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Резюме 

Геном-редактирующие стратегии появились недавно как многообещающие инструменты для 

придания желаемых свойств многим эукариотическим видам, включая растения. Эта технология 

CRISPR/Cas9 может быть использована для инжиниринга устойчивости растений к узкому или 

широкому кругу патогенов, репродуктивных особенностей развития и других свойств растений. 

Известно, что EDS1 белок арабидопсиса контролирует активацию защиты и программируемую 

клеточную смерть, обусловленную межклеточными Toll-подобными иммунными рецепторами, 

которые узнают специфические эффекторы патогена. К сожалению, вовлеченность EDS1 белка в 

антифитовирусный иммунитет растений картофеля не изучена. Особое место в системе полового и 

бесполосеменного размножения принадлежит мейозу. Ключевые гены мейоза, и прежде всего ген 

DYAD / SWI1 является потенциальным кандидатом при поиске генов апомиксиса. На основе 

плазмиды pBAtC рестриктазно-лигазным методом были получены бинарные векторы. Так, созданы 

три экспрессионных вектора (p01, p03 и p04) для редактирования локуса EDS1. Два экспрессионных 

вектора (рII-25 и рVIII-29) были созданы для введения мутаций во втором и восьмом экзонах гена 

DYAD / SWI1 арабидопсиса. Во всех случаях наличие клонированных вставок подтверждено 

секвенированием ДНК. Созданные вектора p01, p03, p04 под промотором pAtU6-6 арабидопсиса и 

полученный прежде вектор p13 под промотором pStU6 картофеля используются в работе по 

биобаллистической трансформации растений картофеля in vitro.  
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Resume 
Genome-editing strategies have recently emerged as promising tools to impart desired properties to many 

eukaryotic species, including plants. This technology can CRISPR/Cas9 be used to engineer plant 

resistance to narrow or wide range of pathogens, reproductive developmental features and other plant 

properties. It is known that EDS1 arabidopsis protein controls protection activation and programmable cell 

death due to intercellular Toll-like immune receptors that recognize specific pathogen effectors. 

Unfortunately, the involvement of EDS1 protein in the antiphytoviral immunity of potato plants has not 

been studied. Meiosis has a special place in the system of sexual and seeds-without-sex reproduction. Key 

meiosis genes, and above all the DYAD / SWI1 gene, are a potential candidate in the search for apomixis 

genes. Binary vectors were obtained on the basis of plasmid pBAtC by the restriction-ligase method. Thus, 

three expression vectors (p01, p03 and p04) were created for editing the locus EDS1. Two expression 

vectors (pII-25 and pVIII-29) were created to introduce mutations in the second and eighth exons of the 

DYAD /  SWI1 arabidopsis gene. In all cases, the presence of cloned inserts was confirmed by DNA 

sequencing. The created p01, p03, p04 vectors under the pAtU6-6 arabidopsis promoter and the previously 

obtained p13 vector under the potato pStU6 promoter are used in the work on bioballistic transformation of 

potato plants in vitro. 
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Введение 

 Полагают, что геномное редактирование 

генома может кардинально изменить селекцию и 

сельскохозяйственное производство. Важными 

направлениями в генетике и селекции растений 

являются работы по устойчивости растений к 

фитопатогенам вообще и к фитовирусам в частности. 

В иммунитете растений важная роль принадлежит 

генам защитных белков, которые являются 

важнейшими молекулярными компонентами 

врожденной иммунной системы растений, 

обеспечивающими устойчивость к биотическому и 

абиотическому стрессу. Среди многих генов 

растительного иммунитета EDS1 известен как 

важный участник сигнальной трансдукции, 

опосредованной R генами, и устойчивости к вирусу 

табачной мозаики, опосредованной N геном 

гиперчувствительной устойчивости [Peart et al., 2002; 

Gantner et al., 2019]. Редактирование генов EDS1-

подобного белка способно заменить традиционный 

подход, связанный с поиском эффективных 

природных "пептидных антибиотиков", и потому 

имеет огромный потенциал.  

Семенная продуктивность сельскохозяйственных 

растений в связи с закреплением гетерозиса в ряду 

поколений посредством апомиксиса - следующее 

важное направление. Гаметофитный апомиксис 

(бесполосеменное размножение цветковых растений) 

является системой клонирования in vivo, имеющей 

огромный биотехнологический потенциал. Ключевое 

место в системе полового и бесполосеменного 

размножения принадлежит мейозу. Представляет 

интерес изучение ряда генов мейоза, и прежде всего 

гена DYAD / SWITCH1 как потенциального кандидата 

при поиске генов апомиксиса. Известно, что ген 

DYAD / SWITCH1 необходим для нормального 

протекания женского мейоза [Agashe et al., 2002; 

Boateng et al., 2008]. 

