Генетические основы доместикации рас-
тений» направлен на знакомство студентов с основны-
ми концепциями происхождения культурных растений, 
генетическим контролем ключевых признаков у важней-
ших видов. Курс «Метаболомики растений» заверша-
ет рассмотрение «омик» с точки зрения развития техно-
логий в области высокоэффективных методов разделения 
и идентификации химических соединений. Данный учеб-
ный курс сформирует у студентов базовое представле-
ние о метаболомике растений, познакомит с комплексом 
основных подходов, используемых для изучения расти-
тельных метаболитов.

В данном разделе особое место занимает курс 
«Транскриптомика и мир РНК», в котором обобщают-
ся современные представления о генетических процес-
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сах и роли РНК в регуляции развития растений (Мироно-
ва и др., ൬൪൫൱).

Из предыдущих курсов вытекает необходимость 
направленного изменения генотипа растений как способа 
преодоления ограниченности генетического потенциала, 
оценки всего разнообразия аллелей и конструирования 
новых. Курс «Генетическая инженерия в биотехноло-
гии сельскохозяйственных растений» включает лек-
ции, семинары и большой практикум по генной инже-
нерии, методы работы с компьютерными базами данных 
(Лутова, ൬൪൪൬; Лутова, Матвеева, ൬൪൫൰; Матвеева и др., 
൬൪൫൬). Магистранты знакомятся с проблемами совре-
менной биотехнологии: редактирование генома расте-
ний, способы изучения взаимодействий макромолекул, 
стволовые клетки растений, соматический эмбриогенез, 
транскриптомный анализ у растений, методы селекции 
растений с использованием генной и клеточной инже-
нерии, генная инженерия растений и фармацевтика, без-
опасность ГМО, и др. На семинарах студенты дела-
ют обзорные доклады по различным проблемам генной 
инженерии, опираясь на самые современные литера-
турные данные. Недавно создан новый курс этого блока 
«Новые технологии редактирования генома», в кото-
ром представлены все современные подходы для направ-
ленного редактирования генома растений.

Логичным продолжением является курс «Основы 
селекции нового поколения», в котором излагаются 
обобщенные материалы исследований генетического кон-
троля ключевых признаков, комплексный подход, сочета-
ющий традиционные методы селекции с современными 
молекулярными и биоинформатическими подходами.

С ൬൪൬൪ года в рамках программы будет читаться 
новый курс «Генетика растений», в котором особое место 
будет уделено обсуждению роли генетических коллекций.

Представленный материал, естественно, не отражает 
всего содержания новой программы и всех читаемых кур-
сов, тем более, что курсы постоянно совершенствуются 
и дополняются, в том числе и за счет материала, получа-
емого преподавателями, действующими активными уче-
ными, по мере получения новых знаний. Также и сама 
двухуровневая система образования, ныне внедренная 
повсеместно, требует совершенствования. В частности, 
непредсказуемый состав слушателей и уровень их под-
готовки заставляют адаптировать содержание програм-
мы под слушателей. Наш четырехлетний опыт пока-
зал, что программа востребована магистрами, которые 
за время учебы адаптируются к будущему месту работы 
в НИИ биологического профиля, выполняют там квали-
фикационную работу под руководством куратора из чис-
ла сотрудников учреждения-работодателя, а также руко-
водителя, назначаемого из сотрудников Университета. 
Это дает возможность органично соединить требования 
преподавания и выполнения научно-исследовательских 
работ.

Практикумы, как важная составляющая 
программы

Отличительной особенностью программы является 
большое количество лабораторных практикумов, в ходе 
которых студенты получают практические навыки рабо-
ты с растениями в культуре in vitro, учатся выделять 
ДНК из самых разных биоматериалов, проводить на ней 
разнообразные ферментативные реакции, в том чис-
ле и создавая рекомбинантные ДНК как элемент генной 
инженерии. Студенты знакомятся с биохимическими 
методами, включая методы протеомики и метаболоми-
ки, а также с биоинформатическими методами, позво-
ляющими анализировать большие массивы биологиче-
ских данных. Практикум в рамках курса “Генетическая 
инженерия в биотехнологии сельскохозяйственных 
растений” отличается тем, что дает возможность после-
довательного освоения методов в рамках единого про-
должительного генно-инженерного эксперимента (Луто-
ва, ൬൪൪൬; Лутова, Матвеева, ൬൪൫൰; Матвеева и др., ൬൪൫൬). 
Этот подход позволяет не только познакомить студентов 
с методами, но и наглядно проиллюстрировать возмож-
ности каждого метода в рамках целого исследования.

Биологические дисциплины на английском 
языке

Работая на современном уровне, необходимо посто-
янно повышать свою квалификацию, совершенство-
вать свои навыки и следить за мировыми тенденция-
ми в научной литературе. Это невозможно без владения 
английским языком. Поэтому в рамках магистерской 
программы существуют две учебные дисциплины, пре-
подаваемые на английском языке. В рамках курса “Гено-
мика растений и базы данных” студенты, слушая 
лекции на английском языке, знакомятся с новыми воз-
можностями, которые дает геномика для решения фун-
даментальных и прикладных задач изучения расти-
тельных объектов. Вторая часть курса подразумевает 
выполнение практической задачи с использованием баз 
данных нуклеотидных и белковых последовательностей 
и программного обеспечения для анализа геномов.

Курс “Современные проблемы агробиотехноло-
гии растений” организован в виде спецсеминара. В 
начале курса студенты учатся представлять на англий-
ском языке данные своих научных исследований. Во 
второй части курса под руководством кураторов (пре-
подавателей кафедры генетики и биотехнологии СПб-
ГУ) студенты готовят обзорные доклады на различные 
темы из областей биотехнологии, генетики развития 
растений, симбиогенетики, фитопатологии и др. Слу-
шая доклады однокурсников, студенты учатся обсуж-
дать научные вопросы на английском языке, вести дис-
куссию.
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После окончания магистратуры студенты 
получают следующие компетенции:

• свободное владение современными методами про-
ведения разнообразных полевых и лабораторных 
исследований в области молекулярной биологии 
и агробиотехнологии растений, навыки культи-
вирования клеток растений и микроорганизмов, 
умение грамотно использовать современную при-
борную базу.

• умение профессионально использовать современ-
ные компьютерные технологии для сбора, хра-
нения, обработки, анализа и передачи научной 
информации, в том числе для работы с базами 
данных.

• владение английским языком на уровне, позво-
ляющем свободно ориентироваться в научной 
информации по молекулярной биологии и агро-
биотехнологии растений и способность решать 

коммуникативные задачи при работе в иноязыч-
ной среде.

• способность анализировать полученные резуль-
таты научно-исследовательских работ, нести 
ответственность за качество выполняемых работ 
и достоверность научных результатов.

• профессионализм в представлении результатов 
научно-исследовательских работ в виде докладов, 
научных публикаций, отчетов.

Программа «Молекулярная биология и агробиотех-
нология растений» пользуется популярностью у студен-
тов. Фактически все читаемые в рамках программы кур-
сы – авторские, разработанные преподавателями СПбГУ, 
для них лекторами написаны учебники, которые исполь-
зуют и другие вузы страны.

Магистры, прошедшие обучение по данной програм-
ме легко находят работу в ведущих НИИ биологического 
и сельскохозяйственного профиля.
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К ПРОБЛЕМЕ ДИНАМИКИ ГЕНЕТИЧЕСКОГО ПОЛИМОРФИЗМА 
У СОРТОВ ГОРОХА (Pisum sativum L.) ОТЕЧЕСТВЕННОЙ СЕЛЕКЦИИ
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Актуальность. В ходе селекции различных сельскохозяйственных 
культур существует риск утраты (эрозии) генетического разноо-
бразия, связанный в первую очередь с использованием ограничен-
ной части генофонда для выведения новых сортов. Отечественные 
сорта гороха посевного (Pisum sativum L.) имеют высокий уровень 
фенотипического разнообразия, однако динамика полиморфизма 
на уровне ДНК не изучена. Подобное исследование актуально с точ-
ки зрения перспектив дальнейшей селекции культуры и планирова-
ния мер по сохранению разнообразия в коллекциях генетических 
ресурсов. Материалы и методы. В анализ включены: ൫൲ отечествен-
ных сортов гороха, созданных до ൫൳൳൫ г.; ൬൬ сорта, созданных в более 
поздние годы; ൮൪ зарубежных сортов; ൱ образцов, представляющих 
маркерные линии и неокультуренные формы гороха. Этот матери-
ал был описан по ряду морфологических признаков, а также гено-
типирован с использованием различных ДНК-маркеров (൫൮ CAPS 
на основе генов ядерной ДНК, ൲ ядерных микросателлитных мар-
керов, а также два неядерных маркера). Уровень разнообразия оце-
нивали как среднее значение коэффициента Жаккара от попарного 
сравнения сортов внутри группы. Дополнительно провели сравне-
ние опубликованных характеристик сортов, включенных в Госре-
естр в ൫൳൳൮ - ൬൪൫൳  гг. Результаты. На фенотипическом уровне отме-
чено повышение уровня разнообразия у зерновых сортов и сниже-
ние – у овощных. При оценке полиморфизма ДНК выявлена сходная, 
но гораздо менее выраженная тенденция. Отмечен низкий уровень 
внутрисортового рестрикционного полиморфизма CAPS-маркеров 
и разнообразия аллелей SSR-маркеров. Уровень разнообразия среди 
зарубежных сортов в основном не превышал значений, установлен-
ных для отечественных сортов. Исключение составил уровень фено-
типического полиморфизма овощных сортов, который у зарубежных 
сортов оказался выше, чем у отечественных. Характеристики про-
дуктивности у включенных в Госреестр сортов раннего (൫൳൳൯ - ൬൪൪൪) 
и позднего (൬൪൫൰ - ൬൪൫൳) периодов селекции не различаются значимо. 
Выводы. Среди российских сортов гороха нет выраженного сокра-
щения генетического разнообразия. Достоверной динамики увели-
чения значений основных хозяйственно-ценных признаков не выяв-
лено.

Ключевые слова: коллекция генетических ресурсов, молекулярные 
маркеры, разнообразие, эрозия.

Background. Breeding new crops is associated with a risk of decrease 
(erosion) in genetic polymorphism. It is associated mainly with the 
fact that only a limited range of pre-existing cultivars and forms are 
used for breeding new cultivars. The Russian cultivars of garden pea 
(Pisum sativum L.) are characterized by a high level of phenotypic 
variability, while dynamics of polymorphism at DNA level is poorly 
investigated. Such an investigation is relevant from the point of view 
of the prospects for further breeding of the crop, and for planning 
strategies of polymorphism conservation in germplasm collections. 
Materials and methods. The material used in the study included ൫൲ 
Russian cultivars bred before ൫൳൳൫, ൬൬ Russian cultivars created later, ൮൪ 
foreign cultivars, as well as ൱ marker lines and wild-growing accessions. 
These lines were phenotyped and genotyped using DNA markers 
(൫൮ CAPS, ൲ SSR, one mitochondrial and one chloroplast). Variability 
level was measured as an average Jaccard coeffi  cient resulting from 
pairwise comparison within each group. Additionally, we analyzed the 
published characteristics of cultivars included in the State Register in 
൫൳൳൮ - ൬൪൫൳. Results. At the phenotypic level, the variability of grain 
cultivars increased, while a decrease was recorded for vegetable cultivars. 
A comparison with foreign cultivars has shown that their polymorphism 
was similar to those of Russian cultivars, except for the vegetable 
cultivars which are phenotypically less polymorphic than foreign ones. 
The DNA polymorphism demonstrated a similar tendency, although to 
a lesser extent. A low level of within-cultivar polymorphism was found. 
Productivity characteristics of cultivars included into the State Register in 
the early period (൫൳൳൯ - ൬൪൪൪) and those included later (൬൪൫൰ - ൬൪൫൳) do not 
diff er signifi cantly. Conclusions. There is no clear indication of genetic 
erosion in Russian cultivars of pea. We also found no reliable increase 
in the basic agriculturally important characters within the two decades.

Key words: germplasm collection, molecular markers, variability, 
erosion.
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Введение

Горох посевной (Pisum sativum L.) – важная сельско-
хозяйственная культура, одна из древнейших и до насто-
ящего времени наиболее значимая в умеренных широ-
тах. Целенаправленная селекция гороха ведется не менее 
двух веков по всему миру. Помимо хозяйственной ценно-
сти, горох представляет собой интересную модель с точ-
ки зрения эволюционного процесса, когда искусственный 
отбор привел к формированию огромного числа различи-
мых внутривидовых форм.

Одним из возможных последствий селекции являет-
ся сокращение (эрозия) генетического разнообразия, уже 
продемонстрированное для ряда культур (Altukhov, 2004). 
В качестве факторов, определяющих уровень полимор-
физма в генофондах сельскохозяйственных растений, 
можно назвать следующие:

1. Сокращение уровня генетического разнообразия 
исходного материала при создании новых сортов. Боль-
шинство новых сортов создается на основе уже суще-
ствующих. Мутации генов хозяйственно ценных при-
знаков возникают de novo в генотипе ранее созданных 
сортов (Altukhov, 2004).

2. Повышение уровня разнообразия за счет скрещи-
вания генетически несходных форм.

3. Генетический дрейф, связанный с репродуци-
рованием в коллекции небольшого числа индивидов 
(Leino et al., 2013; Sinjushin, 2015).

4. Возникновение спонтанных мутаций при хране-
нии и размножении семян (Cieslarová et al., 2011a).

Исследования динамики генетического разнообразия 
гороха были выполнены в нескольких странах. В Чехии 
за 20-40 лет репродукции у одних образцов внутрисо-
ртовое аллельное разнообразие микросателлитных мар-
керов уменьшилось вплоть до фиксации единственно-
го аллеля, у других, напротив, увеличилось (Cieslarová 
et al., 2011b). На протяжении длительного времени селек-
ции существенной генетической эрозии не было выяв-
лено (Cieslarová et al., 2012). На примере 40 шведских 
сортов полевого гороха (P. sativum subsp. sativum var. 
arvense Poir.) показано, что более чем за 100 лет возделы-
вания различия по микросателлитным маркерам у совре-
менных сортов стали более существенными, чем в XIX 
в., но разнообразие аллелей уменьшилось (Leino et al., 
2013). На снижение уровня полиморфизма в ходе селек-
ции указывают и Baranger et al. (2004), изучившие гено-
типы 148 сортов гороха по ДНК-маркерам и изофермент-
ным локусам.

В России процесс создания новых сортов гороха идет 
очень активно; в Государственный реестр селекционных 
достижений на 2019 г. внесено более 170 сортов, преиму-
щественно созданных после 1990 г. (State Register, 2019). 
В их родословных зачастую встречаются одни и те же 
1 Supplementary materials 1 and 2 are available in the online version of the paper: https://doi.org/10.30901/2658-6266-2020-1-o3

исходные формы, что, безусловно, сопряжено с риском 
снижения генетического полиморфизма. В то же вре-
мя фенотипически новые сорта довольно разнообразны. 
В частности, при их выведении активно используются 
новые листовые морфотипы (Zelenov et al., 2018).

Целью настоящей работы стал анализ динамики гене-
тического разнообразия у сортов гороха, созданных 
в России.

Материалы и методы

Материалом исследования послужили 80 сортов горо-
ха отечественной и зарубежной селекции, а также 3 мар-
керные линии и 4 образца, представляющие неокуль-
туренные формы гороха (таблица 1). Образцы были 
в разное время получены из коллекции кафедры генетики 
МГУ, ФИЦ ВИГРР (ВИР), ФГБНУ ФНЦО, ФГБНУ ФНЦ 
ЗБК, ГНУ ВНИИСХМ, ФГБНУ ФИЦ «Немчиновка», 
Института ботаники НАН Республики Армения, РУП 
НПЦ НАН Беларуси по земледелию, Institut za Ratarstvo 
i Povrtarstvo (Сербия), Institute of Forage Crops (Болгария), 
John Innes Centre (Великобритания).

Для датировки сорта использовали год создания 
или внесения в Государственный реестр селекционных 
достижений. «Старыми» условно назвали сорта отече-
ственной селекции, созданные до 1991 г., «новыми» – 
после 1991 г. Сорта зарубежной селекции, включенные 
в сравнение, представляли достаточно протяженный 
период времени (с конца XIX в. по настоящее время).

Фенотипические описания выполняли в однорядном 
посеве на опытном участке (Звенигородская биостанция 
МГУ, Московская область) в соответствии с дескрипто-
ром (The International COMECON…, 1981), адаптирован-
ным для данной работы (приложение 1/Supplement 1)1. 
Основное внимание было уделено морфологическим при-
знакам, физиологические характеристики и устойчивость 
к патогенам не учитывали. Также были добавлены неко-
торые характеристики, не вошедшие в упомянутый дес-
криптор. Массу семян определяли с помощью электрон-
ных весов ER-60A (A&D Company Ltd.).

Для выделения ДНК материал собирали в поле-
вых условиях или проращивали семена в чашках Петри 
на влажной фильтровальной бумаге. ДНК выделяли 
модифицированным СТАВ-методом (Torres et al., 1993) 
с незначительными модификациями. Концентрацию ДНК 
определяли на спектрофотометре NanoDrop ND-2000 
(Thermo Scientifi c). Концентрацию ДНК в растворе дово-
дили до 20 нг / мкл. Препараты ДНК хранили при –20°С.

Для выявления полиморфизма использовали CAPS- 
и SSR-маркеры на основе полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР). Были выбраны локусы III и V групп сцепле-
ния, наиболее богатых удобными для генотипирования 
маркерами. Хотя выбранные ядерные CAPS-маркеры свя-
заны с последовательностями генов, кодирующих бел-
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ки (Konovalov et al., 2005), эти гены не ассоциированы 
с известными хозяйственно ценными признаками и, сле-

довательно, нейтральны с точки зрения искусственного 
отбора.

