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Резюме 

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. В ходе исследований осуществлен 

подбор геномных мишеней для введения мутаций (последовательности 20 п.н.) в ортолог гена 

LOC102598075 EDS1-подобного белка. Выполнен дизайн гРНК. Для минимизации вариантов 

ложно-целевых мутаций были использованы он-лайн биоинформатические ресурсы, такие как 

CRISPR DESIGN TOOLS, CRISPR GE, CRISPROR, CHOP-CHOP 2.0. Выполнена сборка 

Cas9/sgRNA экспрессионных кассет на основе вектора pBAtC с увеличенной специфичностью Cas9 

мутирования ортолога гена EDS1-подобного белка. Для лучшей трансформации картофеля в 

векторе pBAtC промотор арабидопсиса был заменен на собственный промотор pStU6-6 размером 

323 п.н.. На основе модифицированного вектора был получен экспрессионный вектор с 

клонированной по сайту AarI мишенью размером 20 п.н. Валидацию присутствия в векторе pSt6-6 

промотора размером 323 п.н. и фрагмента гена Basta размером 424 п.н. осуществляли методом ПЦР. 

Наличие нужной вставки подтверждено секвенированием. Созданный вектор будет использован для 

биобаллистической трансформации растений картофеля in vitro. 

 

Ключевые слова: CRISPR, геномное редактирование, EDS1 белок, вектор pBAtC, секвенирование ДНК 

 

Цитирование: Рожнова Н.А., Геращенков Г.А., Чемерис А.В. Создание экспрессионного вектора для 

геномного редактирования гена EDS1 // Биомика. 2019. Т.11(4). С. 422-429. DOI: 10.31301/2221-6197.bmcs.2019-

35 

 

© Автор(ы) 

 

 

THE CREATION OF AN EXPRESSION VECTOR FOR GENOME EDITING OF THE EDS 1 GENE 

 

Rozhnova N.A., Gerashchenkov G.A., Chemeris A.V. 

 

Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Federal Research Center, Russian Academy of Sciences,  

71 Prospekt Oktyabrya, 450054, Ufa, Russia, E-mail: apomixis@anrb.ru 

 

Resume 

The Arabidopsis EDS1 protein is known to control defense activation and programmed cell death 

caused by intercellular Toll-like immune receptors that recognize specific pathogen effectors. 

Unfortunately, the involvement of EDS1 protein in the anti-virus immunity of potato plants has 

not been studied. During the research, the selection of genomic targets for the introduction of 

mutations (sequence 20 bp) in the ortholog of the gene LOC102598075 EDS1-like protein was 
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carried out. Design of guide RNA is carry out. Online bioinformatics resources such as CRISPR 

DESIGN TOOLS, CRISPR GE, CRISPROR, and CHOP-CHOP 2.0 were used to minimize 

variants of off-target mutations. The Assembly of Cas9/sgRNA expression cassettes based on the 

pBAtC vector with increased specificity of Cas9 mutation of the ortholog of the EDS1-like protein 

gene was performed. For better potato transformation arabidopsis promoter in the pBAtC vector 

was replaced with own pStU6-6 promoter 323 bp. On the basis of the modified vector, an 

expression vector was obtained with a 20 bp target cloned on the AarI site. Validation of the 

presence of a 323 bp promoter and a 424 bp Basta gene fragment in the pSt6-6 vector was 

performed by PCR. The presence of the desired insert is confirmed by sequencing. The created 

vector will be used for bioballistic transformation of potato plants in vitro. 
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Введение 

 Фитопатогенез - это глобальная проблема, 

представляющая серьезную угрозу 

продовольственной безопасности. Основными 

негативными факторами в аграрном производстве 

являются биотические стрессы, вызываемые 

грибными, бактериальными и вирусными патогенами, 

которых только последних известно более 450 

[Soosaar et al., 2005]. Самая разумная стратегия в 

фитопатологии - это повышать устойчивость 

растений, извлекая экономические и социальные 

выгоды. Таким образом, гены устойчивости к 

пестицидам и к болезням с полным основанием 

можно считать важнейшим источником ресурсов для 

удовлетворения потребностей роста производства 

продуктов питания. 