 Цель работы – создание экспрессионных 

векторов для редактирования локуса EDS1-подобного 

белка картофеля и гена DYAD арабидопсиса.  

 Для достижения поставленной цели были 

сформулированы следующие задачи: 

1. Выполнить биоинформатический поиск мишеней в 

гене EDS1-подобного белка картофеля и гена DYAD 

арабидопсиса; 
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2. Клонировать мишень гидРНК в вектор pBAtC по 

AarI сайтам; 

3. Выполнить верификацию проведенных 

манипуляций методом секвенирования ДНК. 

 

Материалы и методы 
 Поиск мишеней в гене EDS1-подобного 

белка картофеля был проведен с использованием 

биоинформатических программ CRISPR DESIGN TOOLS 

(https://www.milliporesigmabioinfo.com/bioinfo_tools/), 

CRISPR GE (http://skl.scau.edu.cn/), CRISPROR 

(http://crispor.tefor.net/crispor.py), CHOP-CHOP 

(http://chopchop.cbu.uib.no/), как было описано в 

нашей предыдущей статье [Рожнова и др. (Rozhnova 

et al.), 2019], в том числе после проведенного анализа 

большого числа программ дизайна РНК-гидов 

[Геращенков и др. (Gerashchenkov et al.), 2020]. 

Дизайн гидРНК гена DYAD по II и VIII экзонам 

выполнен с помощью биоинформатических программ 

CHOP-CHOP (данные не приведены) и CRISPROR 

(рис.1 и 2).  

 В работе были использованы стандартные 

методы молекулярной биологии [Green, Sambrook 

2012]. Мишени размером 20 п.н. для локуса EDS1 и 

для гена DYAD / SWI были клонированы в вектор 

pBAtC по сайтам AarI (New England Biolabs) с 

последующей трансформацией в клетки DH5α E.coli 

кальциевым методом. Трансформированные клетки 

были рассеяны на агаризованной LB среде в чашках 

Петри со спектиномицином (10 мкг/мл). 

Рекомбинантные плазмиды были подвергнуты 

секвенированию с подходящим праймером, 

используя генетический анализатор ABI 3130 

(Applied Biosystems). 

 Ген SWI1 (локус AT5G51330) кодирует 

новый белок, участвующий в сестринской когезии 

хроматид и организации мейотической хромосомы 

как во время мужского, так и женского мейоза. Ген 

имеет два альтернативных транскрипта, которые 

продуцируют два похожих белка, один на 57 

аминокислот короче другого. В работе использовали 

вектор pBAtC, имеющий ряд специфических 

особенностей: 

1) Вектор пригоден для CRISPR/Cas геномного 

редактирования; 

2) ГидРНК находится под контролем промотора U6; 

3) Скрининг трансформированных растений можно 

вести по регулятору роста Basta; 

4) Метод клонирования мишеней рестриктазно-

лигазный; 

5) Селекция трансформированных / редактируемых 

растений осуществляется по антибиотику 

спектиномицину. 

 

Результаты и обсуждение 

 Биоинформатический анализ и дизайн 

праймеров. Биоинформатический анализ EDS1 

локуса осуществляли, используя программы, 

упомянутые выше. Результаты анализа этого локуса 

подробно даны ранее в работе [Рожнова и др. 

(Rozhnova et al.), 2019]. Биоинформатический анализ 

гена DYAD представлен на рис. 1 (II экзон) и рис. 2 

(VIII экзон). Ген AT5G51330 = DYAD имеет 8 

экзонов. Принимая во внимание функциональную 

важность этого гена, было принято решение о 

создании генно-инженерных конструкций, 

нацеленных на нокаутное редактирование нескольких 

экзонов, в которых возможно обнаружить мишени. 

При этом первый экзон этого гена очень короткий и 

не позволяет выбрать в нем мишени для геномного 

CRISPR/Cas редактирования.  

 

I экзон, положение нуклеотидов 1-37:  

ggaggaacgaagattatcgagagcaaaaatcatgagt - мишеней нет. 
 

II экзон, положение нуклеотидов 344 - 425: 
agtacgatgttcgtgaaacggaatccgattagagaaaccaccgccgggaaaatctcttcgccgtcgtcaccgacttt

gaatg – мишени имеются.  
 