Таблица ൫. Растительный материал, использованный в работе
Table ൫. Plant material used in the study

Направление использования
End-use

Овощные
Vegetable

Зерновые
Grain

Прочие
Others

Старые (до ൫൳൳൫ г.)
Before ൫൳൳൫

Адагумский, Акация, Альфа, Борец, 
Виола, Жегалова ൫൫൬, Изумруд, 

Первенец (ФГБНУ ФНЦО), 
Позднеспелый мозговой 

улучшенный, Ранний грибовский ൫൫, 
Совершенство ൰൯-൭

Аист, Немчиновский ൱൰൰, Рамонский ൱൱, 
Татьяна, Фитотрон ൫, Флагман Малиновка

Новые (с ൫൳൳൫ г.)
After ൫൳൳൫

Амброзия, Великан, Викинг, Исток, 
Каира, Крейсер, Первенец 

(Ленинградская обл.), Сенатор, 
Совинтер ൫, Фрагмент, Чика

Батрак, Демон, Мультик, Немчиновский 
൯൪, Немчиновский ൫൪൪, Норд, Орел, Орлан, 

Софья, Спартак
Флора ൬

Зарубежные
Foreign

Hurst Green Shaft, Kelvedon Wonder, 
Puget (Великобритания); Premium 

(Чехия); Янтар (Украина); Cao Yan, 
Lu Zhun, Pin Wan (Китай); Sparkle, 

Ранний зеленый (США); Juwel 
(Германия); Rondo (Голландия); 

Anwend

Крепыш, Топаз, Труженик (Украина); 
Белорусский неосыпающийся, Белус, 
Миллениум, Зилга (Беларусь); Konto, 

Madonna, Rosakrone (Германия); Alaska, 
Filby, Iceberg (Великобритания); Eiff el, 
Frisson, Roi des Gourmands (Франция); 
Finale (Голландия); Smaragd (Чехия); 
Kaliski (Польша); Torsdag (Швеция); 

Капитал

Зазерский усатый, 
Игуменский кормовой, 
Кореличский кормовой, 

Червенский ൬൭൯ (Беларусь); 
Wasata fi oletowa (Польша); 

Mummy pea 
(Великобритания)

Маркерные линии и дикорастущие формы
Marker lines and wild-growing forms

WL൫൬൭൲, SGE, Slow, P. sativum subsp. elatius (M.Bieb.) Asch. & Graebn. (JI൰൮), P. sativum subsp. elatius (Сербия: 
Ćupina et al., ൬൪൫൫), P. sativum subsp. sativum var. arvense (Армения), P. sativum subsp. sativum var. arvense (JI൬൮൬൭), 

P. fulvum Sibth. & Sm. (JI൬)

Были использованы следующие CAPS-маркеры (приве-
дены название маркера/эндонуклеаза рестрикции и источ-
ник последовательностей праймеров): Adh1/ HaeIII, Adh1/
TaqI, CipPor/Ksp22I, CipPor/RsaI, Pepc/ RsaI, Rnp33/HpaII, 
Rnp33/RsaI, Sodmt/Ksp22I, TubA1/ TaqI, TubA1/HinfI (под-
робные характеристики генов, их продуктов и аллелей 

CAPS-маркеров см. в работах: Konovalov et al., 2005, 
Konovalov, 2006), Fbpp/HpaII, PsFAS1/TaqI (Sinjushin et al., 
2008). Две комбинации праймеров были подобраны в ходе 
настоящей работы: Uni (5’-tctctctactgcaccatctc, 5’- ctacattc-
cctcccgtccat), PsCLV3 (5’-cttgttcttttctgcttgcttcttatgag, 5’- caa-
catatttctacacaaaacaaaacca). Полиморфизм рестрикционных 
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фрагментов Uni и PsCLV3 выявляли с помощью эндону-
клеаз Bst4CI и AluI соответственно. Для поиска полимор-
физма митохондриальной и пластидной ДНК использова-
ли соответственно CAPS-маркеры cox1/PsiI и rbcL/AspLEI 
(Kosterin, Bogdanova, 2008). У нескольких сортов для ядер-
ных маркеров в 2-3 повторностях (в том числе и с разными 
образцами ДНК) не удалось добиться устойчивой ампли-
фикации фрагмента ожидаемой длины; генотипы данных 
линий по этим локусам не были учтены в дальнейшем ана-
лизе.

Помимо CAPS, использовали микросателлитные (SSR) 
маркеры III и V групп сцепления AA355, AA374, AA399, 
AA491, AB92, AB146, AB83 и AD79 (Loridon et al., 2005).

Амплификацию проводили в приборе МС2+ (ДНК-Тех-
нология). Конечный объем реакционной смеси составлял 
25 мкл и содержал 5 мкл раствора ДНК (20 нг/ мкл), 5 мкл 
готовой смеси для амплификации ScreenMix (Evrogen), пря-
мой и обратный праймеры в концентрации 0,2-0,5 мкмоль/л 
и воду высокой очистки (Milli-Q) до 25 мкл. Программа 
амплификации имела следующий вид: начальная денатура-
ция (94°C, 2,5’), 5 циклов начальной элонгации (24°C, 0,5’; 
Tm+2°C, 0,5’; 70°C, 1,5’), 35 циклов элонгации (93°C, 20’’; 
Tm, 0,5’; 71,5°C, 1’), конечная элонгация (72°C, 3’). Темпера-
туру отжига (Tm) подбирали и оптимизировали для каждой 
пары праймеров.

Для выявления полиморфизма CAPS-маркеров ампли-
фикат обрабатывали эндонуклеазами рестрикции (СибЭн-
зим) в соответствии с протоколом производителя.

Фракционирование продуктов рестрикции проводили 
путем горизонтального электрофореза в 1,5–3 % агароз-
ном геле (Amresco) с окрашиванием бромистым этидием. 
Результат амплификации SSR-маркеров определяли с помо-
щью системы капиллярного гель-электрофореза QIAxcel 
(QIAGEN).

Для оценки динамики хозяйственно-ценных признаков 
у сортов гороха использовали данные из ежегодного изда-
ния «Характеристики сортов растений, впервые включен-
ных в Государственный реестр селекционных достижений, 
допущенных к использованию» (1994-2019).

Полученные данные обрабатывали с помощью MS Offi  ce 
Excel (Microsoft) и Statistica 12 (Statsoft).

Результаты и обсуждение

Результаты работы характеризуют выбранную для 
исследования коллекцию сортов, которая, как мы считаем, 
является репрезентативной. Есть основания полагать, что 
полученные данные отражают тенденции, характерные для 
отечественных сортов гороха в целом.

Динамика фенотипического разнообразия

В качестве меры попарного сходства между образцами 
использовали коэффициент Жаккара (KJ), равный отноше-

нию числа различающихся проявлений признака (кодов 
дескриптора или аллелей) к числу общих у двух образцов 
проявлений. Отмечено более низкое значение KJ у новых 
сортов по сравнению со старыми (см. табл. 2), т.е. фено-
типически новые сорта более разнообразны. У овощных 
сортов ситуация противоположная (см. табл. 2).

Различные типы детерминантного роста побега – 
«самарский» (deh; здесь и далее приведено обозначение 
мутации) и «московский» (det) – встречаются только у оте-
чественных сортов (приложение 2/Supplement 2). Ни у одно-
го зарубежного сорта не отмечено срастания семяножки 
с семенной кожурой (def). Для 5 признаков из 16 изучен-
ных у российских сортов отмечены морфологические мута-
ции, не встречающиеся ни у советских, ни у зарубежных 
образцов. Для ряда российских сортообразцов характерны 
необычные листовые морфотипы – «хамелеон» (af unitac), 
«акациевидный» (tl).

По сравнению со старыми зарубежными (Mummy pea, 
Rosakrone) и старыми отечественными (не вошедший 
в выборку Штамбовый 2) сортами, у современных сортов 
не встречается фасциация побега (fa). Сочетание этой ано-
малии с «московским» типом детерминантного роста (det) – 
морфотип «люпиноид» – рассматривают как перспективное 
для селекции (Zelenov, 2015), хотя районированных сортов 
этого морфотипа по нашим данным еще нет.

Можно констатировать увеличение разнообразия фено-
типов современных российских сортов гороха по сравнению 
с советскими. Некоторые сорта несут значительное коли-
чество рецессивных морфологических мутаций, что неха-
рактерно для зарубежных сортов. Например, зерновой сорт 
Батрак (ФГБНУ ФНЦ ЗБК) гомозиготен по пяти мутаци-
ям, затрагивающим гены морфологических признаков, 
и характеризуется белыми цветками (a), безлисточково-
стью (af), неосыпающимися семенами (def), «самарским» 
типом детерминантного роста побега (deh) и укороченны-
ми междоузлиями (le).

Фенотипическое разнообразие новых отечественных 
зерновых сортов, выраженное через KJ, сопоставимо с уров-
нем, установленным для зарубежных сортов (см. табл. 2). 
Как старые, так и, еще в большей степени, новые овощ-
ные сорта фенотипически менее разнообразны, чем зару-
бежные (см. табл. 2).

Динамика генетического разнообразия, 
выявляемая с помощью CAPS - маркеров 

ядерной ДНК

Все 14 ядерных CAPS-маркеров обнаружили поли-
морфизм: в пределах изученной коллекции было най-
дено в среднем 2,4 аллеля на локус (рис. 1, приложе-
ние 2/ Supplement 2). Такой уровень полиморфизма ниже 
обнаруженного ранее для тех же маркеров (Konovalov 
et al., 2005). Это, вероятно, объясняется тем, что в про-
цитированной статье была описана коллекция меньшего 
размера, но включающая 5 маркерных линий.
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Значения KJ приведены в таблице 2. Результаты ана-
лиза сходны с тем, что было получено для морфологиче-
ских признаков, т.е. разнообразие зерновых сортов уве-
личилось, а овощных – уменьшилось. Однако тенденция 

выражена гораздо более умеренно, а средние значения 
KJ внутри групп «все старые сорта» и «все новые сорта» 
близки (соответственно 0,41 и 0,42).

Рис. 1. Примеры полиморфизма CAPS-маркеров (результаты электрофореза в 2%-ном агарозном 
геле). А – Pepc/RsaI: 1-3, 5, 6 – аллель «1»; 4, 7 – аллель «2» (сорта Мультик, Аист, Софья, Батрак, 
Premium, Демон, Орлан соответственно). Б – Sodmt/Ksp22I: 1, 3 – аллель «1»; 2 – аллель «2» (сорта 

Флагман, Filby и Викинг). М – маркер молекулярной массы (указаны длины фрагментов, пн).

Fig. 1. Examples of CAPS polymorphism (electrophoresis in 2% agarose gel). A - Pepc/ RsaI: 1-3, 5, 
6 – allele «1»; 4, 7 – allele «2» (cvs. Multik, Aist, Sofya, Batrak, Premium, Demon, Orlan, respectively). 

Б – Sodmt/ Ksp22I: 1, 3 – allele «1», 2 – allele «2» (cvs. Flagman, Filby, Viking). М – molecular weight marker 
(fragment lengths are denoted in bp).

Корреляция между значениями KJ при сравнении 
одних и тех же сортов по морфологическим и молекуляр-
ным маркерам оказалась положительной, но слабой. Для 
100 попарных сравнений в группе старых сортов коэффи-
циент корреляции Спирмена R между морфологическими 
и молекулярными маркерами составил 0,151 (p > 0,05), 
для 100 сравнений в группе новых сортов R = 0,218 
(p < 0,05).

Можно заключить, что среди новых сортов отече-
ственной селекции (с 1991 г.) показатель генетическо-
го сходства остался практически на том же уровне, 

что и у старых сортов. Зерновые сорта оказались более 
гетерогенными, чем овощные, что согласуется с их боль-
шим фенотипическим разнообразием и ранее полу-
ченными данными для SSR-маркеров (Dribnokhodova, 
Gostimsky, 2009). Уровень CAPS-полиморфизма зарубеж-
ных сортов, выраженный через KJ, ненамного отличает-
ся от значений, установленных для отечественных сортов 
(см. табл. 2). Интересно, что и среди зарубежных сортов 
полиморфизм среди овощных оказался менее выражен-
ным, чем в группе зерновых (см. табл. 2).
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Таблица 2. Значения коэффициента Жаккара при попарном сравнении сортов.
Table 2. Jaccard coeffi  cients for pairwise comparison of cultivars.

Для морфологических признаков
Based on morphological traits

Зерновые
Grain

Овощные
Vegetable

Зерновые

൪,൭൭ – ৱ,৷৵ – ൪,൲൱ ൪,൬൱ – ৱ,৵৸ – ൪,൱൯

൪,൬൱ – ৱ,৵৹ – ൪,൱൯ ൪,൫൱ – ৱ,৴৴ – ൪,൯൰

൪,൬൭ – ৱ,৵৺ – ൪,൲൲ ൪,൬൲ –  ৱ,৵৸ – ൪,൰൲

Овощные

൪,൮൱ – ৱ,৷৵ – ൪,൲൱

൪,൮൱ – ৱ,৷৸ – ൪,൲൱

൪,൬൭ – ৱ,৶৷ – ൫,൪൪

Для CAPS-маркеров
Based on CAPS-markers

Зерновые Овощные

Зерновые

൪,൫൱ – ৱ,৵ৱ – ൪,൰൭ ൪,൫൱ – ৱ,৵৲ – ൪,൱൯

൪,൬൬ – ৱ,৴৺ – ൪,൱൭ ൪,൫൱ – ৱ,৵ৱ – ൪,൱൯

൪,൫൬ – ৱ,৵৳ – ൪,൱൯ ൪,൫൬ – ৱ,৵৲ – ൪,൲൱

Овощные

൪,൫൱ – ৱ,৵৵ – ൪,൲൰

൪,൬൮ – ৱ,৵৹ – ൪,൲൰

൪,൬൬ – ৱ,৵৸ – ൪,൲൱

Примечание: Данные представлены в виде минимальное – среднее – максимальное. Верхняя строка ячейки отно-
сятся к старым отечественным сортам, средняя к новым, нижняя к зарубежным.

Note: Data are given as minimum – average – maximum KJ. In each cell, the upper set of values corresponds to the old 
national cultivars, the middle to the new ones, and the lower to foreign cultivars.

Уровень внутрилинейного полиморфизма

Для использования образцов из коллекции генети-
ческих ресурсов необходимо знать степень генетиче-
ской однородности материала. В ходе работы мы провели 
оценку внутрилинейного полиморфизма у двух сортов – 
Виола (14 растений) и Викинг (12) – и трех неокульту-
ренных образцов: P. sativum var. arvense из Армении (12), 
P. sativum subsp. elatius из Сербии (8) и P. sativum subsp. 
elatius JI64 (9). Были использованы два CAPS-марке-
ра (Pepc/RsaI и Sodmt/Ksp22I). Результаты представлены 
в таблице 3.

Ранее в нашей лаборатории также была проведена 

оценка внутрилинейного полиморфизма в наборе образ-
цов гороха с использованием SSR-маркеров (Dribnok-
hodova, 2009; Sinjushin, 2015). Полученные результаты 
также продемонстрировали низкий уровень внутрили-
нейного полиморфизма у всех образцов (в среднем доля 
полиморфных маркеров равна 4,84%) (Dribnokhodova, 
2009). В целом SSR-маркеры являются значительно 
более вариабельными, чем CAPS. Наблюдаемая в слу-
чае микросателлитных локусов внутрилинейная гетеро-
генность может быть связана не только с сохранением 
изначальной неоднородности сорта, но и с мутациями 
de novo (Cieslarová et al., 2011a). Возможность сокраще-
ния изначальной генетической гетерогенности образца 
за время его поддержания в коллекции уже была показана 
для гороха (Cieslarová et al., 2011b; Sinjushin, 2015).
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Таблица 3. Частоты аллелей двух CAPS-маркеров у различных 
образцов гороха. Нумерация аллелей присвоена условно.

Table 3. Allele frequencies of two CAPS markers in diff erent pea 
accessions. Alleles are numbered arbitrarily.

Маркер/
Рестриктаза

Marker/
Endonuclease

Аллель
Allele

Образец
Accession

Виола Викинг
P. sativum var. 
arvense Poir. 
(Армения)

P. sativum subsp. 
elatius (M.Bieb.) 
Asch. & Graebn. 

(JI൰൮)

P. sativum subsp. 
elatius (M.Bieb.) 
Asch. & Graebn. 

(Сербия)

Pepc/RsaI
൫ ൳൬,൲൰% ൫൪൪% ൫൪൪% ൫൪൪% ൪%

൬ ൱,൫൮% ൪% ൪% ൪% ൫൪൪%

Sodmt/Ksp൬൬I

൫ ൫൪൪% ൫൪൪% ൳൫,൰൱% ൲൲,൲൳% ൪%

൬ ൪% ൪% ൪% ൪% ൫൪൪%

൭ ൪% ൪% ൲,൭൭% ൫൫,൫൫% ൪%

Проблема интерпретации результатов 
фрагментного анализа и динамика разнообразия 

SSR - маркеров

Для анализа микросателлитных маркеров был приме-
нен фрагментный анализ, дающий оценку длины фрагмен-
тов в парах нуклеотидов. Однако при проведении несколь-
ких ПЦР с одной и той же комбинацией праймеров и одним 
и тем же образцом ДНК неоднократно имела место непол-
ная воспроизводимость результатов. Установленная с помо-
щью системы QIAxcel длина фрагментов различалась 
на несколько нуклеотидов между повторностями. 

Подобное явление уже было отмечено в литературе.
Так, капиллярный электрофорез был признан неудовлет-
ворительным для точного генотипирования малярийных 
комаров по микросателлитным маркерам (Manrique et al., 
2015). Различия в 3-4 пн могут быть связаны как с погреш-
ностями метода, так и с внутрисортовым аллельным 
полиморфизмом. Чтобы исключить второе, мы провели 
несколько повторных тестов с одними и теми же образ-
цами ДНК, и в ряде случаев различия сохранялись. Это 
делает невозможным подсчет KJ, как это было сделано 

для CAPS-маркеров.
Так как основная цель работы заключалась в сравне-

нии встречаемости аллелей SSR-маркеров в двух группах 
сортов, а не точном различении аллелей, мы построили 
вариационные ряды по длине фрагмента, установленной 
с помощью системы QIAxcel (рис. 2). В тех случаях, когда 
для одного и того же образца было получено несколько 
различных значений, использовали среднюю оценку. Для 
двух маркеров (AA374 и AA399) полученный ряд оказался 
непрерывным и, вероятно, соответствующим единствен-
ному аллелю (рис. 2, Б). Для прочих локусов распреде-
ление длин амплифицированных фрагментов указывает 
на несколько аллелей (рис. 2, А). Некоторые редкие аллели 
встречаются только у неокультуренных форм или маркер-
ных линий – например, «легкий» (около 318 пн) аллель 
маркера AB83 или «тяжелый» (423 пн) аллель маркера 
AB146 (рис. 2). В остальных случаях можно констатиро-
вать, что все возможные значения длин фрагментов отме-
чены и у советских (до 1991 г.), и у российских (с 1991 г.), 
и у зарубежных сортов. Таким образом, аллельное разно-
образие проанализированных микросателлитных локусов 
на протяжении времени сохраняется неизменным у отече-
ственных сортов и сопоставимо с разнообразием зарубеж-
ных сортов.

Plant Biotechnology and Breeding ൬൪൬൪;൭(൫)
ϣϫ



Рис. ൬. Вариационные ряды для длин фрагментов (пн), установленных для SSR-маркеров 
AB൫൮൰ (А) и AA൭൱൮ (Б) с помощью системы QIAxcel. Образцы гороха расположены 

по оси абсцисс в порядке возрастания размера амплифицируемого фрагмента.
Fig. ൬. The order statistics for fragment length (bp) estimated for AB൫൮൰ (A) and 

AA൭൱൮ (Б) SSR markers using the QIAxcel system. Pea accessions are distributed 
along the x-axis in order of the increasing amplifi ed fragment size.

