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«В результате традиционной селекции генетический потенциал сельскохозяйственных культур   

доведен до физиологического предела. Зерновые и другие основные культуры уже  

практически исчерпали свои генетические возможности роста урожайности. Страны  

с высокоразвитым сельским хозяйством достигли естественных, природных пределов»  

Лестер Рассел Браун, 2011  
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В обзоре отражены достигнутые к настоящему времени успехи в изучении молекулярных механизмов 

стрессоустойчивости ячменя для улучшения его хозяйственно ценных признаков как культуры сельскохозяйствен-

ного производства. Описаны возможные генно-инженерные подходы, развиваемые в целях повышения устойчивости 

культуры к абиотическим стрессам. Особое внимание уделено совершенствованию генома путем интеграции гете-

рологичных генов. Перечислены перспективные для практического осуществления трансформаций целевые гены и 

промоторы, проанализирована их эффективность в зависимости от других факторов трансформации. Освещены 

новейшие технологии целенаправленного мутагенеза, применяемые для геномного редактирования (системы ZFN, 

TALEN и  CRISPR/Cas9).  Приведены примеры создания с помощью генных технологий новых форм ячменя, отли-

чающихся повышенной засухоустойчивостью, толерантностью к почвенной кислотности и токсичности алюми-

ния, солевому стрессу. Показано, что генетическая модификация позволяет не только ускорить экспериментальный 

процесс создания новых генотипов, но и представляет собой исследовательский инструмент для анализа и выясне-

ния функций генов: с помощью техник сайленсинга и РНК-интерференции было выявлено и идентифицировано 

большое количество последовательностей, кодирующих ценные признаки ячменя. Обсуждаются перспективы раз-

вития постгеномных технологий  для использования в практической селекции этой культуры. 
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The review presents the achievements in the research of barley stress tolerance molecular mechanisms to improve its 

economically valuable traits as a crop of agricultural production. Possible genetic engineering approaches developed in order 

to increase the barley resistance to abiotic stresses have been described. Special attention is paid to the genome improvement 

through the integration of heterologous genes. The targeted genes and promotors perspective for transformations, their effi-

ciency in dependence to other transformation factors have been summarized and analyzed. The latest technologies of targeted 

mutagenesis used for genome editing (ZFN, TALEN and CRISPR/Cas9 systems) are observed. The examples of creation 

of new barley forms with increased resistance to drought, soil acidity, aluminum toxicity and salt stress by using gene tech-

nologies are given. It is shown that genetic modification allows not only to accelerate the experiment process of new genotypes 

creation,  but  also  represents a research tool for the analysis and identification of gene functions. А large number of sequences 
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encoding valuable traits of barley were identified by means of silencing and RNA interference techniques. The prospects 

of development of post-genomic technologies for use in practical breeding of this culture are discussed. 
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В результате выведения новых высоко-
продуктивных и низкорослых сортов пшеницы 
и риса в сельском хозяйстве ряда стран Азии и 
Латинской Америки в середине 1960-х годов 
был достигнут прорыв, известный как «зеле-
ная революция». Благодаря селекции сортов 
интенсивного типа в странах третьего мира 
была не только преодолена угроза голода, но 
развивающиеся страны смогли полностью 
обеспечить себя продовольствием. За вклад в 
осуществление «зелёной революции» амери-
канский агроном-селекционер Норман Борло-
уг был удостоен Нобелевской премии мира 
1970 года. В своей Нобелевской лекции учё-
ный подчёркивал, что «зеленая революция» 
позволила достичь лишь временного успеха в 
войне с голодом, которую ведет человечество, 
она дала людям передышку. Сегодня ученый 
убежден: человечество уже располагает  тех-
нологиями (либо полностью готовыми к при-
менению, либо находящимися в завершающей 
стадии разработки), способными надежно про-
кормить 10 млрд человек [1]. 

Действительно, селекция, направленная 
на создание интенсивных сортов, привела к то-
му, что продуктивность основных культур дос-
тигла своего физиологического предела. Зерно-
вые и ряд других культур уже практически ис-
черпали свои генетические возможности роста 
урожайности. Между тем, на практике реализу-
ется лишь 30% урожайности, заложенной в ге-
нетическом потенциале растений, из-за потерь, 
вызванных болезнями, вредителями и абиоти-
ческими стрессами [2]. Кроме того, успехи «зе-
леной революции» привели к беспрецедентно-
му ухудшению глобальной экологической об-
становки вследствие ирригационных мероприя-
тий и загрязнения почв пестицидами. Значи-
тельно возросла частота экстремальных по по-
годным условиям лет, а современный период 
считается периодом неустойчивого (аномаль-
ного) климата. Потери в сельском хозяйстве 
США и России от различных абиотических 
стрессов составляют в общих потерях до 70-
80%. В структуре площадей, подвергнутых 
действию разнообразных абиотических факто-
ров, в мире наибольшую долю занимают почвы 
с дефицитом элементов питания (39%) (рис. 1). 
На втором месте по распространенности стрес-
сов в растениеводстве ‒ воздействие низких 

температур (26%), далее следуют дефицит вла-
ги (16%), периодическое подтопление и ана-
эробность почв (10%), почвенная кислотность 
и засоление (6%) [3]. В дальнейшем ситуация 
с распространенностью абиотических и эдафи-
ческих стрессов будет только усугубляться. 
Поэтому вполне закономерно, что вторую «зе-
леную революцию», о которой заговорили еще 
в 70-е годы прошлого столетия, связывают, 
главным образом, с решением проблемы стрес-
сов сельскохозяйственных растений. Потребу-
ются немалые усилия как традиционной селек-
ции, так и современной сельскохозяйственной 
биотехнологии, для того чтобы добиться тем-
пов роста урожайности основных продовольст-
венных культур, достаточных, чтобы прокор-
мить растущее население Земли [4]. 