VIII экзон, положение нуклеотидов 2517 - 2960: 
gaagacatgggatggcttaagaaaacagtggacgagaactatcctaaaaagccagactcaacagagacacctttgctact

agaggattcaccaccaatacagacactagaaggagaagtgaaggtggtgaacaagggtaaccaaatcacagagtcacctc

aaaacagagaaaaaggaaggaagcatgatcaacaagaaagatcaccactttcactaataagcaacactggtttcagaatc

tgcaggcctgtggggatgttcgcatggccccaattgcctgctcttgctgctgctactgatactaatgcttcttcgccaag

tcacagacaagcctacccatccccttttccagtcaagccacttgcagctaagcgtcctcttggcttgacgtttcccttca

ccatcatacccgaagaagctcccaagaatctcttcaacgtttgaagttgtcact – множественные мишени 

имеются.  
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Нуклеотидные последовательности синтезированных 

олигонуклеотидов, использованные при создании 

генно-инженерных конструкций для CRISPR/Cas 

геномного редактирования, представлены в табл. 1. 
 

Таблица 1 / Table 1  

Мишени генов, использованные в работе / Gene targets used in the study 

Номера 

мишеней 

Target numbers 

Название 

праймеров 

Name of primers 

Нуклеотидная последовательность 

праймеров 

Nucleotide sequence of primers 

Название и мишень 

созданных плазмид 

Name and target of the 

created plasmids 

1 146r_S GATTGtctcaaagatggaaacagag p01 (редактируемый EDS1 

локус в положении 146)  146r_A AAACctctgtttccatctttgagaC 

2 360r_S GATTGtgtcaccttctggtcttgtg p02* (редактируемый 

EDS1 локус в положении 

360) 
 360r_A AAACcacaagaccagaaggtgacaC 

3 510r_S GATTGgaggagcaagcatcatcctg p03 (редактируемый EDS1 

локус в положении 510)  510r_A AAACcaggatgatgcttgctcctcC 

4 816r_S GATTGgtaactgcagaacagcatca p04 (редактируемый EDS1 

локус в положении 816)  816r_A AAACtgatgctgttctgcagttacC 

5 510r_S GATTGgaggagcaagcatcatcctg p13** (редактируемый 

EDS1 локус в положении 

510) 
 510r_A AAACcaggatgatgcttgctcctcC 

6 II-25_S GATTGccggcggtggtttctctaat pII-25 (редактируемый 

DYAD ген, II экзон)  II-25_A AAACattagagaaaccaccgccggC 

7 VIII-29_S GATTGgggatggcttaagaaaacag pVIII-29 (редактируемый 

DYAD ген, VIII экзон)  VIII-29_A AAACctgttttcttaagccatcccC 

Обозначения: r - обратная цепь ДНК, S – прямой праймер мишени, A - обратный праймер мишени. В 

нуклеотидной последовательности праймеров заглавные буквы обозначают нуклеотиды, которые не являются 

частью протоспейсера (мишени).  

p02* - вектор не был создан. p13** - вектор был создан прежде [Рожнова и др. (Rozhnova et al.), 2019] и 

содержит мишень под промотором картофеля StU6, в остальных векторах мишени находятся под промотором 

арабидопсиса AtU6-6. 

Designations: r - reverse strand of DNA, S is the direct target primer, A - reverse primer of the target. In the nucleotide 

sequence of primers, capital letters denote nucleotides that are not part of the protospacer (target).  

P02* - vector was not created. p13** - vector was created before [Rozhnova et al., 2019] and contains a target under the 

potato promoter StU6, in other vectors the targets are under the Arabidopsis promoter AtU6-6. 
 

 

 Дизайн и клонирование мишеней для 

редактирования локуса EDS1 картофеля и гена 

DYAD арабидопсиса. Принципы клонирования 

мишеней по сайтам AarI, используя вектор pBAtC, 

приведены в работах [Kim et al., 2016; Рожнова и др. 

(Rozhnova et al.), 2019]. Оптимальный сайт мишени 

имел обобщенный вид N20-NGG (gRNA + PAM site). 

Дизайн прямых олигонуклеотидов имеет вид: 5`-

GATTG - N1-20 -3`. Дизайн обратных 

олигонуклеотидов выглядит следующим образом: 5`- 

AAAC - последовательность, комплементарная N1-20 -

3`. Двуцепочечный олигонуклеотид в качестве 

мишени может быть легко получен отжигом прямого 

прямого и обратного праймера (Табл.1).  