Единообразие исследованных образцов 
по хлоропластному и митохондриальному 

маркерам

У большинства образцов, включая P. sativum subsp. 
elatius из Сербии, сайты рестрикции в неядерных мар-
керах отсутствовали. Два образца, имевшие отличаю-
щиеся от прочих аллели митохондриального (cox1/PsiI) 
и пластидного (rbcL/AspLEI) маркеров, JI64 и JI2, отно-
сятся соответственно к другому подвиду (P. sativum 

subsp. elatius) и другому виду (P. fulvum). Эти резуль-
таты хорошо согласуются с выводом работы (Kosterin, 
Bogdanova, 2008) о том, что для окультуренных форм 
гороха характерно отсутствие сайтов рестрикции в нея-
дерных маркерах cox1/PsiI и rbcL/AspLEI. То обстоятель-
ство, что образец P. sativum subsp. elatius из Сербии обла-
дает тем же генотипом, что и окультуренные формы, 
также не противоречит современным представлениям 
о парафилетическом характере этого подвида (Kosterin, 
Bogdanova, 2008).
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Динамика хозяйственно-ценных признаков 
у отечественных сортов

Наибольший практический интерес связан с изме-
нением продуктивности и иных хозяйственно значи-
мых признаков в ходе селекции. Сведения, приведенные 
в ежегодном издании «Характеристики сортов расте-
ний, впервые включенных в Государственный реестр…», 
неоднородны в разные годы и для сортов различных 
направлений использования. Так, для зерновых сортов 
обычно приведены средняя и максимальная продуктив-
ность, в то время как у овощных сортов во многих слу-
чаях продуктивность приведена как интервал от наи-
меньшего до наибольшего значения. В таких случаях 
был проанализирован максимальный показатель. Кроме 
того, нецелесообразно обобщать результаты испытания 
для сортов разных регионов допуска. Наибольшее чис-
ло сортов рекомендованы для Северо-Кавказского округа, 

поэтому они были включены в сравнение. Распределение 
сортов по годам создания также неоднородно, поэтому 
для сравнения групп сопоставимого размера были охва-
чены периоды неравной длительности (рис. 3).

С учетом вышеизложенной специфики данных мож-
но заключить, что для средней урожайности зерновых 
сортов, содержания белка в зерне и максимальной уро-
жайности зеленого горошка овощных сортов нет досто-
верных различий между сортами раннего (преимуще-
ственно 1995-2000 гг.) и позднего (2016-2019) периодов. 
Аналогичные результаты получены для Центрально-Чер-
ноземного региона (не представлено). Таким образом, 
более чем за 20 лет отечественной селекции новейше-
го времени нет выраженного тренда на повышение уро-
жайности или содержания белка в зерне. Вероятно, тра-
диционная, не привлекающая методов направленной 
модификации генома селекция привела к тому, что значе-
ния основных показателей продуктивности гороха вышли 
на плато.

Рис. 3. Динамика средней урожайности (А), максимального содержания белка в зерне (Б) у зерновых 
сортов и максимальной урожайности зеленого горошка у овощных сортов (В). По оси абсцисс – 
годы включения в Госреестр, в скобках число сортов каждой группы; все сорта рекомендованы 

для возделывания в Северо-Кавказском регионе. Одинаковыми латинскими буквами обозначены 
достоверно различающиеся группы сортов (критерий Краскела-Уоллиса: a, p < 0,05; b , p < 0,01).
Fig. 3. Dynamics of the average yield (A), maximum protein content in grain (Б) of grain cultivars, and 
maximum green pea yield in vegetable cultivars (В). X-axis: year of inclusion into the State Register, the 

number of cultivars in each group is given in parentheses. All cultivars were recommended for cultivation in 
the North Caucasus region. The same Latin letters are used to mark signifi cant diff erences (Kruskal- Wallis 

test: a, p < 0,05; b, p < 0,01).
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В более ранний период селекции, с 1920-х по 1980-е гг., 
было показано значительное повышение урожайности оте-
чественных сортов зернового гороха (Novikova et al., 1989). 
Интересен механизм этой динамики: общая биологическая 
продуктивность растений осталась практически неизмен-
ной, но урожайность увеличилась за счет повышения убо-
рочного индекса и уменьшения биомассы вегетативных 
органов. Проведенная нами оценка сведений из «Харак-
теристики сортов растений…» за 1994 - 2019 гг. указывает 
на отсутствие динамики урожайности. Возможно, дальней-
шее перераспределение ассимилятов между вегетативной 
частью и семенами находится за пределами биологических 
возможностей вида.

Заключение

Подводя итог данной работе, можно сделать следую-
щие выводы.

1. Среди отечественных зерновых сортов гороха 
с течением времени происходит повышение уровня фено-
типического разнообразия, среди овощных – снижение.

2. Для большинства CAPS- и SSR-маркеров III 
и V групп сцепления число аллелей на локус остается 
неизменным с течением времени и практически совпа-
дает с уровнем разнообразия, отмеченным у зарубежных 
сортов. Случаи, когда число аллелей со временем умень-
шилось или увеличилось, редки. Выраженной эрозии гене-
тического разнообразия у зерновых сортов не происходит; 
среди овощных сортов разнообразие снижается.

3. Проанализированные маркеры хлоропластной 
и митохондриальной ДНК не позволяют судить об изме-
нении уровня генетического разнообразия сортов гороха, 
но дифференцируют различные подвиды гороха.

4. Редкие аллели ДНК-маркеров в основном присущи 
неокультуренным формам, которые логично рассматривать 
в качестве перспективных доноров изменчивости в селек-
ции гороха.

5. За период селекции гороха 1994-2019 гг. не обна-
ружено достоверного увеличения средней урожайности 
и максимального содержания белка в семенах у зерновых 
сортов, а также увеличения максимальной урожайности 
зеленого горошка у овощных сортов, включенных в Госу-
дарственный реестр РФ.
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Актуальность. Модификация растений с целью повышения их 
устойчивости к вредителям – перспективное направление в совре-
менной биотехнологии. Создание искусственных защитных систем 
на основе РНК-интерференции или индукция метаболических 
изменений в растениях могут существенно снизить привлекатель-
ность для вредителя и, как следствие, степень повреждения расте-
ний. Однако, разработка стратегий подобных модификаций затруд-
нена отсутствием биотехнологических методов, разработанных 
для каждой культуры, и адекватных моделей для проведения таких 
исследований. Табак Nicotiana tabacum L. как растение семей-
ства пасленовых потенциально может быть моделью для исследо-
вания возможных стратегий повышения устойчивости к вредите-
лям для таких родственных культур как картофель, томат, сладкий 
перец и т.д. Препятствием к проведению подобных работ на таба-
ке является высокая токсичность листьев, которая защищает табак 
от большинства вредителей. Недавно опубликованы исследования, 
доказывающие, что мутагенез генов семейства Berberine Bridge-
Like (BBL) в табаке приводит к существенным изменениям в коли-
чественном и качественном составе алкалоидов в листьях. В насто-
ящей работе данный подход был применен с целью получения рас-
тений табака, пригодных для потребления в пищу колорадским 
жуком (Leptinotarsa decemlineata Say), который является наиболее 
распространенным и опасным вредителем картофеля. Результаты. 
С целью модификации генома табака, были подобраны две направ-
ляющие РНК (нРНК), нацеленные на шесть генов семейства BBL. 
Каждая из них была встроена в вектор, содержащий ген нуклеазы 
Cas൳ и каркас нРНК. Полученные конструкции вместе с плазмидой 
pBI൫൬൫, содержащей ген устойчивости к канамицину nptII и репортер-
ный ген бета-глюкуронидазы Escherichia coli Migula, были использо-
ваны для трансформации листовых эксплантов табака методом биоб-
аллистики. Из трансформированных клеток путем селекции на кана-
мицине были получены каллусы и далее трансгенные растения-реге-
неранты поколения Т൪. Неожиданным результатом стало появление 
широкого плейотропного эффекта модификации в виде многочис-
ленных серьезных аномалий развития среди полученных популяций 
регенерантов. Самые тяжелые аномалии проявлялись в виде быстрой 
гибели растений, относительно жизнеспособные растения отлича-
лись угнетением роста и укоренения, увеличением числа междоуз-
лий, изменением формы листьев, ускоренным цветением, аномалия-
ми развития цветка и стерильностью. Только одна из семи получен-
ных популяций клонов обладала достаточной жизнеспособностью 

Background. Genetic modifi cation of plants is one of the promising 
strategies to increase their resistance to insect pests. The development 
of metabolic or RNA interference systems for plant protection requires 
appropriate models of host-insect interactions. Nicotiana tabacum L. 
is a classical model plant used in molecular and metabolic engineering. 
We consider tobacco as a model for developing protective strategies 
against Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata Say, CPB). 
Normally, tobacco is toxic for CPB due to high content of nicotine and 
related alkaloids in leaves. Modifi cation of the tobacco genome could 
provide tobacco genotypes with altered metabolism suitable for CPB 
feeding. It is known that diff erent mutations in Berberine Bridge-Like 
(BBL) genes cause diff erent alterations in tobacco leaf alkaloid levels. 
In the current study, the Cas൳/gRNA system targeting members of the 
BBL gene family of tobacco was used to create a line which can serve 
as a diet for CPB. Results. In order to obtain tobacco with modifi ed 
alkaloid content, two gRNAs matching target sequences in six BBL genes 
were selected. Each gRNA was cloned into a gRNA/Cas൳ generic vector. 
The created constructs were mixed and used for biolistic transformation 
of tobacco leaf explants together with the pBI൫൬൫ plasmid harboring 
the kanamycin resistance gene nptII and the reporter E.coli beta-
glucuronidase (GUS) gene. Regenerants were selected on ൫൪൪ mg/l of 
kanamycin and checked for transgene presence by histochemical GUS-
assay. Unexpectedly, the regenerated plants displayed a variety of adverse 
phenotypic eff ects including diff erent degree of growth and rooting 
inhibition, early fl owering, increased number of internodes, changes in 
leaf shape, fusion of fl owers, longostyly, and partial sterility. Only one 
from seven obtained calli produced a population of regenerated plants 
without severe phenotypic abnormalities. The NtaBBL൯-൫൮ line of 
clonally propagated plants was selected from this population and used for 
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для выращивания в гидропонном комплексе и существенно не отли-
чалась от исходного сорта по жизнеспособности in vitro. Из  этой 
популяции была выделена линия табака NtaBBL൯-൫൮, поддержива-
емая in vitro. Данная линия была протестирована на кормовую при-
годность для колорадского жука. Показано, что личинки колорадско-
го жука эффективно потребляют листья табака полученной линии, 
и практически не потребляют листья контрольных растений (процент 
потребления ൳൱±൪.൯% для модифицированных и ൳±൭% для контроль-
ных растений). Заключение. Методом модификации генома полу-
чена линия табака, пригодная для питания личинок колорадского 
жука. В дальнейшем эта линия может быть использована как модель 
для исследования взаимодействия колорадского жука и растений. 
Результаты работы демонстрируют возможность менять спектр кор-
мовых предпочтений вредителей и открывают перспективы разви-
тия данного направления. В частности, перспективным может быть 
осуществление модификаций с меньшим плейотропным эффектом, 
и, возможно, этого можно добиться, производя нокаут других генов, 
участвующих в регуляции синтеза никотина.

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

a CPB feeding experiment. It was shown that CPB larvae consume the 
leaves of NtaBBL൯-൫൮ line ten times more effi  ciently than the leaves of 
control plants (൳൱±൪.൯% vs. ൳±൭% in ൬൮ h respectively). Conclusion. The 
NtaBBL൯-൫൮ tobacco line is suitable for CPB feeding and can be further 
used as a model for studies in plant-pest interaction. The modifi cation of 
other genes regulating nicotine metabolism can be a promising strategy to 
obtain tobacco plants edible for CPB with less pleiotropic eff ects.

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

Табак Nicotiana tabacum L. является первым расте-
нием, на котором были разработаны методы трансге-
неза, и активно используется для создания различных 
молекулярно-генетических моделей в генетике расте-
ний наряду с Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Sierro et al., 
൬൪൫൮). Табак является перспективным модельным объек-
том для исследования генетики и физиологии растений 
семейства пасленовых, к которому принадлежит ряд цен-
ных сельскохозяйственных культур, например, картофель 
Solаnum tuberоsum L. – одна из важнейших продоволь-
ственных культур во всем мире. Среди вредителей карто-
феля следует выделить колорадского жука (Leptinotarsa 
decemlineata Say), как самого опасного на террито-
рии Северной Америки, Евразии и Африки. Колорад-
ский жук (КЖ) может быстро акклиматизироваться и раз-
множаться в различных средах обитания по всему миру 
благодаря активной миграционной способности, высо-
кой пластичности и широкому спектру внутривидового 
полиморфизма (Weber, ൬൪൪൭). Колорадский жук наносит 
существенный вред посадкам картофеля, а для контро-
ля этого вредителя в основном используют химические 
инсектициды. Однако КЖ быстро формирует резистент-
ность к химическим инсектицидам, и нормы расхода пре-
паратов многократно завышаются, что наносит значи-
тельный вред окружающей среде (Alyokhin et al., ൬൪൪൲). 
Моделирование молекулярных механизмов устойчиво-
сти растений к КЖ и создание модифицированных расте-
ний с повышенным уровнем устойчивости к КЖ являет-
ся перспективным подходом для поиска средств борьбы 
с данным вредителем. Однако, отработка различных 
молекулярных подходов на картофеле – сложно осуще-
ствимая задача, поскольку биотехнологические мето-
ды на этой культуре требуют длительной оптимизации 
для каждого генотипа, генетическая трансформация зани-
мает много времени и требует привлечения опытных 
специалистов. Перспективной является идея отработки 
подхода на более простой родственной модели, которую 
затем, уже в «готовом виде», можно перенести на карто-
фель.

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

точно адаптирован к питанию биомассой, содержащей 
алкалоиды (включая стероидные алкалоиды ботвы кар-
тофеля), никотин отсутствует в картофеле, и его наличие 
в листьях табака снижает привлекательность их для жука 
в качестве пищи (Hsiao, Fraenkel, ൫൳൰൲). Недавно было 
показано, что направленный мутагенез генов семей-
ства Berberine Bridge-Like (BBL) в табаке приводит к раз-
личным качественным и количественным изменениям 
в содержании алкалоидов в листьях (Schachtsiek, Stehle, 
൬൪൫൳; Lewis et al., ൬൪൬൪). Фермент BBL представляет 
собой флавинсодержащую оксидазу, наиболее вероят-
но участвующую в заключительной стадии окисления 
в биохимическом пути синтеза никотина (Kajikawa et al., 
൬൪൫൫). В настоящей работе подобный подход был приме-
нен для получения растений табака, которые обладали 
бы повышенной кормовой привлекательностью для коло-
радского жука. Генетические конструкции, несущие гены 
нуклеазы Cas൳ и направляющую (guide) РНК (нРНК, 
gRNA), нацеленные на семейство генов BBL, были 
использованы для получения модифицированных расте-
ний табака, которые затем скармливали личинкам КЖ. 
Показано, что личинки КЖ способны питаться листьями 
модифицированных растений табака. Полученная линия 
табака может быть использована как модель для экспе-
риментального исследования молекулярно-генетических 
механизмов устойчивости растений к вредителям.

Материалы и методы

В качестве исходного материала использовались рас-
тения табака N. tabacum L. линии SR൫. Растения культи-
вировали in vitro на питательной среде Мурасиге и Ску-
га (MC) (Murashige, Skoog, ൫൳൰൬) с добавлением сахарозы 
(൬൪ г/л).

Для мутагенеза семейства генов BBL были выбра-
ны две нРНК, гомологичные участкам одновремен-
но шести генов (BBLa, BBLb, BBLd.৲, BBLd.৳, BBLe) 
(Schachtsiek, Stehle, ൬൪൫൳). Два выбранных целевых сайта 
практически идентичны, один расположен со сдвигом в ൭ 
нуклеотида относительно второго (таблица ൫).

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

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

Таблица ൫. Последовательности целевых сайтов и нРНК для внесения мутаций в гены семейства BBL
Table ൫. The sequences of target sites and gRNAs for mutagenesis of BBL gene family members

Обозначение нРНК/
gRNA

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

Структура нРНК /
gRNA structure

BBL৲ ൯’-tatgaaatcagagtaaggtgcgg-൭’ ൯’-tatgaaatcagagtaaggtg-൭’
BBL৳ ൯’-gaaatcagagtaaggtgcggagg-൭’ ൯’-gaaatcagagtaaggtgcgg-൭’

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

Таблица ൬. Список праймеров и олигонуклеотидов
Table ൬. List of primers and oligonucleotides

Обозначение/ 
Designation Последовательность ൯’-൭’/Sequence ൯’-൭’

PromCas F tagaggcccttaaggccttaAAAAATTACGGATATGAATATAGGCATATCCG 
PromCas R cgttttcctcGTTATCCAAGAAATCCTTATCCTTAATGATCTTG 
CasTerm F cttggataacGAGGAAAACGAGGATATCTTGGAG 
CasTerm R cctgcagcccgggggatccaactagtAAGCCTATACTGTACTTAACTTGATTGC 
BBL൫_Fwd attgtatgaaatcagagtaaggtg
BBL൫_Rev aaaccaccttactctgatttcata
BBL൬_Fwd attggaaatcagagtaaggtgcgg
BBL൬_Rev aaacccgcaccttactctgatttc

Каждую из подобранных нРНК интегрировали в век-
тор pSI൯൱ путем встройки олигонуклеотида, содержащего 
ее последовательность, по сайту рестрикции BbsI. Двух-
цепочечный олигонуклеотид с липкими концами получа-
ли отжигом друг на друга пар одноцепочечных олигону-
клеотидов: BBL൫_Fwd/BBL൫_Rev и BBL൬_Fwd/BBL൬_Rev 
(см. табл. ൬) для нРНК, обозначенных BBL൫ и BBL൬ соот-
ветственно.

Стабильную трансформацию табака N. tabacum 
SR൫ проводили методом биобаллистики. Готовили 
смесь из трех генетических векторов, несущих систему 
нРНК/ Cas൳, нацеленную на семейство генов BBL, и век-
тор pBI൫൬൫, несущий ген устойчивости к антибиотику 
канамицину и ген-репортер бета-глюкуронидазы (GUS) 
E. coli (Chen et al., ൬൪൪൭). Смесь ДНК наносили на золо-
тые частицы и доставляли в клетки листовых эксплан-
тов табака при помощи генной пушки (Bio-Rad PDS-

൫൪൪൪ He, размер золотых частиц ൫ мкм, разрывной диск 
൫൫൪൪ пси (൱,൰х൫൪൰ Pa), расстояние ൰ см, вакуум при выстре-
ле ൬൱ мм  рт.  ст. (൭,൰х൫൪൭ Pa)). Трансформированные экс-
планты помещали в чашки Петри на селективную кал-
лусообразующую среду Т൫: стандартная среда МС 
с добавлением ൬൪ г/л сахарозы, ൫ мг/л ൰-бензиламинопу-
рина, ൪,൫ мг/л нафталенуксусной кислоты и ൫൪൪ мг/л кана-
мицина. Полученные каллусы перемещали на среду Т൬: 
стандартная среда МС с добавлением ൬൪ г/л сахарозы, 
൪,൫ мг/л ൰-бензиламинопурина без канамицина для орга-
ногенеза, затем получали первичные растения-регене-
ранты. Трансгенность полученных каллусов и регенеран-
тов проверяли методом гистохимического окрашивания 
с реактивом X-Gluc для выявления активности гена 
β-глюкуронидазы. Жизнеспособные растения высажи-
вали в гидропонный комплекс для анализа морфологи-
ческих характеристик и фертильности. Листья расте-
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ний из гидропонного комплекса лиофильно высушивали 
и использовали для анализа содержания никотина. Cодер-
жание алкалоидов определяли ранее отработанным мето-
дом (Domrachev et al., ൬൪൫൲), позволяющим определить 
суммарное содержание никотина и норникотина.