Среди зерновых культур ячмень по 
площади посевов занимает четвертое место 
после пшеницы, риса и кукурузы. В сезоне 
2017-2018 гг. мировые посевные площади яч-
меня составили 48,1 млн га, а в Российской 
Федерации – 7,85 млн га [5]. Наша страна яв-
ляется мировым лидером по производству зер-
на ячменя – 20,6 млн тонн в 2017 г. [6] (рис. 2). 

Несмотря на то, что среди зарегистриро-
ванных на сайте Международной службы по 
мониторингу за применением агробиотехноло-
гии (ISAAA) есть допущенные для использо-
вания в сельском хозяйстве трансгенные ли-
нии наиболее распространенных зерновых 
культур: рис, кукуруза и пшеница, ячменя сре-
ди них пока нет [7]. 

Развитию генной инженерии (ГИ) ячме-
ня в значительной мере должны способство-
вать успехи в расшифровке генома этой куль-
туры. Первое сообщение о создании для ячме-
ня генетической карты высокой плотности 
появилось в 2012 г. [8], а в 2016 г., с помощью 
методов секвенирования нового поколения, 
расшифровка генома H. vulgare была практи-
чески завершена [9]. Новые сведения о струк-
туре и функциях более 39 тыс. генов ячменя 
открыли дорогу для комплексного функцио-
нального анализа работы генных сетей, в том 
числе связанных с агрономически важными 
признаками этой культуры. Полагают, что эти 
исследования должны способствовать сущест-
венному увеличению продуктивности и устой-
чивости ячменя к стрессам [10]. 
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Рис. 1. Почвы, подверженные действию абиотических стрессов (по [3]) 

Fig. 1. Soils exposed to abiotic stresses (according to [3]) 

 

 

 
 

Рис. 2. Cтраны-лидеры по производству зерна ячменя в 2017 г. (по [6]) 

Fig. 2. Countries-leaders in barley grain production in 2017 (according to [6]) 

 

Целый ряд лабораторий в мире работает 

над созданием трансгенных линий H. vulgare 

как с целью получения фундаментальных зна-

ний о функциях генов, так и для решения при-

кладных задач, связанных с увеличением ус-

тойчивости ячменя к насекомым, вирусам, 

грибным и бактериальным патогенам, герби-

цидам и абиотическим стрессам, повышением 

питательности и качества урожая.  

Для оценки достигнутых успехов и пер-

спектив их внедрения в практическую селек-

цию нами проведен анализ опубликованных 

работ, в которых для повышения стрессо-

устойчивости ячменя использованы методы 

ГИ, включая интеграцию в геном гетероло-

гичных (других организмов) генов и ГИ мани-

пуляции с собственными генами ячменя. Осо-

бое внимание уделено получению модифици-

рованных растений ячменя без продукции в 

них трансгенных белков − с помощью новей-

шей технологии – редактирования генома. 

Повышение устойчивости ячменя к 

абиотическим стрессам путем переноса ге-

терологичных генов. Ответ растений на 

абиотический стресс является генетически 

сложным и трудным для контроля и конструи-

рования, поскольку связан со значительными 

перестройками физиолого-биохимических 

процессов и с изменением экспрессии доволь-

но большого числа генов. Например, установ-

лено, что под действием солевого стресса у 

растений одновременно изменяется экспрес-

сия более чем 1500 генов [11]. Поэтому для 

повышения стрессоустойчивости необходим 

перенос различных генов, которые вовлечены 

в пути передачи сигнала и регуляции, кодиру-
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ют ферменты синтеза функциональных и 

структурных протекторов (осмолитики, анти-

оксиданты) или регуляторные белки [12, 13, 

14, 15]. Рассмотрим те целевые гены и меха-

низмы устойчивости, которые уже были ис-

пользованы различными авторами для повы-

шения устойчивости ячменя к абиотическим 

стрессам к настоящему времени. 

Гены белков мембранного транспорта. 

Суперэксперессию генов, кодирующих белки, 

связанные с регуляцией мембранного транс-

порта, успешно используют для конструиро-

вания растений, толерантных к ионной ток-

сичности. Например, для получения форм яч-

меня, устойчивых к повышенному содержа-

нию ионов алюминия, австралийские  ученые 

использовали ген транспортера малата 

(aluminum-activated malate transporter − 

ALMT1), выделенный из алюмотолерантного 

сорта пшеницы. Благодаря активному эф-

флюксу малата, трансформанты ячменя при 

выращивании в гидропонной культуре и на 

кислой почве превосходили исходную форму 

по урожайности зерна и сохраняли стабиль-

ную экспрессию интегрированного гена  в по-

колении Т2 [16, 17]. 

Получены также трансгенные растения 

ячменя с суперэкспрессией собственного 

ALMT1 гена. Однако стабильная экспрессия 

HvALMT1 сопровождалась снижением темпов 

роста трансформантов, появлением пятнисто-

сти и некрозов листьев. И хотя генно-

модифицированные (ГМ) растения отличались 

увеличением в 20  раз эффлюкса малата и в 15 

раз ─  сукцината, что должно способствовать 

повышению алюмотолерантности, практиче-

ское использование данного подхода ограни-

чено ввиду нарушения баланса органических 

кислот в растении [18]. 

