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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 difficult 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 effective 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 specificity 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 efficiency 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 affect 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 finger nucleases, ZFN) и эффекторных нуклеаз, 
подобных активаторам транскрипции (transcription activa-
tor-like effector 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 оптимизации системы редактирования генома.

Рис. 1. Система CRISPR/Cas. Серым цветом обозначена геномная ДНК, голубым – 
нуклеаза Cas, фиолетовым – направляющая РНК. Пояснения даны в тексте.

Fig. 1. 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 identified 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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