 Существует несколько основных подходов и 

стратегий для создания устойчивых к вирусным 

инфекциям растений картофеля [Макарова и др., 

2017], а именно: 

- использование в селекционных программах R генов 

устойчивости; 

- использовании генов растений, вовлеченных в 

неспецифическую устойчивость; 

- мутагенез ключевых генов, вовлеченных в 

фитоиммунитет. 

 В связи с этим поиск новых высокоактивных 

белков-регуляторов иммунитета растений и 

разработка методов их получения в частности 

посредством геномного редактирования целевых 

генов представляются чрезвычайно актуальными. 

Редактирование генов EDS1-подобного белка 

способно заменить традиционный подход, связанный 

с поиском эффективных природных "пептидных 

антибиотиков", и потому имеет огромный потенциал.  

 Известно, что EDS1 (enhanced disease 

susceptibility 1 protein) белок - это белок, 

расширенной восприимчивости к болезням, которому 

принадлежит ключевая роль в формировании 

растительного иммунитета против патогенов. 

Установлено, что ортологи EDSl необходимы для N-

опосредованной устойчивости против TMV (Tobacco 

Mosaic Virus) [Peart et al., 2002]. Однако это 

единственная работа, посвященная EDS1 белку в 

антифитовирусном иммунитете. Для идентификации 

защитных ответов растений, противодействующих 

атакам фитопатогенов, были выделены eds мутанты 

арабидопсиса, проявлявшие расширенную 

восприимчивость к болезням, вызываемым 

вирулентным патогеном Pseudomonas syringae pv 

maculicola ES4326 [Rogers, Ausubel, 1997]. Таким 

образом, редактирование ортолога гена EDS1-

подобного белка имеет большие перспективы в 

фитопатологии растений, нацеленной на улучшение и 

широкое использование этой технологии в 

растительных исследованиях и молекулярной 

селекции у сельскохозяйственных растений. Цель 

работы – создание экспрессионного вектора для 

редактирования гена EDS1-подобного белка 

картофеля на антифитовирусную активность. 

 

Материалы и методы 

 В работе были использованы стандартные 

методы молекулярной биологии [Green, Sambrook 

2012]. Тотальную ДНК экстрагировали из проростков 

и листьев растений фенольно-детергентным методом. 

Анализ нуклеотидных секвенций и подбор праймеров 

проводили с использованием данных ГенБанка 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Промотор 

картофеля выделяли с помощью HiFi Q5 полимеразы 

(NEB). Фракционирование ДНК фрагментов 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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осуществляли в агарозном геле в 1х ТАЕ буфере. 

Последующую очистку препаратов ДНК выполняли, 

используя специальные наборы для очистки ДНК 

ISOLATE II PCR and Gel Kit (BIOLINE) и Quantum 

Prep
TM

 Freeze`N Squeeze DNA Gel Extraction Spin 

Columns (Bio-Rad Laboratories). Подбор мишеней к 

гену EDS1-подобного белка картофеля осуществляли 

с помощью ряда биоинформатических программ, 

довольно подробно рассмотренных нами ранее 

[Чемерис и др. (Chemeris et al.), 2017; Геращенков и 

др. (Gerashchenkov et al., 2020]. Лигирование 

промоторов и мишеней с выступающими 5`-концами 

осуществляли по AarI концам, используя Т4 ДНК 

лигазу (Thermo Scientific). Созданную конструкцию 

вводили в бактериальные клетки E.coli XL-1 Blue 

методом трансформации. Осуществляли контрольные 

ПЦР на наличие фрагмента гена BasR размером 424 

п.н. и промотора картофеля pStU6-6 размером 323 

п.н. Контроль наличия вставок мишеней выполняли 

методом секвенирования ДНК на анализаторе ABI 

3130.  

Ниже приведены основные характеристики локуса, 

выбранного для редактируемого по данным сайта 

NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NW_006239107.