Для исследования кормовой привлекательности полу-
ченных растений для колорадского жука были использо-
ваны листья из культуры in vitro. Было использовано три 
повторности по ൫൯ личинок на каждый вариант. Личин-
ки колорадского жука были отобраны из природно-лабо-
раторной популяции насекомых, содержащихся на рас-
тениях картофеля в лаборатории биологической защиты 
растений и биотехнологий НГАУ. Срезанные листья 
табака помещали в пластиковую пробирку с водой объ-
емом ൫,൯ мл, в которой фиксировали их ватой и пленкой 
Parafi lm. Насекомых и листья помещали в чашки Петри. 
Через ൬൮ часа учитывали смертность насекомых и пло-
щадь съеденной листовой пластинки. Площадь повреж-
дения листа насекомыми рассчитывали в процентах 
от общей площади листа по фотографиям с помощью 

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

Результаты

С использованием нРНК, которая, по литературным 
данным, показывает высокую эффективность при мутаге-
незе генов семейства BBL (Schachtsiek, Stehle, ൬൪൫൳), была 
проведена генетическая трансформация табака и полу-
чено ൱ каллусов. Из четырех каллусов не удалось полу-
чить жизнеспособные растения, из трех оставшихся были 
получены три популяции регенерантов (NtaBBL), общим 
числом ൱൬ растения поколения Т൪. Популяции клонов 
поддерживали черенкованием in vitro. Данные популяции 
отличались друг от друга по фенотипу и демонстрирова-
ли различные аномалии развития (рис. ൫).

Рис. ൫. Фенотипы растений-регенерантов (NtaBBL) поколения Т൪ после модификации 
с использованием системы Cas൳/нРНК, нацеленной на гены семейства BBL.

А: зрелые листья, масштабная линейка соответствует ൯ см; Б: пример раннего цветения in vitro; В: цветок 
с удлинённым пестиком, масштабная линейка соответствует ൫ см; Г: цветок, образовавшийся в результате 

слияния двух цветков. SR൫ – соответствующий фенотип исходной линии.

Fig. ൫. Phenotypes of regenerated plants (NtaBBL) after modifi cation using the 
Cas൳/gRNA system for mutagenesis of BBL gene family members.

A: mature leaves, scale bar corresponds to ൯ сm; B: early fl owering in vitro; C: fl ower with longostily, scale bar 
corresponds to ൫ сm; D: fl ower fusion. SR൫ – wild type phenotype.
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Таблица ൭. Сравнительный анализ морфологических характеристик 
полученной линии NtaBBL൯-൫൮ и исходной линии SR൫

Table ൭. Comparison of morphological traits in BBL൯-൫൮ line and control (SR൫)

Признак/trait BBL(൯)൫൮ SR൫
Высота стебля, см/Stem height, сm ൱൪-൫൬൯ ൫൪൪-൫൭൪
Количество побегов/Number of shoots ൬-൮ ൫-൬
Количество узлов/Number of nodes ൫൰-൬൬ ൳-൫൫
Длина листовой пластины, см/Leaf blade length, сm ൬൭൪-൬൰൪ ൭൬൪-൭൮൪
Ширина листовой пластины, см/ Leaf blade width, сm ൲൪-൳൫ ൫൪൪-൫൲൯

Среди наблюдаемых отклонений отмечалось угнете-
ние роста и укоренения, увеличение числа междоузлий, 
раннее цветение, аномалии развития цветка (увеличение 
количества элементов цветка, лонгостилия) и отсутствие 
семян. Растения, полученные только из одного из семи 
исходных каллусов, оказались достаточно жизнеспособ-
ными для стабильного поддержания in vitro и для роста 
в условиях гидропонного комплекса. Из данной популя-
ции была выделена линия растений NtaBBL൯-൫൮, которая 
была охарактеризована при выращивании в гидропонном 
комплексе. В таблице ൭ указаны диапазоны наблюдаемых 
морфологических параметров полученной линии. Расте-
ния этой линии, содержащиеся в культуре in vitro, были 
использованы для оценки степени потребления личинка-
ми колорадского жука. В качестве контроля были исполь-
зованы исходные растения линии SR൫.

Показано, что личинки колорадского жука питались 

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

Рис. ൬. Потребление листьев табака личинками колорадского жука второго-
третьего возраста через ൬൮ часа после начала кормления

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

Fig. ൬. Consumption of tobacco leaves by Colorado potato beetle larvae within a ൬൮ h period
A: Percentage of consumed leaf area (***p<൪.൪൪൫); B: Leaves after ൬൮ hrs of feeding experiment. NtaBBL൯-൫൮ – modifi ed tobacco 

line, SR൫ – wild type.
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Обсуждение

В данной работе была получена линия растений таба-
ка, пригодная для питания личинок колорадского жука. 
Несмотря на то, что не удалось зафиксировать достоверно-
го снижения суммарного содержания алкалоидов в листьях 
полученной линии, модифицированные растения актив-
но поедаются колорадским жуком и потенциально могут 
быть использованы в дальнейшем как источник корма 
для этих насекомых. Данный эксперимент показал воз-
можность использования табака для создания модели вза-
имодействия колорадского жука и растения. Полученная 
линия модифицированных растений табака NtaBBL൯-൫൮ 
воспроизводится in vitro черенкованием и жизнеспособна 
при пересадке в сосуды с грунтом или в тепличный ком-
плекс, однако неспособна размножаться семенами. В дан-
ной работе была использована нРНК, идентичная ранее 
опубликованной (Schachtsiek, Stehle, ൬൪൫൳), однако, полу-
ченные в результате модификации растения-регенеран-
ты отличались сниженной жизнеспособностью и ано-
малиями развития, чего не было показано ранее. Един-
ственная жизнеспособная линия растений поколения Т൪ 
не отличалась от контроля по содержанию суммы алкало-
идов при выращивании в гидропонном комплексе, одна-
ко демонстрировала выраженные морфологические отли-
чия. Таким образом, результаты, полученные в данной 
работе, не согласуются с ранее опубликованными, где 
подобная модификация влияла на содержание алкалои-
дов в листьях, но не на морфологические признаки рас-
тений. Можно предположить, что проводимая модифика-
ция имеет сложную природу и приводит к комплексным 
изменениям метаболизма и регуляции развития. Дальней-
шая биохимическая и молекулярная характеристика полу-
ченных модифицированных растений табака, в том чис-
ле линии NtaBBL൯-൫൮, может дать возможность собрать 
новые данные как о роли отдельных копий генов семей-
ства BBL в развитии растений табака, так и о биохими-
ческих особенностях растений, пригодных для питания 
КЖ. Поскольку данный эксперимент не позволил полу-
чить линии табака, стабильно размножающиеся семена-
ми, авторы рассматривают возможность мутагенеза других 
генов метаболизма никотина у табака для создания более 
устойчивой модели с меньшим плейотропным эффектом. 
В качестве потенциальных мишеней можно рассматривать 
гены, кодирующие ключевые ферменты более ранних ста-
дий биосинтеза никотина, например путресцин-N-метил-
трансферазы (PMT) и хинолинатфосфорибозилтрансфе-
разы (QPT) (Ivanova et al., ൬൪൫൲). Нетрансгенная, способ-
ная к воспроизводству и сохранению фенотипа линия таба-
ка, которая может служить кормом для колорадского жука, 
стала бы идеальной моделью для дальнейших исследо-
ваний молекулярных механизмов устойчивости растений 
к вредителю.
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МЕТОДЫ РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМА ДЛЯ УВЕЛИЧЕНИЯ 
ЛЁЖКОСТИ ПЛОДОВ ТОМАТА

Кузьмина Ю. В.

Санкт-Петербургский Государственный Университет,
൫൳൳൪൭൮ Россия, г. Санкт-Петербург, Университетская наб., д. ൱-൳-൫൫;

  yulia_kuzmina൳൱@mail.ru

На сегодняшний день методы редактирования генома широко 
используются во многих научных исследованиях, направленных на 
изучение фундаментальных биологических процессов, в частности, 
для регулирования созревания и продления сроков хранения расти-
тельной сельскохозяйственной продукции. В данном обзоре кратко 
рассмотрены методы редактирования генома растений и примеры их 
успешного применения для увеличения лёжкости плодов томата, как 
одной из важнейших сельскохозяйственных культур. Редактирова-
ние генома знаменует собой одну из новых областей генной инже-
нерии, которая имеет поистине революционное значение для био-
технологии. На протяжении последних десятилетий были разрабо-
таны различные системы редактирования генома: нуклеазы цинко-
вых пальцев (ZFN), эффекторные нуклеазы, подобные активатору 
транскрипции (TALEN), и кластеризованные регулярно расположен-
ные короткие палиндромные повторы, узнаваемые нуклеазой Cas൳ 
(CRISPR/ Cas൳). Наиболее широко распространенным и используе-
мым методом является система CRISPR/Cas൳, которая характеризу-
ется многими преимуществами по сравнению с другими существу-
ющими системами редактирования генома.

Ключевые слова: растения, созревание плодов, CRIPSR/Cas൳, 
нуклеазы, трансформация, TALEN, ZFN.

Genome editing methods are now widely used in research aimed at 
studying fundamental biological processes, in particular for regulating 
maturation and extending shelf life of plant agricultural products. 
This review briefl y discusses plant genome editing methods and 
examples of their successful application for increasing the storage 
life of fruits of tomato as one of the most important crops. Genome 
editing is one of the new areas of genetic engineering that is truly 
revolutionary in biotechnology. Various genome editing systems have 
been developed over the past decades: zinc fi nger nucleases (ZFNs), 
transcriptional activator-like eff ector nucleases (TALENs), and clustered 
regularly located short palindromic repeats recognized by Cas൳ 
nuclease (CRISPR/Cas൳). The most common and widely used is the 
CRISPR/ Cas൳ system, which has many advantages over other existing 
genome editing systems.

Key words: plants, fruit ripening, CRISPR/Cas൳, nuclease, transforma-
tion, TALEN, ZFN.
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Введение

Созревание и хранение плодов имеет большое экономи-
ческое значение для сельского хозяйства. Одной из основных 
задач для производителей является хороший вкус и пище-
вая ценность продукта еще на стадии созревания, а также 
достаточный срок годности и поддержание качества до его 
потребления. Созревание плодов представляет собой слож-
ный и необратимый процесс развития, который включает 
в себя многочисленные метаболические, биохимические, 
физиологические и органолептические изменения (Martín-
Pizarro, ൬൪൫൲). Среди этих изменений созревание приводит 
к размягчению плодов, накоплению сахаров, летучих сое-
динений и пигментов, уменьшению количества органиче-
ских кислот и т. д. Это особенно актуально для климакте-
рических плодов, очень чувствительных к этилену, и для 
неклимактерических плодов, таких как клубника, кото-
рые быстро становятся несъедобными. Модельным объ-
ектом для изучения климактерических плодов стал томат 
(Solanum lycopersicum L.). Роль этилена в процессе созре-
вания его плодов хорошо изучена. Напротив, регулятор-
ная сеть, вовлеченная в созревание неклимактерических 
плодов, изучена гораздо меньше. Тем не менее, извест-
но, что для контроля созревания клубники, модельного 
объекта в случае неклимактерических плодов, необходи-
ма абсцизовая кислота, а не этилен. Таким образом, уве-
личение срока годности плодов и изменение процесса их 
созревания всегда интересовало исследователей, которые 
для этого использовали как классические методы селек-
ции и генетическую модификацию, так и, как в последние 
годы, методы редактирования генома. Подходы, позволяю-
щие точно редактировать интересующий ген, основаны на 
использовании нуклеаз, которые нацелены на определен-
ную нуклеотидную последовательность, в которой они про-
изводят двухцепочечный разрыв (DSB). Для осуществления 
этой реакции до настоящего времени использовали четыре 
основных класса настраиваемых ДНК-связывающих бел-
ков: мегануклеазы, нуклеазы цинковых пальцев (zinc fi nger 
nucleases, ZFNs), эффекторные нуклеазы, подобные акти-
ватору транскрипции (transcriptional activator-like eff ector 
nucleases, TALEN) и нуклеаза Cas൳, узнающая CRISPR РНК 
(Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats 
in RNA, crRNA) (Brooks, ൬൪൫൮; Kamburova, ൬൪൫൱).

Методы редактирования генома

Первым поколением инструментов редактирования гено-
ма были ZFN (Shah, ൬൪൫൱) — белковые комплексы, содержа-
щие в качестве направляющих структур определенный тип 
белковых доменов — «цинковые пальцы», которые содержат 
молекулу цинка и по форме напоминают палец (Рис. ൫А.). 
Каждый из этих белковых доменов способен распознавать 
и специфически связывать определенную последователь-

ность молекулы ДНК из трех нуклеотидов. Создавая искус-
ственные нуклеазы, для точечного воздействия на интере-
сующие участки в составе генома, конструируется цепочка 
из «цинковых пальцев» так, что она узнаёт именно целевой 
участок ДНК. Данный метод не получил широкого распро-
странения, так как распознавание повторов из трех нуклео-
тидов не является строгим, что может привести, в ряде слу-
чаев, к разрезанию молекулы ДНК в «нецелевых» участках. 
К тому же метод оказался трудоёмким и дорогостоящим, 
ввиду того, что для каждой интересующей последователь-
ности ДНК необходимо создать определенную белковую 
структуру нуклеазы.

Более перспективным средством избирательного воздей-
ствия на ДНК оказались конструкции на основе химерных 
нуклеаз (Kamburova, ൬൪൫൱), называемых нуклеазами TALEN 
(Рис. ൫Б.). Основой для их создания послужили эффекторные 
белки, подобные активатору транскрипции (TALE), кото-
рые идентифицируют и запускают определенные промото-
ры генов растений с помощью набора тандемных повторов. 
Искусственная нуклеаза TALEN состоит из двух функцио-
нальных доменов: ДНК-распознающего домена и неспецифи-
ческого домена расщепления ДНК Fok I. Роль ДНК-распоз-
нающей структуры в них играют белковые домены (TALE), 
которые, в свою очередь, включают в себя центральный 
повторяющийся домен (CRD). Он обеспечивает связывание 
ДНК и состоит из тандемных повторов (содержит ൭൮ ами-
нокислотных остатка), каждый из которых «узнает» только 
один нуклеотид в нуклеотидной последовательности-мише-
ни. Два аминокислотных остатка в повторе, расположенные 
в положениях ൫൬ и ൫൭ высоко вариабельны (повторяющая-
ся переменная направления — RVD) и ответственны за рас-
познавание специфического нуклеотида с вырожденностью 
связывания нескольких нуклеотидов с дифференциальной 
эффективностью. Другой составляющей химерных нукле-
аз является каталитический домен рестрикционной эндо-
нуклеазы Fok I. В дальнейшем, стало возможным создание 
и использование искусственных нуклеаз с ДНК-связываю-
щим доменом и различными RVD, которые могут нацели-
ваться на любую интересующую исследователя нуклеотид-
ную последовательность (Malzahn, ൬൪൫൱).

В основе использования мегануклеаз, ZFN и TALEN 
лежит сложный дизайн и синтез белков с настраиваемой 
ДНК-связывающей специфичностью, что ограничивает их 
распространение и использование.

Одним из методов редактирования генома, появившихся 
не так давно, является использование кластерных регулярно 
расположенных коротких палиндромных повторов (Ghogare, 
൬൪൫൳). Наиболее известной системой является CRISPR/Cas൳. 
Этот метод использует адаптивную иммунную систему бак-
терий и архей, механизм которой зависит от наличия специ-
альных участков в геноме, называемых локусами CRISPR 
(Kamburova, ൬൪൫൱; Brooks, ൬൪൫൱). Эти локусы состоят из опе-
ронов, кодирующих белок Cas൳, и повторяющихся спейсер-
ных последовательностей (Рис. ൫В.). Спейсеры представля-
ют собой короткие фрагменты, происходящие от чужерод-
ной ДНК (вирусной или плазмидной) и интегрированные 
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в бактериальный геном посредством рекомбинации (Zhang, 
൬൪൫൮). В отличие от химерных белков TALEN или ZFN, рас-
познавание сайта-мишени системой CRISPR/Cas൳ осущест-
вляется путем взаимодействия, на основе комплементарно-
сти, между последовательностью направляющей (некоди-
рующей) РНК и ДНК сайта-мишени, а комплекс белок-на-
правляющая РНК и Cas обладает нуклеазной активностью 
для точного расщепления двухцепочечной ДНК с исполь-
зованием эндонуклеазы Cas൳ (Cong, ൬൪൫൭). На основе систе-
мы CRISPR/Cas типа II-A, имеющей в своем составе гены, 
кодирующие РНК CRISPR (crRNA), транс-активирующую 
crRNA (tracrRNA) и белок Cas൳, были созданы универсаль-
ные генетические конструкции, кодирующие искусствен-
ные элементы «редактора генома» CRISPR/Cas (Doudna, 
൬൪൫൮). Вместо некодирующих РНК — сrRNA и tracrRNA, 
чаще используют единую химерную гидовую РНК — single 
guide RNA или сокращенно sgRNA (Nemudryi et al., ൬൪൫൮).

Активность CRISPR/Cas снижается при возникнове-
нии некоторых однонуклеотидных замен в ൬൪-нуклеотид-
ном спейсерном участке sgRNA, в особенности на ൭`-кон-
це, в то время как замены на ൯'-конце практически не влия-
ют на функционирование комплекса (Nemudryi et al., ൬൪൫൮).

Система CRISPR/Cas может быть использована для соз-
дания генетически модифицированных клеток, выращенных 
в культуре, и в живых организмах (Yang, ൬൪൫൱). В первом 
случае плазмиды или вирусные векторы, которые обеспе-
чивают высокий и стабильный синтез элементов системы 
CRISPR/Cas൳ вводят в клетки и поддерживают рост клеток 

в культуре. Во втором случае плазмида, кодирующая эле-
менты CRISPR/Cas, используется для получения генетиче-
ски модифицированных растений (Shan, ൬൪൫൭). Плазмиду, 
как правило, вводят в Agrobacterium, природного «генного 
инженера», традиционно используемого для трансформации 
растений (Zhang, ൬൪൫൮). Использование системы CRISPR/ Cas 
дает возможность осуществлять различные модификации 
генома: внесение точковых мутаций, замена или редакти-
рование определенных фрагментов интересующих генов, 
встраивание в геном новых генов или удаление из него 
нуклеотидных последовательностей. К тому же, она обла-
дает такими преимуществами, как простота сборки, низ-
кая стоимость, высокая эффективность и специфичность.