 Секвенирование мишеней. Успешное 

клонирование мишеней при получении векторов p01, 

p03, p04, pII-25 и pVIII-29 было подтверждено 

секвенированием, используя праймер -486_RSP: 

ccttctccgtcgaactttcttcct. Секвенирование мишени p13 

осуществляли при использовании праймера +160: 

CCATTACAATTAAGTCGTCACACAAG 

Результаты секвенирования подтверждают 

успешность клонирования в векторах p01, p03, p04, 

р13, pII-25 и pVIII-29 (Рис. 3 - 8). 

 Особенности создаваемых генно-

инженерных конструкций определяются свойствами 

исходной плазмиды (или бинарного вектора). Для 

выбранного нами вектора pBAtC характерна 

следующая черта: селективный отбор растений 

ведется на глюфосинате аммония - действующем 

веществе регулятора роста Basta. Этот отбор в ряде 

случаев более предпочтительным, чем рост растений 

на субстрате с антибиотиком. 

 Важная особенность, обеспечивающая 

будущий успех генетически редактированных 

растений - это использование нескольких 

биоинформатических программ и предпочтительный 

выбор мишеней с более высоким рейтингом. Также 

важным является подбор мишеней, содержащих 

достаточное количество сайтов рестрикционных 

эндонуклеаз. Безусловно, секвенирование 

нуклеотидных последовательностей обязательное 

требование. Однако на первом этапе анализа 

генетических изменений рестриктный анализ может 

оказаться востребованным в связи с относительной 

дороговизной и возможными трудозатратами при 

секвенировании ДНК.  

 Как показано в представленной статье, выбор 

исходного вектора pBAtC и подбор мишеней к EDS1 

и DYAD вели с учетом этих требований. 
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Заключение 

 Генетическая биоинженерия - важное 

направление в биотехнологии растений. Отбор 

исходных плазмид и на их основе создание 

экспрессионных векторов - важный и ответственный 

этап в геномном редактировании. В наших 

исследованиях такой базовой плазмидой была pBAtC. 

Известно, что EDS1 белок арабидопсиса 

контролирует активацию защиты и 

программируемую клеточную смерть, 

обусловленную межклеточными Toll-подобными 

иммунными рецепторами, которые узнают 

специфические эффекторы патогена. К сожалению, 

вовлеченность EDS1 белка в антифитовирусный 

иммунитет растений картофеля не изучена. На основе 

плазмиды pBAtC были получены четыре 

экспрессионных вектора с клонированными по сайту 

AarI мишенями размером 20 п.н. Наличие 

клонированных вставок подтверждено 

секвенированием. Созданные генно-инженерные 

конструкции используются для биобаллистической 

трансформации растений картофеля in vitro.  

 В ходе исследований был осуществлен 

подбор геномных мишеней (последовательности 20 

п.н.) в ортологе гена LOC102598075 EDS1-подобного 

белка с целью нокаутирования этого гена и 

произведено конструирование Cas9/sgRNA 

экспрессионных кассет на основе вектора pBAtC с 

увеличенной специфичностью Cas9 мутирования 

ортолога гена EDS1-подобного белка. 

 Исследование молекулярных механизмов 

функционирования апомиксиса преследует главную 

мечту селекционеров – использовать апомиксис для 

закрепления гетерозиса в селекции важнейших 

сельскохозяйственных культур. Представляет интерес 

создание мутантных форм гена DYAD / SWI1, 

исследование функциональной активности этого гена 

и репродуктивных свойств полученных растений 

арабидопсиса. В качестве рабочей гипотезы 

рассматриваем возможность переключения 

программы амфимиктичного (полового) размножения 

на апомиксис при участии этого гена как одного из 

ключевых компонентов спорогенеза, дерегуляция 

которого методом CRISPR/Cas9 геномного 

редактирования, позволит получить мутантные 

формы с высокой пенетрантностью признака. 

Ключевое место в системе полового и 

бесполосеменного размножения принадлежит мейозу. 

Внимание привлекают ключевые гены мейоза, и 

прежде всего ген DYAD/ SWI1 [Ravi et al. 2008]. 

Таким образом, представленная работа 

демонстрирует успешность создания двух 

экспрессионных векторов (рII-25 и рVIII-29) для 

введения мутаций во втором и восьмом экзонах 

DYAD / SWI1 гена арабидопсиса. 

 Таким образом, цель и задачи, поставленные 

в работе, достигнуты. 
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