1?from=1209133&to=1212961&report=genbank&strand

=true): 

Gene ID: 102598075, updated on 8-Apr-2017 

Gene symbol = LOC102598075 

Gene description = protein EDS1-like 

Gene type = protein coding 

RefSeq status = MODEL 

Organism = Solanum tuberosum 

 Сборка мишени в генно-инженерных 

конструкциях была осуществлена по сайтам 

рестриктазы AarI в векторе pBAtC. Вектор pBAtC 

был любезно предоставлен Jin-Soo Kim через сайт 

Addgene (Addgene plasmid # 78097; 

http://n2t.net/addgene:78097). Сайт рестриктазы AarI 

уникален тем, что узнает сайт из 7 нуклеотидов и 

образует липкие концы, эффективные при 

лигировании и правильном встраивании 

гибридизованного дуплексного олигомера ДНК 

длиной 23 нуклеотида (Kim et al 2016). Таким 

образом, использование данного вектора 

существенно облегчает экспериментальную работу 

(рис.1). 

 

 

 

 

 
 

Рис.1. Схема исходной плазмиды pBAtC (приведена по [Kim et al 2016]). Особенности вектора: Тип вектора - 

Plant Expression, CRISPR; промотор - убикутиновый U6-6; селективный маркер растений - Basta; клонирующий 

метод - рестриктазно-лигазный; устойчивость бактерий – к спектиномицину. 

 

Результаты и обсуждение 

 Очевидно, редактирование ортолога гена 

LOC102598075  EDS1-подобного белка имеет 

большие перспективы в фитопатологии растений, 

нацеленной на улучшение и широкое использование 

этой технологии в растительных исследованиях и 

молекулярной селекции сельскохозяйственных 

растений.  

 Для успешного создания генно-инженерной 

конструкции нам предстояло решить следующие 

задачи: 

1. Подобрать мишени в гене EDS1-подобного белка 

картофеля. 

2. Заменить промотор. 

3. Клонировать мишень гидРНК. 

4. Выполнить верификацию проведенных 

манипуляций методами ПЦР и секвенирования ДНК. 

 Результаты биоинформатического анализа 

для отбора наиболее эффективных мишеней в 

редактируемом локусе EDS1-подобного белка 

картофеля приведены на рис. 2 - 5.  

 

http://n2t.net/addgene:78097


Экспрессионный вектор для геномного редактирования 

 425 

 
 

Рис.2. Биоинформатический поиск мишеней в гене EDS1-подобного белка картофеля (CRISPR DESIGN TOOLS). 

 

 

 

 
 

Рис.3. Биоинформатический поиск мишеней в гене EDS1-подобного белка картофеля (CRISPR GE ) 
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Рис.4. Биоинформатический поиск мишеней в гене EDS1-подобного белка картофеля (CRISPROR) 

 

 

 

 
 

Рис.5. Биоинформатический поиск мишеней в гене EDS1-подобного белка картофеля (CHOP-CHOP) 
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 Биоинформатический ресурс CRISPR 

DESIGN TOOLS размещен на общем сайте компаний 

Sigma и Millipore и был использован в связи с 

простотой дизайна и прямым указанием 

специфичности мишеней. Программа CRISPR-GE 

несколько сложнее, при этом она позволила 

просчитать минимальные риски ложных мишеней 

при планировании работы. Довольно удобная 

программа CRISPROR позволила сузить отбор 

мишеней в анализируемом локусе картофеля EDS1 

благодаря охвату нескольких показателей и 

предсказанной эффективности, выведенной согласно 

проведенного ранжирования. Программа CHOP-

CHOP одна из популярных программ, ранжирующих 

отбираемые последовательности по эффективности. 

Показана локализация мишеней в интронах и экзонах, 

что облегчает работу при планировании 

функционального анализа редактируемых мишеней.  

 

Таблица.  

Мишени гена EDS1-подобного белка картофеля, 

использованные в работе 

№ Мишень Последовательность 

1 146r_S: 

146r_A:  
gattgTCTCAAAGATGGAAACAGAG 

AAACctctgtttccatctttgagaC 

2 360r_S: 

360r_A:  
gattgTGTCACCTTCTGGTCTTGTG 

AAACcacaagaccagaaggtgacaC 

3 510r_S: 

510r_A: 
gattgGAGGAGCAAGCATCATCCTG 

AAACcaggatgatgcttgctcctcC 

4 816r_S:  

816r_A: 
gattgGTAACTGCAGAACAGCATCA 

AAACtgatgctgttctgcagttacC 

Обозначения: S - смысловая последовательность; A - 

антисмысловая последовательность. Для удобства 

восприятия в смысловой (S) последовательности 

заглавные буквы обозначают 20 буквенную мишень, 

в антисмысловой (A) последовательности заглавные 

буквы обозначают липкие концы, предназначенные 

для клонирования мишени. 