Повышению устойчивости к алюминию 

способствовала интеграция в геном ячменя 

сорта Golden Promise гена мембранного транс-

портера цитрата HvAACT1 [19]. По эффектив-

ности эффлюкса из корней цитрата трансфор-

мант не уступал алюмотолерантному сорту 

Dayton. Таким образом, встраивание генов 

транспортеров органических кислот в геномы 

чувствительных к ионной токсикации сортов 

может  в ближайшем будущем дополнить тра-

диционные методы селекции. 

Для повышения солеустойчивости сорта 

Golden Promise  исследовательская группа из 

Австралии использовала ген арабидопсиса 

AtNHX1, кодирующий вакуолярный Na
+
/H

+
 

транспортер. Большинство линий, экспресси-

рующих AtNHX1, не имели существенных 

преимуществ по сравнению с исходной фор-

мой. Для достижения большей эффективности 

данного подхода авторы делают вывод о необ-

ходимости пирамидирования нескольких ге-

нов [20]. Позднее эта же группа авторов пока-

зала, что повысить солеустойчивость ячменя 

можно посредством сверхэкспрессии гена, 

кодирующего субъединицу С вакуолярной 

АТФ-азы (vacuolar-type H
+
-ATPase ‒ VHA-С) 

из арабидопсиса. Вакуолярная АТФ-аза расти-

тельных клеток представляет собой основной 

потенциал-генерирующий фермент, обеспечи-

вающий движущую силу (протонный гради-

ент) для транспорта в вакуоль различных ио-

нов и метаболитов [21]. Субъединица С играет 

ключевую роль в обратимой сборке VHA и в 

обеспечении сопряженной работы перифери-

ческого и интегрального доменов мембраны 

[22]. Линии, экспрессирующие AtVHA-C, в 

меньшей степени снижали в условиях засоле-

ния урожайность зеленой массы и зерна по 

сравнению с исходным сортом [23].  

В ответ на повышение концентрации 

NaCl в побегах или корнях многих видов рас-

тений индуцируется Na
+
/H

+
-обменная актив-

ность [24]. В регуляции Na
+
/Н

+
-обменника за-

действованы протеинкиназы, модифицирую-

щие другие белки путём фосфорилирования 

остатков аминокислот. Трансгенные по гену 

протеинкиназы AtCIPK16 растения ячменя 

продемонстрировали солеустойчивость при 

длительном (в течение 30 дней) воздействии 

300 mM NaCl [25]. 

Увеличению накопления биомассы и 

продуктивности ячменя способствовала в ус-

ловиях засоления экспрессия гетерологичного 

гена AVP1, кодирующего вакуолярную H
+
-

пирофосфатазу арабидопсиса. Положительный 

эффект этой работы заключался в отсутствии 

изменений концентрации натрия в листьях 

трансгенных растений при стрессе, вызванном 

высокой соленостью среды [26].  

Гены, кодирующие транспортеры ионов, 

пытались также использовать для решения 

проблемы дефицита минерального питания 

растений. Например, известна попытка увели-

чить потребление из почвы фосфатов, для чего 

в геном ячменя Golden Promise встроили 

ген Pht1-6, кодирующий транспортер фосфата. 

Однако растения с суперэкспрессией гена 

Pht1-6 не отличались от контроля по скорости 

потребления фосфатов и содержанию фосфора 

в биомассе. Неудачу авторы связывают с 

http://encyclopaedia.bid/википедия/%D0%A4%D0%BE%D1%81%D1%84%D0%BE%D1%80%D0%B8%D0%BB%D0%B8%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B5
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посттранскрипционной регуляцией активности 

транспортера [27].  

Гены, контролирующие уровень фито-

гормонов. Фитогормоны регулируют не толь-

ко процессы роста и развития растений, но 

и ответную реакцию организма на факторы 

окружающей среды. При абиотических стрес-

сах повышению жизнеспособности растений  

способствуют цитокинины. В университете 

Палацкого в г. Оломоуце (Чехия) для увеличе-

ния выносливости ячменя к дефициту влаги 

использовали в качестве целевого ген, связан-

ный  с молекулярными механизмами воспри-

ятия и трансдукции цитокининового сигнала. 

Ячмень Golden Promise был трансформирован 

геном AtCKX1 (цитокинин оксидазы/дегид-

рогеназы (CKX; EC.1.5.99.12)) из арабидопси-

са. Трансгенные растения характеризовались 

замедленным ростом побегов, но при этом – 

увеличением массы корневой системы и, соот-

ветственно, поглощающей способности кор-

ней. Благодаря этому в условиях засухи все 

трансгенные линии имели более высокую сте-

пень обводненности листьев и характеризова-

лись более высокими показателями урожайно-

сти в сравнении с исходным сортом [28].  

Сообщалось, что повышенное содержа-

ние цитокининов в алейроновом слое зерна, 

где преимущественно экспрессируется ген 

HvCKX1, способствует накоплению крахмала в 

эндосперме, за счет чего усиливается налив 

зерна [29]. В результате подавления путем 

РНК-интерференции у ячменя экспрессии гена 

HvCKX2 польские ученые наблюдали  сниже-

ние у растений активности СКХ, которое со-

провождалось увеличением озерненности ко-

лоса и массы 1000 зерен [30]. 