При работе с системами TALEN и CRISPR/Cas൳ необ-
ходимо проводить предварительный биоинформатический 
анализ, требуемый для подбора сайтов, в которые будут вно-
ситься запланированные двухцепочечные разрывы. Такой 
анализ позволит избежать в большинстве случаев внесе-
ния нежелательных двухцепочечных разрывов, т. е. неце-
левых эффектов. При выборе сайтов обращают внимание 
на то, чтобы последовательности не несли повторов и не 
характеризовались гомологией с другими участками генома.

Система CRISPR/Cas൳ за короткое время уже нашла при-
менение в различных областях фундаментальной и приклад-
ной биологии, биотехнологии и генной инженерии, в том 
числе для контроля сроков созревания плодов. Остановим-
ся на этом подробнее.

Рис. ൫. Схематическое представление различных комплексов,
используемых для редактирования генома.

А – b ZNF, Б – TALEN, В – CRISPR/Cas൳

Fig. ൫. Schematic representation of various complexes used for genome editing.
A – ZNF, B – TALEN, B – CRISPR/Cas൳
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Использование методов редактирования генома 
для изменения сроков созревания и хранения с/х 

продукции

Несмотря на большое количество исследований с 
использованием технологии редактирования генома для 
изучения функциональных генов растений и повышения 
урожайности культур, лишь небольшая часть из них была 
направлена на совершенствование или выявление ключе-
вых регуляторов созревания плодов как важнейшего про-
цесса развития (Martín-Pizarro, 2018).

Изменение сроков созревания плодов томата

В случае двудольных культур томат стал идеальным кан-
дидатом для редактирования генома благодаря нескольким 
преимуществам: диплоидный и высококачественно секвени-
рованный геном, легкость трансформации, экономическое 
значение (четвертая по значимости коммерческая культу-
ра в мире) (Martín-Pizarro, ൬൪൫൲).

Процесс созревания плодов томата включает в себя ൭ 
основных компонента — гормон этилен, факторы созрева-
ния (основные — NOR, CNR и RIN) и метилирование ДНК. 
В начале созревания характерны пики дыхания и производ-
ства этилена, которое, как и его восприятие, строго регули-
руется. Некоторые факторы транскрипции (ТФ), такие как 
NOR, CNR и RIN влияют на биосинтез и передачу сигна-
ла этилена во время созревания. Также эти ТФ контроли-
руют экспрессию генов-мишеней, участвующих в широ-
ком спектре связанных с созреванием событий. RIN свя-
зывается с деметилированными промоторными областя-
ми нескольких генов, таких как гены биосинтеза этилена 

SlACS৳, SlACS৵, SlACO৲, NR, и другие, продукты которых 
участвуют в размягчении плодов и регуляции транскрип-
ции генов гидролаз клеточной стенки PG (полигалактуро-
наза), MAN൮ (маннаназа ൮) и других. RIN также положи-
тельно стимулирует экспрессию CNR. Во время созревания 
промотор CNR постепенно деметилируется, но у мутантов 
cnr промотор остается гиперметилированным, предотвра-
щая связывание с ним RIN. CNR вовлечен в позитивную 
регуляцию многих генов, связанных с созреванием, вклю-
чая PG, PE (пектинэстераза), XET/XTH (ксилоглюканэндо-
трансгликозилаза), PSY൫ (фитоен синтаза ൫), LOX (липок-
сигеназа) и ACO൫ (Quinet, ൬൪൫൳).

NOR кодирует транскрипционный фактор семейства 
NAC, который регулирует созревание плодов по неясно-
му в настоящее время механизму, в то время как мутации 
в этом гене ингибируют множественные метаболические 
процессы и продлевают срок хранения плодов. Мутация по 
этому гену оказала более глобальное влияние на экспрес-
сию генов, связанных с этиленом/созреванием, чем rin, что 
позволяет предположить, что NOR может даже действо-
вать выше RIN в транскрипционной сети, лежащей в осно-
ве созревания плодов томата. В дополнение к NOR, извест-
но, что три других гена семейства NAC: SlNAC৲, SlNAC৵ 
и NOR-like৲, участвуют в регуляции созревания плодов 
томата (Quinet, ൬൪൫൳).

Эти и многие другие гены, вовлеченные в процесс созре-
вания плодов, могут быть интересны для последующих 
исследований в направлении получения продукта с увели-
ченным сроком хранения.

Для части из вышеперечисленных генов, а также для 
некоторых других, уже были проведены эксперименты по 
редактированию и получению форм с измененным сро-
ком годности. Список генов приведен в виде таблицы 
(таблица), ее описание следует в тексте.

Таблица. Применение методов редактирования генома для изменения 
сроков созревания и хранения плодов томата

Table. Application of genome editing techniques to modify maturation and storage life of tomato fruit

Метод
Method

Ген
Gene

Функция
Function

Ссылка
Reference

TALEN
PROCERA 

(PRO)
Метаболизм гиббереллинов Lor et al., ൬൪൫൮

ZFNs LEAFY COTYLEDON৲-LIKE৵ (LIL৵) Плейотропные эффекты Hilioti et al., ൬൪൫൰

CRISPR/Cas൳
RIPENING-INHIBITOR

(RIN)
Созревание плодов Ito et al., ൬൪൫൯, ൬൪൫൱
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Метод
Method

Ген
Gene

Функция
Function

Ссылка
Reference

CRISPR/Cas൳ CNR (COLORLESS NON-RIPENING) 
и NOR (NON-RIPENING) Созревание плодов Gao et al., ൬൪൫൳

CRISPR/Cas൳
LONG-NON CODING RNA

(lncRNA৲৵৶৺)
Созревание плодов Li et al., ൬൪൫൲

CRISPR/Cas൳ ORGANELLE RECOGNITION 
MOTIF (SlORRM৵) Митохондриальная функция Yang et al., ൬൪൫൱

CRISPR/Cas൳
PECTATE LYASE 

(PL)
Сохранность плодов Uluisik et al., ൬൪൫൰

CRISPR/Cas൳ ALC Сохранность плодов Yu et al. ൬൪൫൱

Первые сообщения о редактировании генома у тома-
тов появились в ൬൪൫൮ году (см. табл.). TALEN был впер-
вые применен для генерации мутаций в цельных расте-
ниях, в частности в гене PROCERA (PRO). Ген уже был 
охарактеризован, что позволило провести функциональ-
ную проверку этих новых подходов. В частности, PRO 
кодирует белок DELLA, который действует как негатив-
ный регулятор передачи сигналов гиббереллина (GA). 
Было показано, что у таких рro-мутантов созревание пло-
дов значительно задерживается. Таким образом, можно 
было бы ожидать, что созревание плодов также изменит-
ся в TALEN-индуцированных pro-мутантах, хотя автора-
ми не был охарактеризован фенотип плодов (Lor, ൬൪൫൮).

Два года спустя, в ൬൪൫൰ году, впервые для редакти-
рования генома томата были использованы нуклеазы 
«цинковых пальцев» ZFNs для изменения гена LEAFY 
COTYLENDON৲-LIKE৵ (LIL৵), который кодирует субъе-
диницу гетеротримерного фактора транскрипции. Мута-
ция в LIL৵ приводила к плейотропному эффекту, включая 
изменения размеров и формы плодов, уменьшение коли-
чества гнезд в плоде. Кроме того, были получены плоды 
с более бледным цветом и более медленным созреванием. 
Однако, до сих пор неизвестно, каким образом LIL৵ регу-
лирует эти процессы (Hilioti, ൬൪൫൮).

Большое количество исследований было сосредо-
точено на роли различных ТФ, вовлеченных в про-
цесс созревания. Поэтому, в ൬൪൫൯ году был использо-

ван метод CRISPR/Cas для получения мутации в гене 
RIPENING-INHIBITOR (RIN), продуктом которого явля-
ется один из наиболее исследованных транскрипцион-
ных факторов, участвующих в созревании плодов. RIN 
экспрессируется на ранних стадиях созревания и регули-
рует этилен-зависимые и этилен-независимые пути, спо-
собствующие созреванию плодов. Ген RIN — представи-
тель класса SEPALATA (SEP) семейства генов MADS-box, 
впервые был обнаружен полвека назад, когда была обна-
ружена мутация в этом локусе (rin), которая стала причи-
ной неспособности созревания плодов у растений тома-
та. Мутация rin в гетерозиготе (RIN/rin), что свойственно 
гибридным сортам, благотворно влияла на созревание 
плодов томата и приводила к увеличению сроков их хра-
нения, что создавало условия для коммерческого исполь-
зования гибридных сортов. Из-за важности и четкого 
фенотипа мутации rin исследователями (Ito et al., ൬൪൫൯) 
было проведено редактирование последовательности гена 
RIN методом CRISPR/Cas൳ для проверки функциональ-
ности и наследования мутаций, индуцированных таким 
способом у томата.

Ito и соавт. (൬൪൫൯) разработали три конструкции 
CRISPR/Cas൳ для введения мутаций в три разные обла-
сти локуса RIN (Рис. ൬.). Выбранные последовательности 
ДНК для sgRNAs были клонированы в вектор для систе-
мы CRISPR/Cas൳ и, с помощью полученных векторов, 
был трансформирован сорт томата Ailsa Craig.
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Рис. ൬. Области локуса RIN, выбранные для клонирования в векторе.
൫ – стартовый кодон RIN (ATG)

൬ – средняя часть кодирующей области, которая кодирует Kdomain, 
необходимый для взаимодействия белка с MADS box

൭ – средняя область C terminal домена, который необходим для 
формирования тетрамера и активирования транскрипции

Fig. ൬. Regions of the RIN locus selected for cloning in a vector.
൫ – start codon RIN (ATG)

൬ – middle part of the coding region that encodes Kdomain, 
necessary for the interaction of the protein with the MADS box

൭ – middle region of the C terminal domain, which is necessary for 
the tetramer formation and transcription activation

Как и ожидалось, плоды растений T൪, дефектных 
по белку RIN, характеризовались несозревающими пло-
дами. Однако, в отличие от мутанта rin, эти мутанты, 
полученные с помощью системы CRISPR/Cas, частично 
инициировали процесс созревания, и это было истолкова-
но как результат присутствия RIN дикого типа в поколе-
нии T൪ (Ito et al., ൬൪൫൯).

Таким образом, ген RIN на тот момент рассматри-
вался как важнейший регулятор созревания, и модели 
были основаны на том, что мутация по гену RIN приво-
дила к потере функции гена дикого типа. Тем не менее, 
это заключение было опровергнуто той же командой уче-
ных через ൬ года (Ito et al., ൬൪൫൱). Их новый опыт пока-
зал, что в отличие от мутанта rin, гомозиготные мутанты 
rin rin (RIN-KO), полученные при использовании мето-
да редактирования генома CRISPR/Cas൳ достигали блед-
но-красного цвета, но не перестали созревать. Был сделан 
вывод, что созревание может начинаться вне зависимо-
сти от гена RIN. Кроме того, исследователи также пред-
ложили, что этот мутантный белок, возможно, приобрел 
новую функцию и стал блокировать инициацию созре-
вания. Таким образом, в этом исследовании было сде-
лано предположение, что мутантный белок rin нарушал 
ДНК-связывание и активацию других генов-регуляторов, 
связанных с созреванием, таких как NOR и CNR.

В ൬൪൫൳ году была опубликована статья (Gao et al., 
൬൪൫൳) в которой авторы рассмотрели разнообразие 
и избыточность регуляторных сетей созревания плодов 
томата. Они использовали в своем исследовании расте-
ния томата с мутациями в двух ранее упомянутых генах 
NOR и CNR, полученными путем редактирования генома 
с использованием системы CRISPR/ Cas൳. Гидовую РНК 
(sgRNA) амплифицировали и клонировали в бинарном 
векторе, используя метод Golden Gate. Это метод молеку-
лярного клонирования, который позволяет исследователю 
одновременно и направленно собирать несколько фраг-
ментов ДНК в один фрагмент, используя рестриктазы 
и Т൮ ДНК-лигазу. Полученными векторами были транс-
формированы растения томата сорта Ailsa Craig. Геном-
ную ДНК выделяли из молодых листьев трансгенных 
линий и амплифицировали с помощью ПЦР с исполь-
зованием праймеров, фланкирующих сайты-мишени. 
Продукты ПЦР секвенировали для выявления мутаций. 
В итоге были получены растения томата с отредактиро-
ванным геном CNR, плоды которых характеризовались 
только замедленным созреванием, тогда как для рас-
тений с измененным геном NOR было показано отсут-
ствие созревания плодов, сходно с мутантами по гену RIN 
CRISPR/Cas൳. Оба мутантных растения все же отлича-
ются по фенотипу от природных мутантов с полностью 
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несозревающими плодами. И хотя CNR и NOR считаются 
основными генами, участвующими в регуляции созрева-
ния плодов у растений, они являются всего лишь неболь-
шой частью регуляторной сети, в которой большую роль 
играют эпигенетические факторы, такие как метилирова-
ние ДНК, метилирование и деацетилирование гистонов, 
регулирующие экспрессию генов, участвующих в процес-
се созревания плодов.

Созревание плодов помимо уже рассмотренных фак-
торов также регулируется на посттрансляционном уров-
не с участием некодирующих РНК. Для дальнейшего 
исследования этого факта в двух работах была использо-
вана система CRISPR/Cas൳ для идентификации и характе-
ристики посттранскрипционных регуляторов созревания 
плодов томата.

У растений длинные некодирующие РНК (lncRNAs) 
являются важными регуляторами экспрессии генов, 
поскольку они взаимодействуют с ДНК, РНК и белками. 
Интересно, что для трех последовательностей lncRNAs, 
lncRNA൫൮൯൳ и lncRNA൫൲൮൪, была недавно обнаруже-
на связь с созреванием плодов томата. Для дальнейше-
го изучения роли lncRNA൫൮൯൳ ген созревания плодов был 
устойчиво нокаутирован с использованием CRISPR/ Cas൳, 
а полученные мутантные линии CR-lncRNA൫൮൯൳ харак-
теризовались задержкой созревания плодов. Молеку-
лярный анализ этого мутанта показал, что у него пода-
вляется работа ключевых генов, связанных с созрева-
нием, и участвующих в контроле биосинтеза ликопина 
и этилена, а также в передаче сигнала. Соответственно, 
CR-lncRNA൫൮൯൳ мутантные плоды показали снижение 
накопления ликопина и ингибирование производства 
этилена. Однако механизм и целевые гены lncRNA൫൮൯൳, 
участвующие в регуляции созревания плодов, все еще 
нуждаются в уточнении (Li, ൬൪൫൲).

В процессе созревания также присутствует еще один 
вариант посттранскрипционной регуляции – редактиро-
вание РНК. У цветковых растений редактирование РНК 
путем превращения цитидина в уридин (C-U) является 
широко распространенным процессом, который проис-
ходит только в пластидных и митохондриальных транс-
криптах и играет важную роль в процессах развития рас-
тений, таких как биогенез органелл и адаптация к изме-
нениям окружающей среды. В ൬൪൫൱ году группа иссле-
дователей (Yang, ൬൪൫൱) выявила факторы редактирования 
РНК, которые могут играть существенную роль в регу-
ляции созревания плодов томата. Был проведен анализ 
вирус-индуцированного замолкания генов (VIGS) и обна-
ружено ൫൫ генов, участвующих в редактировании РНК. 
Один из генов, в частности, кодирует белок SLORRM൮, 
который находится в митохондриях. Соответствен-
но, CRISPR/Cas൳-опосредованные стабильные мутан-
ты slorrm൮ характеризовались задержкой созревания 
и уменьшением степени дыхания и продукции этилена 
по сравнению с диким типом. Дальнейшие молекуляр-
ные исследования показали, что мутация slorrm৵ приво-
дит к понижающей регуляции генов, связанных с циклом 

Кребса и функцией митохондрий, а также к снижению 
уровня продукции белков, необходимых для дыхательной 
цепи митохондрий, что подтверждает существенную роль 
митохондрий в регуляции созревания. Однако, специфи-
ческие механизмы, связывающие редактирование РНК 
митохондрий с созреванием, требуют дальнейшего изуче-
ния.

Таким образом, применение вышеописанных мето-
дов редактирования генома к интересующим последова-
тельностям генов, кодирующих различные ТФ, участвую-
щие в процессах созревания плодов, позволит точно регу-
лировать эти процессы в зависимости от задач исследова-
телей.

Изменение сроков хранения плодов томата

Длительный срок годности является критическим 
признаком качества мясистых плодов растений. Прод-
ление сроков хранения является одной из основных 
целей исследователей, поскольку это сказывается на эко-
номической ценности плодов, как для фермеров, так 
и для потребителей. Существует несколько естественных 
мутаций, увеличивающих срок годности плодов, таких 
как Nr (Never ripe), alc (alcobaca), rin (ингибитор созрева-
ния), nor (не созревает) и cnr (бесцветный не созревает), 
и эти гены были клонированы и изучены на молекуляр-
ном уровне (Yu, 2017). Кроме того, мутации rin, nor и alc 
были использованы для программ селекции по получе-
нию форм с длительным сроком хранения. Однако, эти 
мутации негативно влияют на органолептические свой-
ства плодов, хотя alc мутация оказывала наименьший 
эффект такого рода по сравнению с rin и nor при селек-
ции сортов по признаку ‘длительный срок хранения’, 
иными словами наблюдали низкое отрицательное влия-
ние этой мутации на качество плодов, особенно на цвет 
кожицы, ароматические свойства и устойчивость к бак-
териальным болезням. Молекулярной основой мутации 
alc является замена тимина на аденин в положении 317 
кодирующей последовательности гена NOR. Эта мутация 
замены одной пары оснований приводит к несинонимич-
ному изменению аминокислотного состава полипептида: 
замене валина (Val) на аспарагиновую кислоту (Asp). При 
помощи нуклеаз CRISPR/Cas9 аллель ALC была заме-
нена на alc, что привело к увеличению сроков хранения 
плодов томата. Синтетическая плазмида была введена 
в гипокотили томата посредством стабильной трансфор-
мации, опосредованной Agrobacterium. Результаты иссле-
дований показали, что сочетание аллелей alc/alc может 
значительно улучшить показатели лёжкости плодов тома-
та и продлить срок их хранения.

Гибридные растения, гетерозиготы RIN/rin, широко 
используются селекционерами томатов. Однако, непол-
ное созревание этих гибридных плодов часто приводит 
к плохому вкусу и снижению их питательной ценности. 
Изменение характеристик текстуры плода для увели-

Plant Biotechnology and Breeding ൬൪൬൪;൭(൫)
ϥϩ



чения срока годности без снижения органолептиче-
ских и питательных свойств томатов было проблемой 
для исследователей и селекционеров на протяжении мно-
гих лет.

