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Пример применения  методов геномного 
редактирования томатов 

регулятор длины стебля SLER  

регулятор времени цветения SP5G  

регулятор роста SP  
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Геномное редактирование:  
принцип действия 

CRISPR in Action. The Cas9/sgRNA complex cleaving 
DNA visualized by high speed atomic force microscopy 

Shibata et al., 2017 Nature Communications 
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Трансформация клеток растений 
бактерией Agrobacterium tumefaciens  
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Ti-плазмиды 

 Большие – 200 kB 

 ~ 10% переносится в геном растений (Т-ДНК) 

 Ti-плазмиды также несут: 

- Гены метаболизма опинов 

- Гены синтеза ауксина 

- Гены синтеза цитокинина 

- Белки, вовлеченные в мобилизацию Т-ДНК  

(Vir гены). 

 

auxA auxB       cyt  ocs LB RB 

Т-ДНК 
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Функции Vir генов 

 virA – транспорт ацетосирингона в 

бактериальную клетку, 

пострансляционная активация virG 

(фосфорилирование) 

 virG – активирует транскрипцию других 

vir генов 

 virD2 – эндонуклеаза/интеграза, режет 

Т-ДНК по бордерам 

 virE2 – связывается с Т-ДНК, 

осуществляет ее перенос через 

растительные мембраны 

 virE1 – шаперон для virE2 

 virD2 & virE2 имеют NLSs, направляют 

Т-ДНК в ядро клеток растений 

 virB  - оперон, 11 белков, перенос Т-

ДНК через бактериальную мембрану 

Gelvin, Stanton. (2003). Improving plant genetic engineering by manipulating the host. Trends in biotechnology  

Индукция vir-генов 

происходит под действием 

арабинозы, галактозы, фенольных 

соединений 
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Agrobacterium tumefaciens как 
инструмент генной инженерии 
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Основные методы трансформации 
растений 

 Агробактериальная трансформация 

Трансформация листовых дисков, незрелых эмбрионов, Floral Dip и т.д. 

 

 

 

 

 

 

 Прямой перенос ДНК 

Биобаллистика, прямой перенос ДНК в протопласты 
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Floral Dip Method 
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Агробактериальная трансформация 
листовых дисков 
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Биобаллистика 
 Можно использовать клетки с клеточной 

стенкой, любая ткань. 

 Можно трансформировать органеллы! 

 

 Методика: 

1. Преципитация ДНК на частицах 
вольфрама или золота. 

2. «стрельба» частицами из «пушки», т.е. 
введение ДНК в клетку растения. 

3. Отбор и регенерация устойчивых 
растений 
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Повышение эффективности 
генетической трансформации растений 

Повышение 
эффективности 

агробактериального 
переноса Т-ДНК 

увеличение эффективности агробактериальной 
трансформации пшеницы, люцерны и проса на 
~250–400% 
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Повышение эффективности 
генетической трансформации растений 

Повышение 
эффективности 

агробактериального 
переноса Т-ДНК 

Engineered A. tumefaciens strains expressing a T3SS 

and AvrPto increase the transient and stable 

transformation efficiency of Arabidopsis 
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Повышение эффективности 
генетической трансформации растений 

Повышение 
эффективности 

агробактериального 
переноса Т-ДНК 

Engineered A. tumefaciens strains expressing a T3SS 

and AvrPto increase the transient and stable 

transformation efficiency of N. benthamiana 
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Повышение эффективности 
генетической трансформации растений 

Повышение 
эффективности 

регенерации растений 
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Повышение эффективности 
генетической трансформации растений 

Повышение 
эффективности 

регенерации растений 
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ЧТО ТАКОЕ ГЕНОМНОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ? 

Найти нужные 20-30 нуклеотидов из миллиардов  Разрезать/заменить 
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 CRISPR Cas9 
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CRISPR Cas9 
внецелевое редактирование 

Manuel M. Vicente et al., 2021 
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Методические подходы  
к редактированию 

Для нокаута генов 

Для замен нуклеотидов 

Сайт-специфичная нуклеаза 

SpCas9 

Cpf1 etc. 

 

Редактор оснований 

Праймированный редактор 

Для замен нуклеотидов и инсерций 

pegRNA 

reverse transcriptase 

Cas9 Nickase 
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+ Uracil DNA glycosylase inhibitor (UGI) 



 CRISPR Cas9  
Праймированный редактор 
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Применение системы CRISPR/Cas 
помимо редактирования генома 

Визуализация теломер 

23 



Законодательные особенности  
геномного редактирования 

Бразилия, Аргентина, США, Австралия, Китай, Великобритания… 

 

использование методов редактирования геномов, в том числе CRISPR-Cas9, не будет 

регулироваться, если в конечный продукт не вводится новый генетический материал 

 

Если не ожидается, что в геноме организма будет обнаружена новая комбинация генетического 

материала, и организм не будут регулироваться как ГМО. В случаях, если в некоторых 

промежуточных поколениях метод включал трансгенез, заявитель должен предъявлять 

доказательства удаления трансгена из конечного продукта. Иначе это ГМО 
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Using an RNA aptamer to inhibit the action 
of effector proteins of plant pathogens 
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Using an RNA aptamer to inhibit the action 
of effector proteins of plant pathogens 
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Спасибо за внимание! 
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Применение CRISPR/CAS 

Japan has approved the sale of two 

CRISPR-edited fish: a tiger puffer and a 

red sea bream, both developed by the 

Kyoto-based startup Regional Fish Institute 

with Kyoto University and Kindai University 

Researchers achieved the trait in tiger 

puffer by disrupting the leptin receptor 

gene, which controls appetite, causing 

the fish to eat more and increasing the 

speed at which they gain weight. The 

edited fish grow 1.9 times heavier than 

conventional tiger puffers, allowing them to 

reach market size sooner, according to the 

company. For red sea bream, the 

researchers disabled the protein 

myostatin, which suppresses muscle 

growth, allowing the fish to grow about 1.2 

times larger on the same amount of 
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ДЕТЕКЦИЯ СОБЫТИЙ РЕДАКТИРОВАНИЯ 
T7ei assay 
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ДЕТЕКЦИЯ СОБЫТИЙ РЕДАКТИРОВАНИЯ 
ddPCR 
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