Гены антиоксидантов. Воздействие 

стрессовых факторов сопровождается увели-

чением у растений продукции активных форм 

кислорода (АФК), содержание которых может 

возрастать до 10 раз [31] и приводить к окис-

лительным повреждениям внутриклеточных 

структур. И хотя при передаче стрессового 

сигнала АФК одновременно служат у расте-

ний сигнальными молекулами, их избыточная 

генерация способна привести клетку к гибели, 

поэтому необходимо их своевременное удале-

ние [32]. Один из подходов в геномном конст-

руировании стрессоустойчивых линий расте-

ний основан на механизме нейтрализации 

АФК и усилении антиоксидантной защиты за 

счет встраивания соответствующих генов.  

Сообщалось о повышении антиокси-

дантной защиты ячменя, с использованием 

гена гомогентизат геранилгеранилтрансферазы 

(HvHGGT) – фермента, участвующего в синте-

зе токотриенола (одна из форм витамина Е). 

Сверхэкспрессия гена HvHGGT под эндоген-

ным промотором D-гордеина (proHor) увели-

чила содержание токотриенола на 10-15% по 

сравнению с исходным сортом, а также снизи-

ла уровень перекисного окисления липидов в 

тканях примерно на 20% [33]. 

Эффективным антиоксидантом является 

белок тиоредоксин (TRX), который вместе с 

глутатионом участвует в обезвреживании АФК, 

передавая электроны различным пероксидазам 

[34]. Корни растений ячменя, экспрессирующих 

ген TRX из канареечника, характеризовались, в 

сравнении с исходными растениями, более низ-

кой степенью окисления белка в условиях 

стресса, обусловленного токсичностью ионов 

алюминия. У трансформантов в сравнении с 

исходной формой значительно возросла актив-

ность также других антиоксидантных фермен-

тов: каталазы, глутатионпероксидазы, глутати-

онредуктазы и аскорбат пероксидазы [35]. 

В более ранней работе ген тиоредоксина пше-

ницы (Trx h) был использован для получения 

линий ячменя, устойчивых к селениту, ингиби-

рующему прорастание семян на почвах, загряз-

ненных промышленными отходами [36]. Транс-

генные по гену Trx h линии ячменя переводили 

селенит в нетоксичную форму, благодаря чему 

при использовании ингибирующих концен-

траций селенита отличались более высокой 

всхожестью семян и увеличением линейных 

размеров от проростков нетрансформирован-

ных  растений. Авторы полагают, что растения 

ячменя с гетерологичным геном TRX могут 

найти применение в фиторемедиации загряз-

ненных  селенитом почв. 

Для повышения антиоксидантной защи-

ты растений предпринимались попытки ис-

пользования генов, кодирующих различные 

окислительно-восстановительные ферменты. 

Так, трансгенез по гену супероксиддисмутазы 

(SOD) приводил к повышению устойчивости к 

стрессу, обусловленному алюминием, у куку-

рузы [37], риса [38], райграса [39]. Для повы-

шения антиоксидантной защиты ячменя и уве-

личения его устойчивости к токсичности алю-

миния в геномы двух отечественных сортов 

(Купец и Белгородский 100) был встроен ген 

Fe-супероксиддисмутазы (Fe-SOD1) из  араби-

допсиса. Использованная генно-инженерная 

конструкция была снабжена  сигнальной по-

следовательностью гена rbсS гороха (Pisum  

sativum L.), направляющей его белковый про-

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9F%D0%B5%D1%80%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D1%8B&action=edit&redlink=1
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дукт в пластиду, поскольку при большинстве 

стрессов для сохранения нормальной жизне-

деятельности растительной клетки хлоропласт 

является одним из наиболее значимых ком-

партментов. Однако уровень экспрессии 

трансгена у полученных путем агробактери-

альной трансформации растений был недоста-

точен и не обеспечил значимого усиления 

активности SOD. Две из трех независимых 

трансгенных линий характеризовались низкой 

семенной продуктивностью, а всхожесть 

трансгенных семян варьировала от 5,0 до 

52,7% в зависимости от линии. Малочислен-

ность семенного потомства и низкая всхо-

жесть семян не позволили изучить наследова-

ние перенесенной генетической конструкции в 

потомстве трансформантов и оценить измене-

ние устойчивости растений ячменя к окисли-

тельному стрессу [40]. 

Одним из проявлений окислительного 

стресса у растений является образование и на-

копление активных карбонильных соединений 

(альдегидов и кетонов) ‒ карбонильный 

стресс, который, в отличие от оксидативного, 

происходит не внутри клеток, а во внеклеточ-

ном матриксе, где ферментные системы защи-

ты не так эффективны, как  системы, находя-

щиеся в клетках. Группе венгерских исследо-

вателей удалось противодействовать карбо-

нильному стрессу посредством агробактери-

ального переноса в  ячмень гена альдозоредук-

тазы (MsALR) из люцерны посевной (Medicago 

sativa L.). Для оценки защитного эффекта 

MsALR в отношении хлорофиллов и кароти-

ноидов в некоторых трансгенных линиях фер-

мент был направлен в хлоропласты. Накопле-

ние рекомбинантного белка MsALR как в ци-

тозоле, так и в хлоропластах увеличивало то-

лерантность трансгенных линий к карбониль-

ному стрессу [41]. 

Далее было показано, что альдокеторе-

дуктазы (AKR) не только модифицируют ре-

акционно активные формы альдегидов, но 

также могут синтезировать осмопротекторы. 

