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The CRISPR/Cas system is the most promising among 
genome editing tools. It can provide the development 
of modified nontransgenic plants with the possibil-
ity of simultaneous multiple targeted mutations. The 
purpose of this review is to analyze published papers 
describing the utilization of the CRISPR/Cas system 
for crop gene modification in order to assess the 
potential of this technology as a new plant breeding 
technique. The search for “CRISPR & crop name” within 
article titles, abstracts and keywords in the Scopus 
database was carried out for 45 crops. Among a total 
of 206 search results, only 88 have been recognized as 
original articles describing editing crop genes with the 
CRISPR/Cas system. A total of 145 target genes of 15 
crops are described in these 88 articles, including rice 
with the largest number of genes modified (78 genes). 
In these studies, the ability to get transgene-free 
modified plants was widely demonstrated. However, 
in most cases research was aimed at the approbation 
of the technology or was to elucidate target gene 
function, while modification of just 37 target genes 
was related with crop improvement. We present here 
a catalogue of these genes. In most of these cases, 
modifications resulted in knockout of the genes such 
as negative growth and development regulators or 
negative regulators of plant resistance. In most cases, 
the phenotype of modified plants was assessed, and 
the presence of desired changes was shown. However, 
since the estimated number of “negative regulators” 
is limited in plant genomes, the CRISPR-directed gene 
knockout has a restricted potential for crop improve-
ment. Intensive application of the CRISPR/Cas system 
for more complicate modifications such as replace-
ment of defect alleles by functional ones or insertion 
of a desired gene is required (so far reports about 
such modifications are very rare in crops). In addition, 
to provide a basis for broad practical application of 
CRISPR/Cas-based genome editing, more cultivars of 
crop species should be involved in ongoing studies. 
Just a few genotypes of crop species have been used 
for gene modifications thus far. Nevertheless, in spite 
of the restrictions mentioned, essential success has 

Система CRISPR/Cas – один из самых перспективных способов 
геномного редактирования. Этот доступный метод позволяет 
получать нетрансгенные растения с заданными модификациями, 
причем можно одновременно производить мутации в несколь-
ких мишенях. Цель настоящего обзора – анализ опубликованных 
работ, в которых система CRISPR/Cas использована для модифика-
ции генов сельскохозяйственных растений, с тем чтобы оценить 
потенциал этой технологии как нового метода селекции рас-
тений. Для 45 сельскохозяйственных культур проведен поиск по 
сочетанию ключевого слова CRISPR с названием культуры (поиск 
осуществлялся в названиях, аннотациях и ключевых словах статей 
из журналов, индексируемых в базе данных Scopus). Среди 206 
результатов поиска только 88 содержали описание эксперимен-
тальных работ, в которых использована система CRISPR/Cas. В этих 
работах описаны 145 генов-мишеней у 15 сельскохозяйственных 
культур, включая рис, у которого модифицировано наибольшее 
число генов – 78. Возможность получения модифицированных не-
трансгенных растений продемонстрирована в большинстве работ. 
Однако в основном исследования были нацелены на апробацию 
метода или на изучение функций целевых генов, и лишь редакти-
рование 37 генов связано с улучшением свойств растений. В обзо-
ре представлена таблица-каталог данных генов. Основной исполь-
зуемый вариант модификации – нокаут генов, преимущественно 
негативных регуляторов роста и развития растений или факторов, 
определяющих чувствительность к патогенам. В большинстве 
случаев проверен фенотип модифицированных растений и по-
казано наличие заданных изменений признаков. Однако ввиду 
того, что негативные регуляторы – это ограниченная группа генов 
растений, можно предположить, что CRISPR/Cas-направленный но-
каут как способ улучшения сельскохозяйственных культур имеет 
определенные рамки. В связи с этим целесообразно расширение 
апробации CRISPR/Cas для получения более сложных модифика-
ций в геномах культурных растений, таких как замена дефектных 
аллелей функциональными или вставка в геном целевых генов 
(в настоящее время для улучшения свойств сельскохозяйственных 
растений известны лишь единичные примеры таких модифика-
ций). Другое важное условие для широкого практического исполь-
зования системы геномного редактирования CRISPR/Cas в селек-
ции – возможность применения ко многим сортам одного и того 
же вида. В опубликованных работах пока еще используется весьма 
ограниченное число модельных сортов/линий. Тем не менее, не-
смотря на описанные ограничения, необходимо подчеркнуть, что 
за короткий срок (3.5 года с момента опубликования первых работ 
по модификации генома растений с помощью системы CRISPR/Cas) 
достигнуты значительные успехи.