 

 Таким образом, биоинформатический анализ 

намечаемого к редактированию локуса желательно 

выполнять с привлечением нескольких программ для 

отбора эффективных мишеней и минимизации 

побочных эффектов. В итоге были отобраны 4 

варианта мишеней, находившиеся в верхней десятке 

мишеней, ранжированных по эффективности 

редактирования во всех четырех 

биоинформатических программах. 

Последовательности мишеней гена EDS1-подобного 

белка картофеля приведены в табл. 

 Для успешной экспрессии мишени 

двудольных растений довольно часто используют 

экспрессионные вектора, в который протоспейсер 

РНК-гида находится под контролем конститутивного 

промотора U3 или U6 арабидопсиса, а для 

однодольных - под контролем U3 или U6 промоторов 

риса или кукурузы. Тем не менее, для более высокой 

специфичности в каждом конкретном случае 

рекомендуют использовать собственный промотор. 

Именно поэтому мы решили переклонировать 

промотор U6-6 арабидопсиса на промотор U6-6 

картофеля. Контрольные ПЦР, подтверждающие 

успешность замены промотора в векторе pBAtC, 

представлены на рис.6 (левая часть). 

 

 
 

Рис.6. Анализ с помощью ПЦР, подтверждающий 

переклонирование промотора pStU6-6 323 п.о. в 

плазмиде pBAtC. Контроль - промотор pStU6-6 

размером 323 п.о. (левая часть), контроль - 

фрагмент гена Bar размером 424 п.о. (правая 

часть) 

 

 Контрольные ПЦР на выделенных плазмидах 

подтверждают наличие фрагмента гена Bar размером 

424 п.о., характерного для вектора pBAtC (правая 

часть рис.6). На заключительном этапе мы 

выполнили секвенирование мишени №3, которое 

подтвердило правильность нуклеотидной 

последовательности (рис. 7).  

 

 

 

Рис.7. Клонирование мишени №1 гена EDS1в векторе pBAtC 
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 Актуальность представленной работы 

обусловлена тем, что гетеродимерные комплексы, 

содержащие липазоподобный белок EDS1, 

рассматриваются как центральные регуляторы 

врожденного иммунитета растений. Так, летом 2019 г. 

появилась статья [Gantner et al., 2019], посвященная 

изучению взаимодействию белка EDS1 с белком 

PHYTOALEXIN DEFICIENT4 (PAD4) в растениях 

Nicotiana benthamiana семейства Solanaceae. Авторы 

показали, что белковые комплексы на основе EDS1 

необходимы для всех тестированных TNL-зависимых 

имунных ответов у N.benthamiana. Созданный нами 

вектор будет использован для биобаллистической 

трансформации растений картофеля in vitro. Таким 

образом, наша работа будет способствовать 

выяснению генетических функций белка EDS1 в 

функционировании иммунитета растений. 

 

Заключение 

 В результате выполненной работы 

осуществлен подбор геномной мишени для введения 

мутаций (последовательности 20 п.н.) в ортолог гена 

EDS1-подобного белка. Осуществлен дизайн 

одноцепочечной гидРНК. Для минимизации 

вариантов ложно–целевых мутаций использованы он-

лайн биоинформационные ресурсы, такие как CRISPR 

DESIGN TOOLS, CRISPR GE, CRISPROR, CHOP-

CHOP 2.0. Заменен исходный промотор арабидопсиса 

pAtU6-6 на промотор картофеля pStU6-6 размером 

323 п.о.; клонирована мишень №1 гидРНК гена EDS1. 

Проведена верификация проведенных манипуляций 

методами ПЦР и секвенирования ДНК. 
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