Так, было установлено, что трансгенные рас-

тения ячменя, конститутивно экспрессирую-

щие AKR, полученные либо из арабидопсиса 

(AKR4C9), либо из люцерны (MsALR), выра-

батывают больше сорбита, чем нетрансгенный 

ячмень. При этом трансгенные растения де-

монстрировали повышенную толерантность к 

кадмию и соли [42]. 

Гены транскрипиционных факторов. 

Использование подхода, основанного на 

встраивании одного гена, кодирующего про-

дукт с определенной функцией, имеет доста-

точно ограниченный успех при повышении 

толерантности культур к абиотическим стрес-

сам, т.к. адаптация к стрессу обусловлена 

взаимодействием множества метаболических 

путей. Кроме того, растение всегда стремится 

к восстановлению нарушенного воздействием 

стрессора внутреннего гомеостаза, чему не 

может способствовать сверхэкспрессия одного 

продукта, в особенности, конститутивная. 

Поэтому перспективными  целевыми генами 

служат регуляторные гены, которые связаны с 

несколькими метаболическими путями и 

влияют на ключевые метаболические пути. 

В осуществлении практически всех ме-

таболических процессов принимают участие 

транскрипционные факторы (TFs). Установ-

лено, что экспрессию стресс-чувствительных 

генов регулируют разные семейства TFs, 

такие как ERF/АР2, HSF, bZIP, MYB, MYC, 

NFY, NAC, WRKY, Cys2His2, МАDS-box и 

Zn-finger [43].  
Одно из самых крупных семейств TFs 

представлено в растениях белками NAC 
(no apical meristem (NAM)), часть из которых 
регулирует у зерновых реакцию на засуху, 
холод и засоление, а другие активны в отно-
шении патогенов [44]. Сверхэкспрессия гена, 
кодирующего транскрипционный фактор 
HvSNAC1, в ячмене позволила получить 
трансгенные растения ячменя с засухоустой-
чивостью, которые не отличались от растений 
исходного типа в условиях оптимального ув-
лажнения. Кроме того, конститутивная сверх-
экспрессия HvSNAC1 привела к увеличению 
фотосинтетической активности, снижению 
потерь воды и повышению продуктивности 
ячменя в условиях полевой засухи [45].  

Известно, что экспрессия генов NAC 
возрастает не только при засухе, но и при дей-
ствии низких температур. В связи с этим гены 
OsMYB4, TaCBF14 и TaCBF15, принадлежа-
щие к семейству NAC, были успешно исполь-
зованы для повышения морозостойкости 
ячменя [46, 47].  

TFs семейства DREB (dehydration re-
sponsive elements-binding proteins) включены в 
АБК-независимые пути и регулируют экспрес-
сию Cor-генов (сold responsive genes), что обу-
словливает отзывчивость растения на дегидра-
тацию. Интеграция в геном ячменя генов 
DREB2 и DREB3 пшеницы повысила устойчи-
вость трансформантов к водному дефициту, 
однако сопровождалась задержкой роста и по-
нижением урожайности. Нарушения в росте и 
развитии трансформантов удалось устранить 
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путем использования стресс-индуцибельного 
промотора Zm-Rab17, который обеспечивал 
высокий уровень экспрессии трансгена только 
в условиях засухи [48]. 

Гены DREB участвуют также у одно-
дольных культур в формировании холодовых 
адаптаций. Показано усиление их экспрессии 
в условиях низких температур, что, в свою 
очередь, активирует гены, кодирующие белки 
RD/COR (responsive to dehydratation/coldres-
ponsive) [49]. Линии ячменя с гетерологичным 
геном DREB3 были получены под контролем 
двух холод-индуцибельных промоторов, и 
проявили высокий уровень устойчивости к 
низким температурам, не отличаясь при этом 
от исходных растений по фенотипу [50]. 

МикроРНК. Помимо TFs, в регуляции 

экспрессии генов у растений участвуют мик-

роРНК (miРНК) – малые (20-24 нуклеотида) 

регуляторные некодирующие РНК [51]. Роли 

растительных miРНК в последнее время уде-

ляется большое внимание в связи с попытками 

повысить устойчивость растений к засухе и 

воздействию высоких температур [52, 53, 54]. 

Продуктивность ячменя в условиях не-

достатка влаги удалось повысить с помощью 

Hv-miR827, как это было ранее показано для 

арабидопсиса [55]. Решающее значение при 

этом играл выбор промотора. Растения со 

стресс-индуцибельным промотором Zm-Rab17 

были более эффективны в использовании воды 

и не отличались от исходных растений по про-

должительности вегетации, а также быстрее 

восстанавливались после перенесенного осмо-

тического стресса [56]. 

Группа исследователей Японского об-

щества физиологов растений идентифициро-

вала два представителя семейства miR393 и их 

целевые гены HvTIR1 и HvAFB, связанные с 

обеспечением толерантности ячменя к алюми-

нию. Сверхэкспрессия miR393 снижает сте-

пень окислительных повреждений и гибель 

клеток. Целевое ингибирование активности 

miR393, напротив, сопровождается повышени-

ем чувствительности корня к ионам алюми-

ния. Был сделан вывод, что miR393 участвует 

в регуляции чувствительности ячменя к алю-

минию через изменение сигналинга ауксинов. 

На этом может быть основана новая ГИ стра-

тегия повышения устойчивости растений к 

токсичности алюминия [57].  