Ключевые слова: геномное редактирование; зерновые; каталог 
генов; новые методы селекции; направленный мутагенез; 
овощные; плодовые; растения. 
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been achieved over a short period (3.5 years since the 
first publications on CRISPR/Cas application in plants).

Key words: cereals; gene catalogue; genome editing; 
fruits; new breeding tools; site-directed mutagenesis; 
plants; vegetables.

В августе 2013 г. почти одновременно вышли пять ра­
бот, сообщающих о первых успешных результатах ре­
дактирования геномов растений с помощью системы 

CRISPR/Cas. Первые исследования продемонстрировали 
универсальность данной технологии и возможность ее 
успешного применения не только на модельных, но и 
на возделываемых видах растений, при использовании 
разных методов трансформации (Feng et al., 2013; Li et 
al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan et al., 2013; Xie, Yang, 
2013). 

Система CRISPR/Cas – один из самых перспективных 
способов геномного редактирования. Ее достоинства  – 
доступность; высокая производительность; простота те­
стирования нескольких нРНК (направляющих РНК) для 
каждого гена-мишени; возможность делать одновременно 
несколько двуцепочечных разрывов (основа для редакти­
рования нескольких генов одновременно); возможность 
редактировать метилированные участки ДНК (что важно 
при использовании регуляторных районов в качестве ми­
шеней); наконец, по эффективности получения мутаций 
в геномах растений эта система не уступает и даже пре­
восходит более ранние системы редактирования (ZFNs и 
TALENs). Принцип системы CRISPR/Cas, ее достоинства, 
варианты получаемых модификаций и используемые ме­
ханизмы для редактирования, а также различные аспекты 
ее применения у растений (стабильность отредактиро­
ванных геномов, наследуемость внесенных в геном из­
менений, частота возможных ошибочных модификаций, 
способы получения модифицированных нетрансгенных 
растений, а также правовые вопросы практического при­
менения этого способа получения новых форм сельско­
хозяйственных растений) детально изложены в недавно 
опубликованных обзорных статьях (Хлесткина, Шумный, 
2016; Герасимова и др., 2017; Злобин и др., 2017). 

Цель настоящего обзора – анализ опубликованных ра­
бот, в которых система CRISPR/Cas была использована для 
модификации генов сельскохозяйственных растений, с тем 
чтобы оценить достигнутые за 3.5 года (с момента первых 
публикаций по применению этой системы на растениях) 
успехи и перспективу внедрения данного метода в прак­
тическую селекцию для улучшения сельскохозяйствен­
ных растений. До сих пор оставалась нерешенной задача 
систематической каталогизации селекционно-значимых 
генов сельскохозяйственных культур, модифицированных 
с применением системы CRISPR/Cas. Настоящий обзор – 
важный шаг на этом пути. 

Поиск проводился в названиях, аннотациях и ключевых 
словах статей из журналов, индексируемых в базе данных 
Scopus (www.scopus.com), по сочетанию ключевого слова 

CRISPR с названием культуры (последнее обновление 
найденных публикаций произведено нами 10.02.2017 г.). 
Дальнейший анализ найденных публикаций позволил 
выделить только статьи, содержащие результаты экс­
периментальных исследований, в которых использована 
система CRISPR/Cas. Избыток найденных статей (206) по 
сравнению с количеством опубликованных работ, непо­
средственно прменяющих CRISPR/Cas (88), связан с ин­
тенсивным появлением большого числа обзорных статей 
в этой области, а также с тем, что многие авторы активно 
упоминают данную систему в вводной и заключительных 
частях аннотаций своих оригинальных работ. Поиск 
проведен для 45 продовольственных, кормовых и техни­
ческих культур: апельсин (4/1)1, арбуз (1/1), батат (1/0), 
бобы (1/0), виноград (3/2), горох (2/0), грейпфрут (2/2), 
груша (3/0), капуста (3/1), картофель (12/3), кассава (1/0), 
кукуруза (19/10), лен (1/1), лук (1/0), люцерна (1/0), огу­
рец (4/1), пшеница (14/4), рис (73/46), рожь (1/0), сахарный 
тростник (2/0), свекла (1/0), слива (1/0), соя (12/6), то­
мат (17/7), фасоль (4/0), хлопок (6/0), яблоня (6/2), ячмень 
(9/1). При поиске не найдено результатов для следующих 
культур: банан, вика, вишня, гречиха, дыня, кофе, лимон, 
конопля, морковь, нут, овес, перец, подсолнечник, просо, 
рапс, редис, чеснок. 