Размягчение плодов томата включает в себя изме-
нение структуры клеточных стенок, богатых полисаха-
ридами, снижение межклеточной адгезии и изменение 
свойств кутикулы. Все эти изменения влияют на поте-
рю воды. Точный механизм смягчения стенки плодов 
и важность каждого фактора были предметом десяти-
летних исследований, но оставались неясными. Секве-
нирование генома томата выявило более ൯൪ структурных 
генов, кодирующих известные или предполагаемые бел-
ки, модифицирующие клеточную стенку, которые экс-
прессируются в развивающихся и созревающих плодах. 
Из них гены полигалактуроназ (PG), пектинметилэстераз, 
β-галактаназ и экспансинов экспрессируются в большом 
количестве во время процесса созревания, и все они были 
исследованы в качестве кандидатов для стимулирования 
изменений в текстуре плодов.

Нокаутирование гена, связанного с клеточной стенкой, 
пектатлиазы (PL), было успешно применено для изме-
нения плотности плодов как у томата, так и у клуб-
ники. Подавление PL повышает плодовую стойкость 
без изменений цвета, размера, общего количества рас-
творимых сухих веществ или метаболитов, влияющих 
на вкус и аромат, как клубники, так и томата (Uluisik, 
൬൪൫൰). В частности, у томатов предварительный анализ 
CRISPR / Cas൳-индуцированных pl-мутантов показал вли-
яние на сохранность плодов без изменения цвета и содер-
жания растворимых сухих веществ. Мутантные линии, 
полученные методом CRISPR/Cas൳, сохраняют другие 
важные агрономические характеристики, такие как аро-
мат, вкус, урожайность, цвет и устойчивость к патоге-
нам, все необходимые признаки для успешного выхода 
на рынок.

Было обнаружено пять генов PL, которые экспресси-
руются в плодах томата Ailsa Craig, но только одна аллель 
(Solycৱ৴g৲৲৲৷৺ৱ) экспрессировалась на высоком уров-
не во время созревания (Uluisik, ൬൪൫൰). Замолкание гена 
PL при помощи нуклеазы CRISPR/Cas൳ привело к полу-
чению плодов, стенка которых была подвержена размяг-
чению, но более медленному, чем у растений дикого 
типа, при этом не было обнаружено влияния на урожай-
ность, массу, биосинтез этилена, цвет или общее коли-
чество растворимых твердых веществ по сравнению 
с контролем. Также не было обнаружено существенных 
изменений в метаболитах, которые бы влияли на цвет, 
вкус или аромат плода по сравнению с контролем, расте-
ниями дикого типа.

Заключение

Редактирование генома на основе CRIPSR/Cas൳ – 
это революционная технология для фундаментальных 

и прикладных исследований животных и растений. Для 
изменения сроков созревания и хранения мягких пло-
дов сельскохозяйственных растений в основном исполь-
зуют систему CRIPSR/Cas൳. Быстрое развитие новых 
и улучшенных инструментов и систем доставки целе-
вых последовательностей в геном хозяина, основанных 
на CRISPR / Cas൳, может помочь решить многие миро-
вые проблемы, связанные с обеспечением населения 
качественными продуктами питания. Однако, исполь-
зование технологий редактирования генома ограниче-
но из-за трудностей трансформации сложных и крупных 
геномов растений или отсутствия геномной информации, 
медленных циклов развития и роста растений. С дру-
гой стороны, инструменты редактирования генома име-
ют возможность удалять трансгены путем самоконтроля 
или обратного скрещивания, что является важным пре-
имуществом по сравнению с традиционными подхода-
ми, связанными с генетической модификацией. Более 
того, предварительно собранные рибонуклеопротеины 
(RNP) белка – sgRNA Cas൳ устраняют вероятность встав-
ки рекомбинантной ДНК в геном хозяина. Использова-
ние техники редактирования генома позволит в будущем 
удовлетворить растущие продовольственные потребно-
сти в мире. Несмотря на то, что существует уже немало 
исследований в области изменения генов посредством 
редактирования различных геномных последовательно-
стей, хранящих в себе информацию о факторах, лежащих 
в основе процессов созревания и хранения плодов, прой-
дет еще немало времени, прежде чем результаты этих 
исследований станут основой для коммерческого исполь-
зования на мировом рынке сельского хозяйства генетиче-
ски модифицированной продукции.
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Важным направлением в цветоводстве является получение новых 
сортов декоративных растений, среди которых наибольшим спро-
сом пользуются растения с необычной окраской цветков. Ранее для 
их получения успешно применялись традиционные программы по 
разведению и селекции. Однако в настоящий момент генная инже-
нерия способна предложить альтернативный путь создания новых 
форм и сортов. Антоцианы, относящиеся к флавоноидам, беталаи-
ны и каротиноиды являются основными типами пигментов, которые 
синтезируются в растении и отвечают за окраску лепестков цветка. 
Модификация путей биосинтеза пигментов с помощью методов ген-
ной инженерии позволяет добиться результатов, которые не могут 
быть получены при помощи традиционной селекции. В данном 
обзоре литературы представлены основные достижения применения 
методов генной инженерии в цветоводстве путём модификации окра-
ски цветков. Существует несколько основных направлений в работе 
с генами биосинтеза пигментов. Среди них чаще всего использует-
ся стратегия по подавлению экспрессии генов для предотвращения 
синтеза пигмента или, наоборот, для устранения факторов, препят-
ствующих развитию окраски. Нередко используется метод введения 
в геном растений дополнительных гетерологичных генов, недостаю-
щих в пути биосинтеза пигментов. Также для модификации окраски 
прибегают к геномному редактированию посредством технологии 
CRISPR/Cas, но данный метод в отношении декоративных растений 
стал использоваться относительно недавно. Несмотря на быстрое 
развитие биотехнологий, существуют препятствия для распростра-
нения генномодифицированных растений на мировом рынке. Пре-
одоление ряда проблем сможет сделать производство трансгенных 
декоративных растений экономически более выгодным и привлека-
тельным, чем выведение новых сортов исключительно с помощью 
традиционных методов селекции.

Ключевые слова: декоративные растения, генная инженерия, окра-
ска цветка, агробактериальная трансформация, CRISPR/Cas, геном-
ное редактирование.

An important trend in the fi eld of fl oriculture is the creation of new vari-
eties of ornamental plants, among which varieties with unusual color 
are most in demand. To this end, traditional breeding and selection pro-
grams have been successfully applied for many years. However, current-
ly genetic engineering is able to off er an alternative way to obtain new 
forms and varieties. Anthocyanins belonging to fl avonoids, betalains and 
carotenoids are the main types of pigments that are synthesized in the 
plant and are responsible for the color of fl ower petals. The modifi ca-
tion of pigment biosynthesis pathways using genetic engineering tech-
niques can produce results that cannot be obtained by traditional breed-
ing. This review presents the main advances in the application of genetic 
engineering techniques in fl oriculture using the example of fl ower color 
modifi cation. There are several main areas of work with the genes of pig-
ment biosynthesis. Among them, the strategy of suppressing gene expres-
sion is used most often. Expression of certain genes is suppressed to pre-
vent pigment synthesis, or vice versa, to eliminate factors that hinder col-
or development. The method of additional heterologous genes insertion to 
plants lacking them in the pathway of pigment biosynthesis is often used. 
Genomic editing, in particular by using the CRISPR/Cas system, is also 
used for color modifi cation, but the application of this method to orna-
mental plants is a relatively recent innovation. Despite the rapid develop-
ment of biotechnology, there are obstacles to the distribution of genetical-
ly modifi ed plants on the world market. By addressing a number of prob-
lems, the production of transgenic ornamental plants may become eco-
nomically more cost-eff ective and attractive than the development of new 
varieties exclusively through traditional breeding methods.

Keywords: ornamental plants, genetic engineering, fl ower color, Agro-
bacterium-mediated transformation, CRISPR/Cas, genome editing.
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Введение

В настоящее время декоративные растения, обладаю-
щие определённым набором признаков, широко исполь-
зуются для удовлетворения эстетических потребностей 
человека. Декоративные растения используются в озеле-
нении, оформлении садов, парков, скверов и различных 
территорий, в том числе для украшения зданий и поме-
щений. Их также используют для составления букетов, 
корзин и декоративных композиций. Растения с не свой-
ственными сорту признаками пользуются большим спро-
сом среди населения. В связи с этим растёт потреб-
ность в создании новых форм декоративных растений 
(Chandler, Tanaka, 2007).

Некоторые сорта разрабатываются традиционными 
методами с помощью гибридизации и мутагенеза. Одна-
ко данные методы могут быть применены к ограничен-
ному числу растений. Скрещивания и отбор мутантов 
не подходят для стерильных сортов растений, например, 
орхидей (Chandler, Sanchez, 2012). Кроме того, получе-
ние новых форм некоторых растений путём традицион-
ных методов является слишком трудным и длительным 
процессом (Chandler, Sanchez, 2012). Поэтому в послед-
нее время активно развиваются методы генной инжене-
рии, которые позволяют в относительно короткие сро-
ки придать растению новые признаки, которые не могут 
быть получены при помощи селекции. В настоящее вре-
мя трансформировано уже более 50 родов декоратив-
ных растений (Shibata, 2008; Boutigny et al., 2020). Чаще 
всего культурные растения трансформируют путём пря-
мой регенерации побегов или соматического эмбриогене-
за с использованием агробактериальной трансформации 
или биобаллистики (Brand, 2006).

В основном у растений стремятся изменить призна-
ки внешнего вида, такие как форма, размер, окраска цвет-
ков, листьев, высота и диаметр стебля. Кроме внешних 
признаков изменяются и физиологические характери-
стики декоративных растений: устойчивость к абиотиче-
ским факторам среды, время цветения, аромат и многие 
другие (Kuligowska, Lütken, Müller, 2016). Во флористике 
наибольший экономический эффект дают растения с нео-
бычной окраской лепестков венчика, поэтому изменение 
окраски цветка является самым популярным направлени-
ем создания новых форм декоративных растений. В дан-
ном обзоре всё внимание уделяется применению техно-
логии генетической модификации в отношении окраски 
лепестков венчика декоративных растений.

Окраска цветков

Окраска цветка определяется сочетанием различ-
ных факторов: типом пигментов, копигментами, иона-
ми металлов и вакуолярным рН. Окраска лепестков вен-
чика в основном обусловлена тремя типами пигментов: 
беталаинов, каротиноидов и флавоноидов (Tanaka, Brug-

liera, 2013). Беталаины являются производными индола, 
они ответственны за жёлтую, оранжевую, розовую, крас-
ную окраску цветков. Антоцианы, относящиеся к груп-
пе флавоноидов (Рисунок), придают цветкам красную, 
синюю и фиолетовую окраску, а являющиеся произво-
дными ликопина каротиноиды – жёлтую, оранжевую 
и ярко-красную (Rodriguez-Amaya, 2019). В природе бела-
таины и антоцианы не встречаются вместе в одном рас-
тении (Delagado-Vargas, Jimenez, Paredes, Lopez, 2000). 
Беталаины среди высших растений обнаружены только 
у представителей порядка Гвоздичноцветные, например, 
у представителей семейств Aizoaceae и Portulacaceae, тог-
да как антоцианы и каротиноиды широко распростране-
ны у многих покрытосеменных видов растений (Delaga-
do-Vargas, Jimenez, Paredes, Lopez, 2000; Staff ord, 1994). 
Многие виды растений не имеют полной цветовой гам-
мы окраски цветков, что связано с отсутствием у них 
генов, необходимых для биосинтеза конкретного пиг-
мента (Chandler, Brugliera, 2011). К настоящему моменту 
с помощью методов генной инженерии удалось модифи-
цировать биосинтез флавоноидов (в частности антоциа-
нов), каротиноидов и беталаинов. Существует несколько 
стратегий по получению новых форм растений.

Подавление экспрессии генов

Большинство модификаций окраски цветов у трансген-
ных растений связано с подавлением определённого гена 
биосинтеза пигментов. Первой успешной модификаци-
ей окраски цветка (Krol A et al., 1988) было получение 
белых петуний путём введения гена антисмысловой РНК 
для подавления экспрессии гена, кодирующего халконсин-
тазу (CHS) – фермента, участвующего в биосинтезе флаво-
ноидов. Нормальные цветки Petunia hybrida Vilm. имеют 
равномерную красную окраску, в то время как трансген-
ные растения в разной степени демонстрируют уменьше-
ние пигментации: от цветков с белыми секторам до полно-
стью белых цветков (Krol A et al., 1988). Позже с помощью 
подавления экспрессии гена CHS получили белую окраску 
цветков у Chrysanthemum morifolium Ramat. (Courtney-Gut-
terson et al., 1994), Gerbera hybrida (Elomaa et al., 1993), 
Torenia fournieri Linden ex E. Fourn. (Aida et al., 2000a).

Кроме того, на синтез антоцианов влияют гены DFR и 
ANS, кодирующие дигидрофлавонол - 4 -редуктазу и анто-
цианидинсинтазу. Так, T. fournieri, трансформированные 
антисмысловыми последовательностями генов CHS и 
DFR, имели белый и бледно-голубой цвет соответственно 
(Aida et al., 2000b). Сходным образом, трансгенные Tore-
nia hybrida и Gentiana trifl ora Pall. cv. Maciry, в которых ген 
ANS был подавлен с помощью РНК-интерференции, так-
же имели бледно-голубые цветки (Nakamura et al., 2006; 
Nakatsuka et al., 2008a).

Позже у растений были обнаружены белки EFP 
(Enhancer of Flavonoid Production), которые обеспечивают 
выработку достаточного количества флавоноидов (Mor-

Plant Biotechnology and Breeding ൬൪൬൪;൭(൫)
Ϧϣ



ita et al, 2014). Подавление экспрессии гомологов EFP 
в P. hybrida и T. hybrida привело к бледной окраске цвет-
ков по причине низкого уровня накопления флавоноидов 
в растениях.

Сообщений об изменении окраски цветков декоратив-
ных растений путём модификации биосинтеза каротинои-
дов известно намного меньше. Первая такая попытка была 
предпринята на Ch. morifolium. Известно, что у хризанте-
мы белый цвет лепестков доминирует над жёлтым (Ohmi-
ya et al., 2006). Каротиноид-расщепляющие диоксигеназы 
(CCD) являются ключевыми ферментами, расщепляющи-
ми каротиноиды в нормальных белых лепестках хризанте-
мы. С помощью РНК-интерференции была подавлена экс-
прессия гена CCD4a, что привело к изменению окраски 
лепестков с белого на жёлтый цвет (Ohmiya et al., 2006).

Введение дополнительных генов

Известно, что флавоноиды в цветках сильно разли-
чаются по химическому составу между разными вида-
ми и сортами растений (Scarano, Chieppa, Santino, 2018). 
Некоторые растения могут продуцировать определенные 
антоцианы, а другие нет. Таким образом, многообещаю-

щим подходом является синтез ненативных флавонои-
дов (особенно пигментированных антоцианов) путём вве-
дения чужеродных генов в интересующее растение. Этот 
подход был впервые продемонстрирован на P. hybrida 
более 30 лет назад в 1987 году (Meyer et al., 1987). Пету-
ния не способна синтезировать пеларгонидин оранжевого 
цвета из-за отсутствия фермента дигидрофлавонол-4-ре-
дуктазы (DFR). Окраска цветка была успешно изменена 
с помощью сверхэкспрессии гетерологичного гена DFR 
(A1), кодирующего дигидрофлавонол-4-редуктазу куку-
рузы. DFR кукурузы привела к образованию антоцианов 
типа пеларгонидина, в результате чего окраска цветков 
сменилась c бледно-розового на кирпичный цвет (Meyer 
et al., 1987).

Характер гидроксилирования антоцианов значитель-
но влияет на их окраску, количество гидроксильных 
групп контролируется генами F3'H и F3'5'H, продукты 
экспрессии которых вводят в B-кольцо дигидрокемпфе-
рола гидроксильные группы в положения 3' и 3', 5' соот-
ветственно (Khoo et al., 2017). Посредством контроля 
характера гидроксилирования были получены коммерче-
ские трансгенные фиолетовые розы (Rosa hybrida) и гвоз-
дики (Dianthus caryophyllus L.), накапливающие антоци-
анины типа дельфинидинов, которые не синтезируются 

Рисунок. Путь биосинтеза антоцианов. (А) Общий фенилпропаноидный путь. Участвующие ферменты: 
PAL – фенилаланин-аммиак-лиаза; C4H – циннамат-4- гидроксилаза; 4CL – 4-кумарат-КоА лигаза. 

(В) Конкретные этапы биосинтеза антоцианов. Участвующие ферменты: CHS – халконсинтаза; 
CHI – халкон изомераза; F3H – флаванон-3- гидроксилаза, F3'H – флавоноид-3'-гидроксилаза, 

F3'5'H – флавоноид-3',5'- гидроксилаза; DFR – дигидрофлавонол-4-редуктаза; ANS – антоцианидинсинтаза; 
3GT – глюкозилтрансфераза; МТ – метилтрансфераза (модифицировано по Delgado-Vargas et al., 2000).

Figure. Anthocyanin biosynthesis pathway. (A) General phenylpropanoid metabolism. Enzymes involved: 
PAL – phenylalanine amonia lyase; C4H – cinnamate4-hydroxylase; 4CL – 4-coumarate-CoA ligase. 

(B) Specifi c steps of anthocyanin biosynthesis. Enzymes involved: CHS – chalcone synthase; CHI – chalcone isomerase; 
F3H, F3’H, F3’5’H – fl avonol hydroxylases; DFR – dihydrofl avonol-4-reductase; ANS – anthocyanin synthase; 

3GT – glucosyl transferase; MT – methyl transferase (modifi ed according to Delgado-Vargas et al., 2000).
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естественным путём в данных растениях (Tanaka, Brug-
liera, 2013). В случаях гвоздики и розы для получения 
желаемых пигментов была необходима не только допол-
нительная экспрессия чужеродного гена, но также одно-
временное подавление нескольких эндогенных генов. У 
D. caryophyllus избыточная экспрессия одного гена F3'5'H 
была недостаточной для полного преобразования биосин-
теза антоцианов в сторону дельфинидина, который при-
даёт цветкам синюю окраску (Nishihara, Nakatsuka, 2010). 
Поэтому для получения фиолетовых цветков, накаплива-
ющих дельфинидины, работали с гвоздикой, у которой 
отсутствовала активность эндогенного DFR. Белую гвоз-
дику с дефицитом DFR трансформировали геном F3'5'H 
петунии или фиалки и геном DFR петунии, в результате 
чего накапливались дельфинидины, придающие фиолето-
вую окраску (Nishihara, Nakatsuka, 2010).