Недавно идентифицирована ранее неиз-

вестная miРНК ячменя, связанная с засухоус-

тойчивостью – hvu-miRX. Согласно данным 

геномного анализа ген hvu-miRX располагается 

на коротком плече хромосомы 2 и, по-

видимому, встречается только у растений три-

бы Triticeae. Трансгенные растения ячменя, 

экспрессирующие hvu-miRX, характеризова-

лись засухоустойчивостью. Было установлено, 

что hvu-miRX оказывает влияние на различ-

ные гены, включая TFs [58]. 

Всего по имеющимся в литературе дан-

ным, в геном H. vulgare перенесено уже более 

двух десятков различных генов, так или иначе 

связанных с формированием у ячменя устой-

чивости к абиотическим стрессам.  Преимуще-

ством трансгенного подхода является гораздо 

больший спектр генов устойчивости, доступ-

ных для вовлечения в формообразовательный 

процесс, в сравнении с традиционной селекци-

ей [59]. Кроме того,  он исключает  возмож-

ность передачи любых нежелательных генов 

от растений-доноров растению-реципиенту. 

Однако сложность механизмов устойчивости и 

разнообразие стрессовых воздействий обу-

словливают необходимость переноса, как пра-

вило, не одного, а нескольких генов одновре-

менно, что создает дополнительные трудности 

на пути повышения устойчивости культуры к 

абиотическим стрессам. Использование ГИ 

технологий на практике показывает довольно 

низкую эффективность. Выход трансгенных 

растений в работах по трансформации состав-

ляет, как правило, не более 1-2% [60]. Сущест-

венным ограничением трансгеноза являются 

непредсказуемость плейотропных эффектов 

встраиваемого гена, нестабильность экспрес-

сии и наследуемости гетерологичных вставок. 

Экспрессия гетерологичных генов часто вызы-

вает отклонения в росте, развитии и снижение 

продуктивности трансформантов, вследствие 

чего трансгеноз нельзя рассматривать, как 

предполагалось ранее, в качестве более быст-

рого, чем традиционные методы селекции,  

способа получения улучшенных форм расте-

ний. Поэтому генная трансформация сегодня 

служит скорее ценным инструментом выясне-

ния функциональной роли отдельных генов и 

их регуляции, нежели инструментом создания 

новых адаптивных и устойчивых к абиотиче-

ским стрессам форм. 

Улучшение культуры ячменя в про-

цессе геномного редактирования. В послед-

ние годы, в отношении многих сельскохозяй-

ственных культур, включая ячмень, интенсив-

но изучается возможность получения модифи-

цированных нетрансгенных растений с помо-

щью внесения в геном заданных мутаций. 

Первоначально возникла идея  изменять у рас-
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тений определенные гены с помощью тарге-

тинга (target-мишень) − гомологичной реком-

бинации последовательностей, находящихся 

в хромосоме, с искусственно введенными 

в клетку последовательностями ДНК. Впервые 

эффективность таргетинга на ячмене провери-

ли в Германии (Институт исследования селек-

ции растений общества Макса Планка). 

Известно, что целевым объектом имидазоли-

ноновых гербицидов является ген ацетолак-

татсинтазы (als), кодирующий фермент био-

синтеза аминокислот с разветвленной цепью. 

Мутация этого гена у растений, в том числе и 

у ячменя, ведет к индукции гербицидной ус-

тойчивости [61].  Ранее ALS уже использовался 

для анализа успешности таргетинга генов у та-

бака (Nicotiana tabacum), арабидопсиса и риса. 

Таргетинг ячменя по гену als, в отличие от дру-

гих культур, осуществить не удалось по причи-

не более сложного генома этой культуры [62]. 

Авторы пришли к выводу, что прилагаемые 

усилия и временные затраты при использова-

нии этого метода будут неоправданно велики в 

случае его практического приложения.  

Более успешно проводить целенаправ-

ленный мутагенез позволяет редактирование 

генома, основанное на индукции двунитевых 

разрывов ДНК (double-stranded breaks ‒ DSB). 

Разрывы образуются под действием различных 

ферментов или физических воздействий на-

против друг друга, с последующей репарацией 

негомологичных концов (NHEJ non-homolo-

gous end-joining). К настоящему времени из-

вестны  три основные технологии направлен-

ного изменения (редактирования) генома: ZFN 

(zinc finger nuclease – нуклеазы с доменами 

«цинковые пальцы»), TALEN (transcription 

activator-like effector nucleases – эффекторные 

нуклеазы, подобные активаторам транскрип-

ции) и система CRISPR/Cas9 (clustered regula-

tory interspaced short palindromic repeats – 

короткие палиндромные повторы, регулярно 

расположенные группами) [63]. Редактирова-

ние генома является очень точным процес-

сом, и получаемые с использованием этой 

технологии растения, не содержат, как прави-

ло, гетерологичных последовательностей 

ДНК. По этой причине редактирование гено-

ма более предпочтительно, чем большинство 

традиционных трансгенных технологий. Од-

нако репарация двойных разрывов тоже мо-

жет приводить к небольшим (до нескольких 

десятков пн) делециям или инсерциям в рай-

оне DSB целевого гена. 

Возможность целенаправленного мута-

генеза ячменя с помощью технологии TALEN 

(индукции DSB специфическими эффектор-

ными нуклеазами, подобными активаторам 

транскрипции), была впервые показана в со-

вместной работе датских и американских ис-

следователей [64]. 