Таким образом, согласно анализу публикаций, пред­
ставленных в Scopus, система CRISPR/Cas прошла прак­
тическую апробацию на 15 сельскохозяйственных культу­
рах, включая зерновые (пшеница, рис, кукуруза, ячмень), 
овощные (капуста, томат, огурец) и плодово-ягодные (ви- 
ноград, яблоня) культуры, цитрусовые (апельсин, грейп­
фрут), а также картофель, арбуз, лен и сою. Всего у них 
описано 145 генов-мишеней. Однако детальный анализ 
найденных работ показал, что в большинстве случаев 
проведенные исследования были нацелены на апроба­
цию метода или/и на изучение функций целевых генов. 
Редактирование лишь 37 генов у 12 культур связано с 
улучшением свойств растений. Составлен каталог данных 
генов (таблица).

Из возможных вариантов модификаций чаще всего 
использовали нокаут генов (см. таблицу). Наиболее вос­
требованными генами-мишенями в случае применения 
данного типа модификации были негативные регуляторы 
роста, потеря функциональности которых может привести 
к повышению продуктивности растений. Например, у 
риса были одновременно нокаутированы три негативных 
регулятора размера зерна – гены GW2, GW5, TGW6. Таким 
1 После каждой культуры в скобках указано: общее число найденных для 
нее статей/выявленные среди них оригинальные работы с использова-
нием CRISPR/Cas.
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образом, проведено CRISPR/Cas-пирамидирование трех 
нокаутированных генов, что позволило достичь значи­
тельного удлинения зерна, по сравнению с нокаутом 
меньшего числа генов (Xu et al., 2016a). Повышения массы 
зерна гексаплоидной и тетраплоидной пшениц удалось 
добиться за счет нокаута соответственно трех и двух го­
меологичных копий гена GASR7 (негативный регулятор 
массы зерна) (Zhang et al., 2016).

Увеличение массы зерна и повышенная озерненность 
требуют устойчивости к полеганию, которая обеспечива­
ется низкорослостью или прочностью стебля. Например, 
у риса и пшеницы удалось добиться снижения высоты 
растения за счет нокаута по гену DEP1 (Li et al., 2016b; 
Zhang et al., 2016).

Нокаут четырех генов, разных по своим функциям, но 
потенциально так или иначе связанных с продуктивно­
стью, осуществлен у сорта риса (Li et al., 2016b). Среди 
генов-мишеней были: негативный регулятор озерненно­
сти Gn1a; ген DEP1, упомянутый выше (нокаут по нему 
не только снижает высоту растения, но также приводит 
к формированию плотной прямостоячей метелки); нега­
тивный регулятор размера зерна GS3; регулятор архитек­
туры растения IPA1 (нокаут по нему должен приводить к 
снижению интенсивности кущения, уменьшению числа 
непродуктивных побегов, повышенной озерненности, 
утолщению и прочности стеблей). В дальнейшем у семи 
сортов риса были получены нокаутные генотипы по GS3, 
а также двойные нокауты Gn1a + GS3. Несмотря на то что 
у растений, нокаутных по GS3, было увеличено зерно, 
а у двойных нокаутов еще и повышена озерненность, 
продуктивность повышалась (на 3–7 %) лишь у трех 
полученных вариантов, тогда как у семи – неожиданно 
снижалась вследствие уменьшения числа продуктивных 
побегов (Shen et al., 2016). 

Как показал ряд работ, одна из перспективных об­
ластей применения CRISPR/Cas-направленного нокаута 
генов – повышение устойчивости растений к воздействию 
фитопатогенов. Мишенями в данном случае служат гены, 
обусловливающие чувствительность к заболеваниям. 
Например, нокаут гена ERF922 риса позволил получить 
формы, устойчивые к пирикуляриозу (Wang et al., 2016), а 
нокаут TaMLO-А1 – устойчивость пшеницы к мучнистой 
росе (Wang et al., 2014). 

Успешный пример CRISPR/Cas-направленного нокау­
та  – получение форм с контролируемой мужской сте­
рильностью для дальнейшего использования в гибридной 
селекции. Например, у 11 линий риса достигнут нокаут 
негативного регулятора термочувствительной генной 
мужской стерильности (ген TMS5). Получены нетранс­
генные модифицированные формы, фертильные при 
оптимальной температуре, но полностью стерильные 
при температуре 28 °С, что позволит контролировать 
процесс самоопыления при использовании данных линий 
в гибридной селекции (Zhou et al., 2016). В работе (Li et 
al., 2016c) от трех сортов риса получены нетрансгенные 
линии, нокаутные по гену CSA – негативному регулятору 
фотопериод-чувствительной генной мужской стериль­
ности. При выращивании в условиях короткого дня до­
стигается стерильность пыльцы, тогда как в условиях 
длинного дня растения фертильны.