В случае с R. hybrida (Katsumoto et al., 2007) экс-
прессию эндогенного гена DFR подавили с помощью 
РНК-интерференции. Кроме того, ввели ген фиалки 
(Viola × wittrockiana), кодирующий фермент F3’5’H, и ген 
DFR Iris × hollandica для синтеза дельфинидина. При 
этом чтобы ферменты F3’5’H фиалки и F3’H розы не кон-
курировали друг с другом за субстрат – предшественни-
ка дельфинидина, для создания голубой розы был выбран 
генотип с отсутствием активности эндогенного гена F3’H 
(Katsumoto et al., 2007). Сходным образом были получе-
ны Ch. morifolium (Brugliera et al., 2013; Noda et al., 2017), 
Petunia grandifl ora (Qi et al., 2013)

Одним важным фактором для регуляции генов явля-
ется выбор промотора. В большинстве случаев в созда-
нии трансгенных растений использовался промотор 35S 
(CaMV 35S) вируса мозаики цветной капусты. Однако 
CaMV 35S не функционирует у некоторых культур, таких 
как горечавка и хризантема; поэтому для таких растений 
должны использоваться другие промоторы. (Nishihara, 
Nakatsuka, 2011)

Примером преобразования биосинтеза каротиноидов 
является изменение окраски цветка у Lotus japonicus L. 
Путём агробактериальной трансформации в растения 
был введён ген crtW бактерии Agrobacterium auranti-
acum, который кодирует β-каротин-кетолазу, участвую-
щую в синтезе каротиноидов розового и красного цвета. 
В результате у трансгенных линий растений характерный 
для дикого типа светло-жёлтые цвет лепестков изменился 
на темно-жёлтый – оранжевый цвет (Suzuki et al., 2007).

Единственное сообщение об успешном изменении 
окраски венчика цветка декоративного растения с помо-
щью модификации пути биосинтеза беталаинов было 
сделано в 2017. Белый сорт петуньи (Petunia × hybrida 
cv. Mitchell) был трансформирован вектором рХ11, содер-
жащим гены DODA1, CYP76AD1 от Beta vulgaris L. 
и cDOPA5GT от Mirabilis jalapa L. После трансформа-
ции петуньи демонстрировали бледно-фиолетовый цвет 
лепестков. LC-MS анализ лепестков подтвердил наличие 
бетанина и изобетанина в качестве основных продуциру-
емых беталаинов (Polturak et al., 2019).

Факторы транскрипции и редактирование 
генома

Молекулярные исследования показывают, что пути 
биосинтеза пигментов регулируются на уровне транскрип-
ции (Nishihara, Nakatsuka, 2010). Из трёх основных пиг-
ментов хорошо изучен биосинтез флавоноидов, и извест-
но, что три фактора транскрипции, такие как R2R3-MYB, 
bHLH и WD40 (WDR), участвуют в регуляции генов био-
синтеза флавоноидов (Quattrocchio et al., 2006). Эти фак-
торы транскрипции образуют комплексы и активиру-
ют различные гены биосинтеза флавоноидов в растениях 
(Albert et al., 2014). В настоящее время ещё не было выяв-
лено ни одного ключевого транскрипционного фактора, 
участвующего в биосинтезе каротиноидов и беталаинов 
(Nishihara, Nakatsuka, 2010).

Были получены петунии, которых трансформировали 
с помощью гена Lc кукурузы, кодирующего регуляторный 
фактор bHLH биосинтеза антоцианов. За счёт сверхэкс-
прессии гена Lc у Zea mays L. под промотором CaMV 35S 
все стадии биосинтеза антоцианов были интенсифициро-
ваны, трансгенные растения проявляли сильную пигмен-
тацию, как в вегетативных, так и в генеративных тканях 
(Bradley et al., 2002). Было показано, что транскрипци-
онные факторы R2R3-MYB также регулируют пигмента-
цию таких растений как Ipomoea nil (L.) Roth (Morita et al., 
2006), G. trifl ora cv. Maciry (Nakatsuka et al., 2008b), Antir-
rhinum majus L. (Schwinn et al., 2006), лилии (Lilium spp.) 
'Montreux' (Yamagishi et al., 2010), R. hybrida (Lin-Wang 
et al., 2010), Petunia axillaris × (P. axillaris × P. hybrida cv. 
‘Rose of Heaven’; Cornu and Farcy, 1981) и Eustoma grandi-
fl orum (Raf.) Shinners (Schwinn et al., 2014). 

Современные технологии редактирования генома позво-
ляют вносить мутации в почти любую целевую геном-
ную последовательность при правильном выборе метода. 
Подобно тому, как у трансгенных растений может наследо-
ваться трансген, растения с отредактированным геномом, 
могут передавать введённую мутацию своему потомству 
(Kishi-Kaboshi, Aida, Sasaki, 2018).

Первое изменение окраски лепестков данным мето-
дом было проведено на I. nil. С помощью технологии 
CRISPR / Cas9 через агробактериальную трансформа-
цию удалось изменить окраску цветов и стеблей растений 
путём генерации мутаций в гене DFR - B, который отвечает 
за синтез антоцианов (Watanabe et al., 2018). Полученные 
мутантные растения имели белые, а не фиолетовые цве-
ты. Кроме того, были получены химерные растения с про-
межуточной окраской цветка, но количество химерных 
растений было мало. После данного исследования после-
довало получение новых форм I. nil через CRISPR / Cas9 - 
направленный нокаут гена CCD4, кодирующего CCD, 
за счёт чего лепестки растений приобрели бледно-жёл-
тую окраску в результате накопления каротиноидов (Wata-
nabe et al., 2018). Изменение окраски цветков с помощью 
CRISPR / Cas9 также удалось осуществить на T. fournieri 
(Nishihara et al., 2018) путём введения мутаций в ген F3H. 
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Технология позволила получить бледно-голубые (поч-
ти белые) цветки торении с высокой частотой (около 80% 
регенерированных линий).

Перспективы и будущие направления

Несколько лет назад Джим Данвел (Dunwell, 1999) 
предсказал, что генномодифицированные декоративные 
растения будут широко распространены к 2020 году. Одна-
ко в настоящее время по-прежнему существует ряд про-
блем, препятствующих распространению коммерческих 
сортов ГМ растений на рынке.

Получение разрешения на культивирование и распро-
странение ГМ декоративных растений – сложный, дли-
тельный и дорогостоящий процесс, который делает разра-
ботку новых сортов, по словам Добрес, «непривлекатель-
ной с точки зрения бизнеса» (Dobres, 2008. P. 13). Если 
затраты на одобрение ГМ растений сократятся, на рын-
ке появится больше возможностей для использования 
трансгенных декоративных растений. В настоящее время 
ГМ декоративными растениями, которые могут исполь-
зоваться в розничной торговле, являются розы и гвозди-
ки (Chandler, Brugliera, 2011). Компания Florigene Flow-
ers является производителем различных сортов гвозди-
ки широко спектра оттенков фиолетового. Розы с синими 
оттенками появились благодаря совместной работе компа-
ний Florigene и Suntory (Noda, 2018).

Ещё одной важной проблемой является трудоём-
кость и низкая эффективность трансформации в отноше-
нии некоторых видов растений. Так, однодольные расте-
ния обладают низкой чувствительностью к агробактери-
альной инфекции, а древесные растения характеризуются 
низкой частотой трансформации и трудностями, связан-
ными с регенерацией (Chandler, Sanchez, 2012). Посколь-
ку трансформация сильно зависит от вида растения, необ-
ходимо разработать более эффективные системы транс-
формации, которые будут подходить для большого числа 
видов и сортов.

Заключение

В обзоре описаны некоторые удачные примеры моди-
фикации окраски цветков декоративных растений с помо-
щью различных стратегий, таких как подавление экспрес-
сии эндогенных генов, введение дополнительных генов, 
отвечающих за биосинтез пигментов, непосредствен-
ное редактирование генома, регуляция факторов транс-
крипции и сочетание данных методов. За последние годы 
технологии создания новых форм растений значительно 
улучшились. В самых ранних исследованиях для измене-
ния окраски цветка работа велась с одним единственным 
геном растения, в то время как более поздние эксперимен-
ты позволили модифицировать сложные пути биосинтеза 
пигментов с помощью регуляции одновременно несколь-

ко генов.
Несмотря на существующие проблемы ГМ растений 

по распространению на рынке, трансгенный подход в ряде 
случаев является единственной возможностью для созда-
ния многих ранее недостижимых оттенков цветков. Благо-
даря совершенствованию методов генной инженерии полу-
чение новых форм и сортов может представлять не только 
научный интерес, но и экономическую выгоду для произ-
водителей декоративных растений.

Обзор подготовлен в рамках магистерской програм-
мы «Молекулярная биология и агробиотехнология расте-
ний» биологического факультета СПбГУ. Особую бла-
годарность автор выражает д.б.н. Матвеевой Татьяне 
Валерьевне за предложенную тему обзора и ценные заме-
чания / The review was prepared as part of the master degree 
program in Molecular Biology and Plant Agrobiotechnology 
of the Faculty of Biology of St. Petersburg State University. 
The author expresses special gratitude to Dr. Biol. Sci. Tatya-
na V. Matveeva for the proposed topic of the review and valu-
able comments.
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РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОВ ПШЕНИЦЫ, ЯЧМЕНЯ И КУКУРУЗЫ 
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Точное редактирование генов растительных организмов, обладаю-
щих сложными геномами, долгое время оставалось трудной зада-
чей. Технология CRISPR/Cas, разработанная в последнее десяти-
летие, стала одним из наиболее предпочтительных инструментов 
для сайт-направленного мутагенеза генов растений и быстро заме-
нила системы ZFN и TALEN. Однако, несмотря на то, что система 
CRISPR/Cas показала себя как эффективный инструмент модифика-
ции генома диплоидных видов, её применение для таких организ-
мов, как злаки, обладающих сложными и, в случае мягкой пшеницы, 
полиплоидными геномами, осложняется рядом препятствий. В дан-
ном обзоре собраны основные результаты, полученные при исполь-
зовании системы CRISPR/Cas на хозяйственно ценных злаках – мяг-
кой пшенице Triticum aestivum L., ячмене Hordeum vulgare L. и куку-
рузе Zea mays L., структура генома которых увеличивает вероятность 
появления нецелевых мутаций и снижает специфичность редакти-
рования. С каждым годом количество методических публикаций по 
направленному мутагенезу данных культур, нацеленных на оптими-
зацию и улучшение работы системы CRISPR/Cas, экспоненциально 
увеличивается, а эффективность редактирования достигает 100% для 
кукурузы и ячменя. Экспериментальные статьи, главным образом, 
направлены на улучшение хозяйственно ценных признаков растений, 
таких как повышение урожайности, питательной ценности и появле-
ние устойчивости к заболеваниям и гербицидам. Улучшение расте-
ний также связано с редактированием генов, влияющих на контроль 
опыления, который используется в гибридной селекции. Это созда-
ёт предпосылки к созданию новых селекционных форм и к насыще-
нию уже имеющихся сортов кукурузы, ячменя и пшеницы необходи-
мыми свойствами.

Ключевые слова: геномное редактирование, Hordeum, Triticum, 
Zea, качество зерна, мужская стерильность, направленный мутаге-
нез, период покоя семян, повышение урожайности, устойчивость 
к болезням.

Precise editing of the genes of plant organisms with complex genomes 
has long been a diffi  cult task. The CRISPR/Cas technology developed 
in the last decade has become one of the preferred tools for site-directed 
mutagenesis of plant genes and has quickly replaced the ZFN and 
TALEN systems. However, while the CRISPR/Cas system has proven 
to be an eff ective tool for modifying the genome of diploid species, its 
application to organisms such as cereals with complex and, in the case 
of common wheat, polyploid genomes is complicated by a number of 
obstacles. This review summarizes the main results obtained using the 
CRISPR/Cas system in such economically valuable cereals as common 
wheat Triticum aestivum L., barley Hordeum vulgare L., and maize 
Zea mays L., the genome structure of which increases the probability 
of the emergence of non-target mutations and reduces the specifi city of 
editing. Every year the number of methodological publications on the 
directed mutagenesis of these crops, aimed at optimizing and improving 
the performance of the CRISPR/Cas system, increases exponentially, 
and the editing effi  ciency reaches 100% for maize and barley. The 
experimental articles are mainly aimed at improving the economically 
important traits of plants, such as improved yields, nutritional value 
and resistance to diseases and herbicides. Plant improvement is also 
associated with editing genes that aff ect pollination control, which is 
used in hybrid breeding. This creates the prerequisites for the creation of 
new maize, barley and wheat varieties, and for the saturation of existing 
ones with the necessary properties.

Key words: genome editing, Hordeum, Triticum, Zea, grain quality, 
male sterility, targeted mutagenesis, seed dormancy, yield increase, 
disease resistance.
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Введение

Путь создания новых высокоурожайных, адаптиро-
ванных к определённым условиям окружающей сре-
ды сортов культурных растений предполагает сочетание 
в одном генотипе нужных аллельных вариантов хозяй-
ственно ценных признаков для конкретной зоны воз-
делывания данной культуры. В основе этого трудоём-
кого, многостадийного и длительного процесса лежит 
использование естественных механизмов клетки, свя-
занных с рекомбинацией гомологичных хромосом, а так-
же искусственный отбор (Becker, 1993; Khlestkina, Shum-
ny, 2016). Начиная с 1950-х гг. в селекции стали активно 
применяться методы мутагенеза при использовании 
химических мутагенов и ионизирующего излучения, 
что позволяло индуцировать случайные мутации, и сре-
ди множества растений с изменённым генотипом отби-
рать растения, превосходящие исходный сорт по тому 
или иному признаку. Полученные мутанты использова-
ли в качестве исходного материала для селекции. Так, 
например, был получен сорт пшеницы мягкой Triticum 
aestivum L., посевами которого в своё время было заня-
то несколько млн. га, – Новосибирская-67, высокоуро-
жайный сорт с отличными хлебопекарными свойствами 
(Cherny et al., 1975). Другим примером являются высоко-
урожайные и короткостебельные сорта ячменя Diamant 
и Golden Promise, которые внесли очень большой вклад 
в Европейское сельское хозяйство и активно использова-
лись в селекции во всём мире.

Секвенирование геномов культурных растений 
в последние два десятилетия, идентификация и описа-
ние первичной структуры генов, контролирующих хозяй-
ственно ценные признаки, открыло возможность при-
менения сайт-направленного мутагенеза – то есть 
позволило в отличие от случайного мутагенеза действо-
вать с «ювелирной» точностью и вносить различные 
заданные изменения в геном от внесения длинной после-
довательности ДНК чужеродного происхождения вплоть 
до замены или удаления одного нуклеотида в конкретной 
позиции генома. Такого результата позволяют достичь 
технологии генетического редактирования, результат их 
применения – создание генотипов, которые приобрели 
новые свойства или избавлены от нежелательных призна-
ков (Korotkova et al., 2017, 2019).

Первые системы генетического редактирования осно-
ваны на использовании нуклеаз с цинковыми пальца-
ми (zinc fi nger nucleases, ZFN) и эффекторных нуклеаз, 
подобных активаторам транскрипции (transcription activa-
tor-like eff ector nuclease, TALEN).

Данные нуклеазы состоят из специфичных для нукле-
отидной последовательности модулей связывания ДНК, 
соединённых с неспецифическим модулем расщепления 
ДНК, создающим двуцепочечные разрывы в сайтах-ми-
шенях, которые восстанавливаются посредством работы 
естественных систем репарации клетки (Gaj et al., 2013; 
Shan et al., 2014; Ali et al., 2015; Belhaj et al., 2015; Bortesi, 

Fischer, 2015). Использование систем ZFN и TALEN тре-
бует применения методов белковой инженерии. На сме-
ну этим трудоёмким и дорогостоящим подходами в 2013 
году пришла система CRISPR/Cas (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 
protein), которая отличается большей доступностью, 
а по точности и эффективности не уступает предыду-
щим системам (Upadhyay et al., 2013; Doudna, Charpentier, 
2014; Belhaj et al., 2015; Jaganathan et al., 2018). Основу 
данной системы составляют направляющая РНК (нРНК, 
состоящая примерно из 20 нуклеотидов, комплементар-
ных последовательности в целевом гене), которая свя-
зывается с ДНК-мишенью, и нуклеаза Cas, которая рас-
щепляет ДНК в позиции, следующей после мотива PAM 
(protospacer adjacent motif, PAM; обычно 5'NGG) (Рис. 1) 
(Jinek et al., 2012). 

После того, как система CRISPR/Cas вносит двуце-
почечный разрыв, происходит репарация по механизму 
негомологичного соединения концов (non-homologous 
end joining, NHEJ) или гомологичной рекомбинации 
(homology-directed repair, HDR). Во время репарации 
путём NHEJ может возникнуть потеря небольшого участ-
ка ДНК, что может привести к сдвигу рамки считывания; 
при HDR возможна вставка участка ДНК, гомологично-
го на концах участку, содержащему двуцепочечный раз-
рыв. Таким образом, система CRISPR/Cas представляет 
универсальный инструмент для редактирования генома, 
с которым возможно изменить последовательность целе-
вого гена или добавить в геном организма новую после-
довательность; при этом система может быть наце-
лена как на один, так и на несколько генов (Doudna, 
Charpentier, 2014; Belhaj et al., 2015; Gerasimova et al., 
2017).

Первые применения системы CRISPR/Cas на одно-
дольных и двудольных растениях были описаны в 2013 
году (Li et al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan et al., 
2013). Наследование индуцированных мутаций впервые 
было продемонстрировано на арабидопсисе Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh. и рисе Oryza sativa L. (Feng et al., 
2014; Zhang et al., 2014; Zhou et al., 2014).

Но несмотря на то, что редактирование генома 
через систему CRISPR/Cas имеет значительные преиму-
щества, есть ряд факторов, которые могут на настоящем 
этапе развития этой технологии затруднять применение 
системы для некоторых видов растений. Хозяйственно 
ценные культуры, таких как злаки (семейство Poaceae), 
обладают сложными, часто полиплоидными геномами. 
Такая структура генома и в особенности наличие мно-
гократных копий «похожих» генов увеличивает веро-
ятность нецелевых мутаций и снижает специфичность 
редактирования (Peng et al., 2016; Kim et al., 2018).

Среди всех возделываемых культур наиболее мас-
штабное применение технологии CRISPR/Cas наблюдает-
ся на модельном злаке рисе O. sativa (2n = 24) (Khlestkina, 
2019). Рис обладает диплоидным геномом размером 
около 0,5 Gb, что делает его компактным по сравне-
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нию с крупными геномами других модельных злаков: 
кукурузы Zea mays L. (2,4 Gb, 2n = 40), мягкой пшени-
цы T. aestivum (17 Gb, 2n = 6x = 42) и ячменя Hordeum 
vulgare L. (5 Gb, 2n = 14). Помимо этого, геном пшени-
цы T. aestivum характеризуется сложной аллогексаплоид-
ной структурой, состоящей из трёх разных субгеномов A, 
B и D. Каждый субгеном эквивалентен геному диплоид-
ного растения, редактирование которого может привести 
к гомозиготным, гетерозиготным или химерным мутан-
там (Zhang et al., 2019b).