В Германии с использованием техники 

TALEN в геноме ячменя был нокаутирован 

трансген gfp (green fluorescent protein, GFP), 

который ранее были встроен в геном ячменя в 

процессе агробактериальной трансформации 

пыльцевых зерен. Индуцированная мутация, 

благодаря гаплоидной природе клеток-

мишеней, была легко обнаружена, а после 

удвоения генома получены гомозиготные му-

тантные растения [65]. В дальнейшем авторы 

оптимизировали данный подход,  продемонст-

рировав возможность редактирования генома 

путем точного изменения определенной целе-

вой последовательности ДНК, что привело 

к предсказуемому изменению функции гена 

gfp. Так, в результате совместной бомбарди-

ровки геном нуклеазы и донорной конструк-

цией, в клетках эпидермиса листьев накапли-

вался не зеленый (GFP), а желтый флуоресци-

рующий белок (yellow fluorescent protein ‒ 

YFP), с частотой примерно 3 на 100 мутиро-

ванных клеток [66]. 

С использованием недавно разработан-

ных синтетических нуклеаз/никаз (надрезаю-

щих эндонуклеаз), которые позволяют инду-

цировать DSB почти в любой последователь-

ности генома, для культуры ячменя эффектив-

ность генного таргетинга была повышена [67]. 

Благодаря высокой избирательности и пред-

сказуемости результата авторы рассматривают 

эти технологии в качестве рутинного инстру-

мента генной инженерии ячменя в будущем. 

Однако наиболее революционным на сего-

дняшний день способом геномного редактиро-

вания является система CRISPR/Cas9, которая 

впервые была обнаружена у бактерий, где она 

играет роль своеобразного противовирусного 

иммунитета, обнаруживая встроившиеся в 

бактериальную ДНК вирусные гены и при-

цельно устраняя их. Эта система позволяет 

быстро и достаточно просто вносить измене-

ния в заданный участок генома любой (как 

животной, так и растительной) клетки, полу-

чать нетрансгенные организмы с заданными 

модификациями одновременно в нескольких 

мишенях [68]. Система CRISPR/Cas9 успешно 

применяется для нокаутирования генов, а так-

же для встраивания экзогенных последова-

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D0%BD%D0%B4%D0%BE%D0%BD%D1%83%D0%BA%D0%BB%D0%B5%D0%B0%D0%B7%D0%B0
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тельностей в геном и делеции участков генома 

различной длины [63, 69]. В основу метода 

положен комплекс, включающий одиночную 

направляющую РНК (single guide RNA ‒ спе-

цифическую sgRNA) и бактериальную нуклеа-

зу Cas (CRISPR associated – ассоциированную 

с CRISPR). Комплекс CRISPR/Cas9 способен 

производить точечные DSB в участке генома, 

комплементарном последовательности sgRNA. 

Разница между CRISPR/Cas9 и другими сис-

темами редактирования геномов состоит в 

том, что для того чтобы ориентировать нук-

леазу относительно представляющего интерес 

гена, требуется только направляющая РНК, 

а не сложная сборка белка.  

На ячмене геномное редактирование с 

использованием системы CRISPR/Cas9  впер-

вые осуществлено исследовательским коллек-

тивом из Великобритании. Для нокаутирова-

ния был выбран ген HvPM19, кодирующий 

АВА-индуцируемый белок плазматической 

мембраны, который, как полагают, участвует 

в контроле продолжительности периода покоя 

семян. Для ячменя и других зерновых культур 

управление экспрессией данного гена пред-

ставляет практический интерес, поскольку 

слишком раннее прорастание семян приводит 

к снижению урожая и негативно влияет на ка-

чество зерна. Полученная у ячменя сорта  

Morex, посредством системы CRISPR/Cas9, 

мутация гена HvPM19 стабильно наследова-

лась в последующих поколениях [70].  

Во всем мире усиливается интерес к 

возможности управления селекционными ме-

тодами содержания в зерне растворимых пи-

щевых волокон [71]. Их источником являются 

β-глюканы – специфические полисахариды 

клеточной стенки эндосперма ячменя и других 

зерновых культур. Этим был обусловлен вы-

бор гена эндо-N-ацетил-β-D–глюкозаминида-

зы (ENGase-endo-N-acetyl-β-D-glucosamini-

dase) – фермента, участвующего в углеводном 

обмене растений в работе австрийских ученых 

[72]. Систему CRISPR/Cas9 применили для 

получения целенаправленной мутации ячменя 

по гену указанного фермента. Если в работе 

Lawrenson с соавторами [70] число растений, у 

которых удалось вызвать с помощью 

CRISPR/Cas9 направленные мутации, не пре-

вышало 23%, то в Австрии, с помощью техник 

агробактериальной трансформации и бомбар-

дировки пятью различными sgRNA-несущими 

плазмидами, была достигнута более высокая 

эффективность: индуцированные Cas9 мута-

ции наблюдались уже у 78% растений ячменя. 

Генетический анализ растений в поколении Т1 

подтвердил наличие в конкретных участках 

небольших вставок и делеций геномных фраг-

ментов [72]. Каких-либо изменений в феноти-

пе полученных растений по сравнению с ис-

ходным сортом Golden Promise не выявлено. 

В последующих поколениях трансформантов 

авторы планируют провести биохимический 

анализ для выявления возможных изменений в 

составе β-глюканов.  