CRISPR/Cas-направленный нокаут генов также пер­
спективен для улучшения признаков качества и техниче­
ских характеристик сырья. Например, у картофеля нокаут 
гена GBSS, кодирующего фермент биосинтеза крахмала, 
гранул-связанную крахмалсинтазу, приводит к измене­
нию свойств крахмала за счет сдвига в нем соотношения 
количества линейных (амилоза) и разветвленных (амило­
пектин) полисахаридов в пользу последних (Andersson et 
al., 2017). Крахмал с высоким содержанием амилопектина 
дает гели повышенной оптической прозрачности, устой­
чивости при центрифугировании, а также демонстриру­
ет повышение максимальной и конечной температуры 
желатинизации и измененные реологические свойства 
(Хлесткин и др., 2017).

Широкое использование на ранних этапах апробации 
системы CRISPR/Cas именно нокаута генов связано с тем, 
что это наиболее простой и доступный способ модифика­
ции. Наличие достаточно разнообразных генов-мишеней, 
негативно влияющих на хозяйственно ценные признаки, 
также способствовало интенсивному применению данно­
го подхода. Однако негативные регуляторы – это все-таки 
ограниченная группа генов растений. Выйти за рамки 
CRISPR/Cas-направленного нокаута удалось в нескольких 
работах. Например, произведенная однонуклеотидная 
замена в гене NRT1.1B, кодирующем транспортер азота, 
позволила повысить эффективность усвоения азота, а за­
мена в гене SLR1 (репрессор ответа на гиббереллин) при­
вела к получению низкорослого фенотипа (Lu, Zhu, 2017). 
Также модификации генов использованы для повышения 
устойчивости растений к гербицидам. Замена определен­
ных аминокислотных остатков генов ALS риса (Sun et al., 
2016), сои (Li et al., 2015), кукурузы (Svitashev et al., 2015), 
картофеля (Butler et al., 2016) повышала устойчивость к 
гербициду хлорсульфурону. Замена чувствительного к 
глифосату аллеля гена EPSPS на устойчивый позволила 
повысить его устойчивость к данному гербициду льна 
(Sauer et al., 2016) и риса (Li et al., 2016a).

Вместе с оптимизацией методик для различных вариан­
тов CRISPR/Cas-направленной модификации генов акту­
ально и накопление знаний о структурно-функциональной 
организации хозяйственно ценных генов и отличий их 
аллельных вариантов, с целью подбора новых мишеней 
для редактирования. Еще одно важное условие для ши­
рокого практического применения системы CRISPR/Cas в 
селекции – возможность ее приложения если не к любому, 
то ко многим сортам одного и того же вида. В опублико­
ванных работах (см. таблицу) пока еще используется огра­
ниченное число модельных сортов/линий. Наибольший 
прогресс наблюдается в исследованиях на рисе, у кото­
рого в геномное редактирование вовлечены уже более 20 
сортов. Несмотря на то что проблема генотип-зависимой 
эффективности культивирования растений in vitro была 
известна и ранее, с появлением технологии CRISPR/Cas 
она обостряется, так как представляет собой, пожалуй, 
наиболее серьезное препятствие на пути широкого при­
менения этой технологии как способа селекции растений. 

Наблюдаемая частота полученных мутантных растений 
(см. таблицу) очень сильно варьировала и зависела от 
ряда факторов – вида растений, генотипа, мишени, метода 
трансформации. В отдельных случаях (на рисе) удавалось 
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Гены сельскохозяйственных растений,  
модифицированные с помощью системы CRISPR/Cas

достичь 100 % частоты получения мутантных растений 
(Shen et al., 2016; Xu et al., 2016). 

Следует отметить, что в большинстве представленных 
работ продемонстрирована возможность получения мо­
дифицированных растений, свободных от служебных 
конструкций (transgene clean или transgene-free) (см. таб­
лицу). Это достигалось в основном за счет независимого 
наследования модифицированных генов и локусов со 
встроенной служебной конструкцией. Для вегетативно 
размножаемых гетерозиготных форм (например, картофе­
ля) данный способ не подходит, поэтому для получения 
модифицированных нетрансгенных растений в таких 
случаях используют векторы для транзиентной экспрес­
сии с доставкой в ядро растительной клетки с помощью 
трансфекции протопластов (именно такой способ избран 
M. Andersson с коллегами (2017) для модификации гена 
GBSS картофеля), агроинфильтрации или биобаллистики 
(см. таблицу). Временная экспрессия нередко служит 
удобным способом относительно быстро и просто оце­
нить эффективность разработанных конструкций, а также 
позволяет сразу получить модифицированные растения, 
свободные от служебных конструкций.
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