Но несмотря на это, на ячмене, пшенице и кукурузе 
было продемонстрировано успешное применение систе-
мы CRISPR/Cas (Upadhyay et al., 2013; Xing et al., 2014; 
Lawrenson et al., 2015). К настоящему моменту количе-

ство экспериментальных и методических публикаций по 
геномному редактированию данных культур с использо-
ванием CRISPR/Cas с каждым годом экспоненциально 
увеличивается (Рис. 2, Таблица), а эффективность редак-
тирования кукурузы и ячменя достигает очень высоких 
частот – мутации обнаруживаются почти у 100% редак-
тированных растений (Feng et al., 2016; Zhu et al., 2016; 
Gasparis et al., 2018; Kumar et al., 2018; Lee et al., 2019; 
Malzahn et al., 2019). Напротив, эффективность генетиче-
ского редактирования пшеницы намного ниже и достига-
ет в лучшем случае чуть более 50% (Zhang et al., 2018). 
Это делает гексаплоидный геном пшеницы важным объ-
ектом для оптимиз ации системы редактирования генома.

Рис. ൫. Система CRISPR/Cas. Серым цветом обозначена геномная ДНК, голубым – 
нуклеаза Cas, фиолетовым – направляющая РНК. Пояснения даны в тексте.

Fig. ൫. CRISPR/Cas system. Genomic DNA is indicated in gray, Cas nuclease 
in blue, guide RNA in purple. Explanations are given in the text.
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Разработка и оптимизация системы 
редактирования генома CRISPR/Cas для 

злаковых растений

Среди рассматриваемых культур впервые возмож-
ность использования системы редактирования генов 
CRISPR/Cas была продемонстрирована на пшенице 
T. aestivum (Upadhyay et al., 2013). В результате, исполь-
зование суспензионной культуры клеток пшеницы позво-
лило выявить мутации в 18–22% случаев для разных про-
тоспейсеров генов INOX и PDS. Данная работа впервые 
показала, что система CRISPR/Cas может успешно при-
меняться для редактирования очень больших геномов 
растений.

Первая работа, где был разработан набор векто-
ров для трансформации однодольных растений на при-

мере кукурузы (ген HKT1), появилась в 2014 году (Xing 
et al., 2014), а возможность использования системы 
CRISPR/Cas на ячмене была продемонстрирована только 
в 2015 году (Lawrenson et al., 2015). В работе Lawrenson 
et al. (2015) был осуществлён нокаут гена PM19, кото-
рый в пшенице действует как позитивный регулятор 
покоя зерна (Barrero et al., 2015), и нецелевой нокаут его 
высокогомологичных копий, произошедший несмотря 
на наличие по крайней мере одного несоответствия меж-
ду направляющей РНК и последовательностью неце-
левого гена. Описанные в работе нецелевые мутации 
стали рассматриваться как возможности для редактиро-
вания семейств генов у сельскохозяйственных культур 
(Lawrenson et al., 2015).

Последующие работы по редактированию геномов 
пшеницы, ячменя и кукурузы в основном были нацеле-
ны на улучшение и оптимизацию системы для редакти-

Рис. 2. Число экспериментальных работ, связанных с применением технологии CRISPR/ Cas для 
редактирования генов кукурузы, ячменя и пшеницы, на основе публикаций, обнаруженных в базе 

данных Scopus (www.scopus.com, дата обращения 09.12.2019) посредством поиска по сочетанию 
терминов CRISPR + Maize, CRISPR + Barley и CRISPR + Wheat, соответственно, и дальнейшего 

анализа публикаций в ручном режиме.
Fig. 2. The number of experimental works related to the application of CRISPR/Cas technology for genes 
editing in maize, barley and wheat, based on publications identifi ed in the Scopus database (www.scopus.

com, accessed December 9, 2019) by search using combinations of terms CRISPR + Maize, CRISPR + Barley 
and CRISPR + Wheat, respectively, and subsequent analysis of publications in manual mode.
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рования генов, а также одновременного редактирования 
копий генов (Shan et al., 2014; Svitashev et al., 2015, 2016; 
Qi et al., 2016; Zhang et al., 2016, 2019b, 2019a; Zhu et al., 
2016; Čermák et al., 2017; Kapusi et al., 2017; Liang et al., 
2017, 2018; Wolter et al., 2017; Gil-Humanes et al., 2017; 
Rey et al., 2018; Feng et al., 2018; Gasparis et al., 2018; 
Hamada et al., 2018; Cui et al., 2019; Kumar et al., 2019; 
Doll et al., 2019; Young et al., 2019; Gao et al., 2019; Hayta 
et al., 2019; Hu et al., 2019).

Были продемонстрированы возможности редакти-
рования одного основания ДНК – замены цитозина на 
тимин – без необходимости вставки чужеродной ДНК 
или разрыва двойной цепи ДНК; а также изменения аде-
нина на гуанин при использовании аденозиндеаминазы, 
соединённой с никазой (Zong et al., 2017; Li et al., 2018). 
Также было показано, что гетерохроматин не влияет на 
эффективность редактирования при помощи системы 
CRISPR/Cas (Feng et al., 2016). Не влияет на эффектив-
ность редактирования и степень метилирования редакти-
руемого участка ДНК, что также составляет преимуще-
ство данной системы (Hsu et al., 2013).

Позже, применение системы CRISPR/Cas в сочета-
нии с технологией одноклеточных микроспор позволи-
ло разработать оптимизированную систему мутагенеза 
гаплоидных растений для индукции генетических моди-
фикаций в геноме пшеницы (Bhowmik et al., 2018). За 
счёт дальнейшего удвоения наборов хромосом гаплоидов 
можно сразу получить мутации в гомозиготе.

Схожая работа был проведена спустя год для куку-
рузы (Wang et al., 2019). Однако в этом случае для полу-
чения гаплоидов использовали метод применения 
гаплоиндуктора. Такой сочетанный метод был назван 
гаплоиндуктор-опосредованное геномное редактирование 
(haploid-inducer mediated genome editing, IMGE). Досто-
инство этого метода заключалось не только в возможно-
сти быстрого получения мутантов в гомозиготе, но и в 
том, что редактирующая система закладывается в специ-
альную линию-гаплоиндуктор, а изменения проводятся 
в опыляемой элитной инбредной линии. Таким образом, 
в первом же поколении получают модифицированную 
нетрансгенную линию (гомозиготные двойные гапло-
идные линии с целевым признаком могут быть получе-
ны уже в течение двух поколений, многократно ускоряя 
процедуру выведения сортов с улучшенными признака-
ми; Wang et al., 2019). Кроме того, этот метод позволяет 
избежать проблем с генотипически обусловленным сни-
жением способности к трансформации и регенерации. 
Достаточно в качестве гаплоиндуктора выбрать генотип, 
не связанный с этими проблемами. Метод IMGE может 
найти более широкое применение. Известно, что гапло-
индукторами пшеницы также могут являться линии куку-
рузы, следовательно, можно с его помощью повысить 
эффективность редактирования пшеницы. Кроме того, 
можно с помощью этого метода решать не только гено-
тип-, но и видозависимые проблемы с трансформацией и 
регенерацией.

Несмотря на то, что на пути к широкому примене-
нию системы CRISPR/Cas для улучшения возделывае-
мых культур ещё предстоит решить ряд технологических 
задач, сегодня уже наблюдаются яркие примеры, связан-
ные с улучшением генотипов зерновых культур, опреде-
ляющих широкий спектр хозяйственно-ценных призна-
ков.

Питательная ценность зерна

Возможное улучшение питательной ценности зерна 
впервые было показано на кукурузе (Liang et al., 2014). 
Фитиновая кислота (инозитол-1,2,3,4,5,6-гексакисфос-
фат), присутствующая в большом количестве в зернов-
ках кукурузы, является антинутриентом, поскольку она 
не может перевариваться животными с однокамерным 
желудком и может вызывать загрязнение окружающей 
среды. Таким образом, снижение содержания фитино-
вой кислоты в зерновках кукурузы – это важная задача. 
В данной работе в качестве мишени был нокаутирован 
ген ZmIPK, кодирующий фермент, который катализируют 
один из этапов биосинтеза фитиновой кислоты, благода-
ря чему синтез данного соединения должен быть блоки-
рован у мутантной линии.

Изменение соотношения разных типов полимерных 
молекул (амилоза и амилопектин) в составе крахмала зер-
новки кукурузы было достигнуто благодаря редактирова-
нию гена Wx1 (Qi et al., 2018). После его модификации у 
рецессивных гомозигот-мутантов wx1wx1 амилоза в зер-
новках растений T0 практически не обнаруживалась.

Изменение содержания и состава глютена в зернов-
ках пшеницы также является актуальной задачей в виду 
распространения целиакии, связанной с непереносимо-
стью некоторых белковых компонентов зерновки пшени-
цы. Запасные белки зерна отвечают за уникальные вязкие 
и упругие свойства продуктов, полученных из пшени-
цы; однако, некоторые из них вызывают патологии у вос-
приимчивых людей. Среди них семейство α-глиадинов 
является основной группой белков, определяющих чув-
ствительность к глютену и развитие целиакии (Sapone 
et al., 2011). На сегодняшний день вышли две работы, 
нацеленные на снижение содержания аллергенов в зер-
не пшеницы при помощи генетического редактирования 
(Sánchez-León et al., 2018; Jouanin et al., 2019). Группа 
Sanchez-Leon разработала нРНК, нацеленные на консер-
вативную область генов синтеза α-глиадина. В результа-
те была получена двадцать одна мутантная линия, все из 
которых демонстрируют сильное снижение содержания 
α-глиадинов (Sánchez-León et al., 2018). Группа Jouanin 
разработала нРНК, нацеленные на специфические сайты 
семейств генов α-глиадина и γ-глиадина, трансформиро-
вала сорт пшеницы Fielder и выявила изменения в срав-
нении с мутантными линиями сорта Paragon и эталон-
ным сортом пшеницы Chinse Spring (Jouanin et al., 2019). 
Полученные в данных исследованиях линии пшениц 
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могут использоваться для производства пищевых продук-
тов с низким содержанием глютена и служить исходным 
материалом для получения элитных сортов пшеницы. 
Однако ещё предстоит исследовать, какого качества хлеб 
может быть получен из этих сортов пшеницы.

Повышение урожайности

Возможность сохранения урожайности в условиях 
стресса за счёт изменения гена ARGOS8 была показана на 
кукурузе (Shi et al., 2017). Ген ARGOS8 является негатив-
ным регулятором этиленового ответа. Растения, обладаю-
щие избыточной экспрессией ARGOS8, имеют понижен-
ную чувствительность к этилену и стабильный урожай в 
условиях стресса, вызванного засухой. В работе Shi et al. 
(2017) при использовании технологии CRISPR/Cas натив-
ный промотор ARGOS8 был заменён на промотор гена 
GOS2 кукурузы. В результате уровень экспрессии гена 
ARGOS8 был выше аллеля дикого типа, а полевые иссле-
дования показали, что растения с отредактированным 
ARGOS8 имели более высокий урожай в сравнении с ори-
гинальными растениями в условиях стресса и не несли 
потери урожая в условиях оптимального водного режима 
(Shi et al., 2017). 

Для ячменя удалось добиться повышения продук-
тивности растения на 15% путём нокаута гена цитоки-
ниндегидрогеназы CKX1 (Holubová et al., 2018). Однако, 
хотя растения произвели больше побегов и зёрен, общая 
биомасса зерна снизилась до 80%. Это свидетельствует 
о том, что локальное накопление цитокининов негатив-
но влияет на поток питательных веществ, что приводит к 
снижению биомассы зерна.

Увеличения размеров зерновки и показателя масса 
тысячи зёрен у сортов пшеницы Bobwhite и Paragon уда-
лось достичь при внесении нонсенс-мутаций в гомеоло-
гичные копии генов GW2, которые являются негативны-
ми регуляторами данных признаков (Wang et al., 2018). 
Растения, несущие один отредактированный ген, показа-
ли разные уровни увеличения данных признаков, причём 
масса тысячи зёрен увеличивалась в среднем на 5,5%. 
Двойные мутанты имели в среднем на 12,1% выше мас-
су тысячи зёрен по отношению к линиям дикого типа, а 
тройные мутанты имели массу тысячи зёрен выше на 
16,3% (Wang et al., 2018). Эти результаты указывают 
на то, что вариабельность размера и массы зерна может 
модулироваться дозой гомеологичных генов.

В работе Wang et al. (2019) удалось изменить раз-
мер и вес зерновки пшеницы за счёт изменения после-
довательности гена GW7 в геномах B и D (Wang et al., 
2019c). Было показано, что мутации в одном или обоих 
генах увеличивают ширину и массу зерна, но уменьша-
ют его длину. Последующий анализ показал, что ген GW7 
участвует в путях, регулирующих деление клеток и рост 
органов, что также подтверждается колокализацией белка 
GW7 с белками α- и β-тубулина (Wang et al., 2019c).

Увеличить такой показатель продуктивности пшени-
цы, как число зёрен в колосе, удалось за счёт редакти-
рования четырёх генов-мишеней, регулирующих размер 
зерна, – CKX2-1, GLW7, GW2 и GW8 (Zhang et al., 2019d). 
В результате было получено 68 мутантов по этим генам, 
причём растения, гомозиготные по делеции 1160 пн в 
гене CKX2-D1, показали значительное увеличение числа 
зёрен в колосе и его плотности. Эти результаты показы-
вают, что CKX2-1 является негативным регулятором при-
знака числа зёрен в колосе.

Гены гомеологичной серии Qsd1-А1, -B1 и -D1 пшени-
цы являются регуляторами периода покоя семян. В 2019 
году вышла работа, описывающая получение мутант-
ных линий пшеницы с потерей функции данных генов 
(Abe et al., 2019). В результате авторам удалось получить 
линию пшеницы, несущую мутации сразу трёх гомеоло-
гов Qsd1. Данное растение было скрещено с сортом дико-
го типа Fielder для получения нетрансгенного тройно-
го рецессивного мутанта. Мутант показал значительно 
более длительный период покоя семян, чем дикий тип, 
что может быть использовано для снижения прорастания 
зерна на корню (Abe et al., 2019).

Устойчивость к факторам биотического и 
абиотического стресса

К настоящему времени вышли две работы по редакти-
рованию генов, связанных с чувствительностью к гриб-
ному патогену Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt, пораже-
ние которым вызывает заболевание пшеницы мучнистой 
росой, существенно снижая урожай (Singh et al., 2016). 
В одной из работ был произведён нокаут генов MLO 
(mildew-resistance loci; Wang et al., 2014), в другой – генов 
EDR1 (enhanced disease resistance1; Zhang et al., 2017). 
Показано, что для полной устойчивости растений пше-
ницы необходим нокаут сразу трёх гомеологичных копий 
EDR1. То же самое касается MLO. Нокаут одной копии 
(MLO-A1) придавал лишь частичную устойчивость.

Устойчивость кукурузы к широкому спектру абиоти-
ческих стрессов может быть достигнута за счёт редак-
тирования гена ACD6 (ранее ANK23). Но в данном слу-
чае для повышения устойчивости требуется усиление 
экспрессии этого гена, а его нокаут, напротив, приво-
дит к восприимчивости. Так, при использовании систе-
мы CRISPR/Cas были созданы растения кукурузы, нока-
утные по гену ACD6, которые были более восприимчивы 
к пузырчатой головне (грибной патоген Ustilago maydis 
(DC.) Corda), чем растения дикого типа (Zhang et al., 
2019c). Напротив, у линии кукурузы (SC-9) с относи-
тельно высоким уровнем экспрессии ACD6 наблюдалась 
повышенная устойчивостью к U. maydis.

Ген EPSPS пшеницы является идеальной мише-
нью для геномного редактирования, поскольку известно 
несколько хорошо охарактеризованных аминокислотных 
замен в этом гене, которые придают растению устой-
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чивость к широко используемому гербициду глифоса-
ту (Sammons, Gaines, 2014). За счёт изменения последо-
вательностей гомеологичных генов-мишеней EPSPS была 
достигнута устойчивость пшеницы к этому препарату 
(Arndell et al., 2019).

Контроль опыления для гибридной селекции

Стерильность растений по мужскому типу являет-
ся полезным инструментом для производства гибрид-
ных семян растений. Основываясь на типе наследования, 
мужская стерильность может быть цитоплазматической 
(ЦМС) и генетической/ядерной (ГМС). ЦМС обычно 
вызывается мутациями митохондриальных генов, кото-
рые приводят к нарушению функций митохондрий рас-
тений. ГМС связана с мутациями генов ядерного генома, 
регулирующих образование мужских гамет.

Ген мужской стерильности пшеницы Ms45 в геномах 
A, B и D был нокаутирован с использованием CRISPR/
Cas, в результате чего были обнаружены растения с мута-
циями во всех трёх гомеологичных копиях. Генетический 
анализ мутаций показал, что все три гена Ms45 в доми-
нантном состоянии способствуют мужской фертильности 
и что тройные гомозиготные мутанты необходимы для 
прекращения развития пыльцы и достижения мужской 
стерильности (Singh et al., 2018).

В другой работе были получены стерильные формы 
пшеницы за счёт внесения мутаций в ген Ms1 пшеницы 
у сортов пшеницы Fielder и Gladius (Okada et al., 2019). 
Внесение биаллельных мутаций привело к сдвигу рамки 
считывания, что привело к нокауту гена Ms1, а на уров-
не фенотипа - к полной стерильности по мужскому типу.

Стерильные генотипы кукурузы удалось получить 
за счёт нокаута ядерных генов Ms33 и Ms8 (Chen et al., 
2018b; Xie et al., 2018). Мутация в этих генах и мужской 
стерильный фенотип наследуются согласно законам Мен-
деля.

Необходимой компонентой системы контроля опы-
ления в гибридной селекции, кроме генов стерильно-
сти, являются восстановители фертильности. При помо-
щи системы CRISPR/Cas была уточнена функция разных 
аллельных вариантов гена Rf4 кукурузы, расположенно-
го на хромосоме 8S и кодирующего фактор транскрип-
ции bHLH (Jaqueth et al., 2020). Редактирование приве-
ло к замене фенилаланина (F) в позиции 187 на тирозин 
(Y), анализ фенотипа (растения, содержащие F187, были 
полностью фертильными, а растения, содержащие Y187, 
были стерильными) подтвердил ранее высказанную гипо-
тезу о том, что восстановление фертильности определяет-
ся изменением одной аминокислоты гена Rf4. F187 ока-
зался критичным для стабилизации конформации белка 
Rf4 и его взаимодействия с другими белками (Jaqueth 
et al., 2020).

Заключение

В значительной мере быстрый выход работ по редак-
тированию разнообразных генов зерновых культур с 
момента появления системы редактирования CRISPR/
Cas связан не только с преимуществами самой системы, 
но и с накоплением знаний о хозяйственно-ценных генах 
пшеницы, ячменя и кукурузы. Геномное редактирование 
на настоящее время имеет два основных направления: 
определение/подтверждение функций генов и получение 
новых сортов сельскохозяйственных растений. Практиче-
ский успех последнего будет во многом зависит от зако-
нодательных норм для использования таких растений. 
Дальнейший успех в развитии геномного редактирования 
будет связан не только с преодолением технологических 
проблем (например, низкая эффективность редактиро-
вания пшеницы, генотип-зависимая низкая способность 
к трансформации и регенерации у ячменя), но прежде 
всего с интенсивностью и достижениями генетических 
исследований, направленных на расшифровку механиз-
мов формирования хозяйственно-ценных признаков у 
этих культур.
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