В одной из недавних работ, посвященных 

геномике ячменя, системы TALEN и 

CRISPR/Cas9 использованы для индукции му-

таций, способствующих выяснению функцио-

нальной роли фитазы (HvPAPhy_a) в процессах 

налива зерна, а также для подбора наиболее 

эффективного промотора этого гена [73, 74]. 

Первые работы по редактированию 

генома ячменя стали появляться и с участи-

ем российских ученых. Для проведения на-

правленной модификации были выбраны два 

гена: Nud, контролирующий признак голо-

зерности/пленчатости, и ген Vrs1, детерми-

нирующий двурядность/шестирядность ко-

лоса. Методом полиэтиленгликоль-зависи-

мой трансформации векторы, несущие сис-

тему CRISPR/Cas9, были перенесены в про-

топласты мезофилла листа ячменя сорта 

Алей, отличающегося высокой регенераци-

онной способностью in vitro. Частота инду-

цированных мутаций колебалась в пределах 

6-20%. Таким образом, была продемонстри-

рована возможность сайт-специфической 

модификации генома одного из ячменей си-

бирской селекции [75]. 

В Венгрии технология CRISPR/Cas9 бы-

ла использована для придания ячменю устой-

чивости к вирусу карликовости пшеницы 

WDV (wheat dwarf virus). Посредством агро-

бактериальной трансформации в геном сорта 

Golden Promise была перенесена конструкция с 

четырьмя WDV специфичными sgRNA, и по-

лучены растения Т0, у которых наличие встав-

ки было подтверждено методом ПЦР и секве-

нирования. Спустя 42 суток с момента инфи-

цирования вирусом WDV модифицированных 

линий, на них никаких признаков инфекции 

не обнаружено [76].  

С помощью CRISPR/Cas9 можно произ-

водить мультиплексное редактирование сразу 

нескольких целевых генов. Для этого вводится 

белок Cas9 и несколько разных sgRNA – 

«РНК-гидов». Каждый из них направляет Cas9 

к собственной мишени, и вместе они обеспе-

чивают мутации, способные комплексно 
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решить поставленную задачу. Первое сообще-

ние об успешном проведении мультиплексно-

го редактирования ячменя с использованием 

разработанного набора оригинальных специ-

фических РНК‑направляющих векторов сде-

лали польские ученые. При одновременном 

редактировании в геноме ячменя Golden Prom-

ise трех генов (HvCKX1, HvCKX3, Nud), у 21% 

растений, прошедших модификацию, имелись 

мутации во всех мишенях [77].  

Наблюдаемая в настоящее время быст-

рая эволюция методов геномного редактиро-

вания вселяет надежду, что использование 

CRISPR/ Cas9 систем довольно скоро найдет 

более широкое приложение, включая не толь-

ко фундаментальные исследования функцио-

нального состояния геномов или слаженной 

работы ансамбля генов, но и для создания 

улучшенных сортов сельскохозяйственных 

растений, включая культуру ячменя. Большая 

часть работ по редактированию генома ячме-

ня, к настоящему времени выполнена на мо-

дельном сорте Golden Promise, который отли-

чается высокой регенерационной и трансфор-

мационной способностью. Выбор сорта обу-

словлен тем, что успех технологий введения 

геном компонентов, необходимых для редак-

тирования генома (TALENs и CRISPR/Cas9), 

зависит от наличия протоколов эффективной 

трансформации и регенерации для конкретных 

генотипов растений. Перспективы дальнейше-

го использования этих технологий для культу-

ры ячменя требуют разработки «генотип-

независимых» методов генетической транс-

формации и регенерации, которые составят 

технологическую основу для геномного редак-

тирования.  

Заключение. Несмотря на значительный 

прогресс в области молекулярной биологии 

растений и связанных с ней подходов к улуч-

шению хозяйственно ценных признаков ячме-

ня, полученные с помощью методов генной 

инженерии (трансгенеза) формы и линии этой 

культуры до сих пор далеки от практического 

использования в сельском хозяйстве. Наряду с 

недостаточностью технологических решений  

для успешного перенесения и экспрессии в 

геноме ячменя гетерологичных последова-

тельностей, ограничивающим фактором для 

коммерциализации достигнутых успехов явля-

ется, как и по другим сельскохозяйственным 

культурам, общественное неприятие генно-

модифицированных растений и содержащих 

их продуктов на международном рынке.  

Кроме придания ячменю новых хозяйст-

венно ценных качеств, генная инженерия име-

ет большое значение для развития функцио-

нальной геномики этой культуры. Генетиче-

ская модификация стала главным исследова-

тельским инструментом для анализа и выясне-

ния функций отдельных генов.  

Успехи молекулярной генетики, наряду 

с трансгенезом, дали значительный толчок 

развитию методов, объединяемых  в понятие 

геномного редактирования, которое можно 

рассматривать в качестве альтернативы не 

только классическим методам селекции расте-

ний, но и трансгенным методам улучшения 

сельскохозяйственных культур. Из представ-

ленных выше материалов следует, что в ряде 

случаев для решения селекционных задач дос-

таточно провести манипуляции с собственным 

генетическим материалом.  

Анализ развития биотехнологических 

методов свидетельствует о том, что единст-

венная возможность их эффективного исполь-

зования лежит на пути интеграции традицион-

ных методов и ДНК-технологий. Только сис-

темный биологический подход увеличит в 

значительной мере возможности дальнейшего 

совершенствования культуры ячменя как од-

ного из важнейших зерновых злаков. 
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