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АБСТРАКТ

Создание генно-инженерных конструкций для редактирования генома растений требует значительных временных 
и материальных затрат, а также специализированного оборудования. Особенно важно глубокое понимание функций 
и эффективности каждого элемента конструкции при создании специализированных векторов для решения конкрет-
ных задач. Данная статья подробно рассматривает процесс создания генно-инженерных конструкций для редактиро-
вания гена инвертазы, ответственного за холодовое осахаривание (CIS) клубней картофеля, начиная от разработки ва-
риабельной части направляющей РНК и заканчивая сборкой готового экспрессионного вектора для трансформации 
клеток картофеля. Для этого был проведен анализ нуклеотидных последовательностей гена инвертазы отечественных 
сортов картофеля, в сравнении с данными из базы NCBI, определены оптимальные мишени для редактирования гена 
с помощью технологии CRISPR/Cas9 и описан процесс клонирования двух экспрессионных векторов для геномного 
мультиплексного редактирования. Полученные экспрессионные векторы позволяют осуществить нокаут гена кислой 
вакуолярной инвертазы картофеля VInv/Pain-1. Учитывая, что уровень экспрессии Cas9 является ключевым фактором 
эффективности редактирования генома, был создан второй экспрессионный вектор с геном супрессора р19 вируса ку-
стистой карликовости томатов для усиления экспрессии данного гена и эффективности редактирования.
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ВВЕДЕНИЕ

Система CRISPR/Cas9 на сегодняшний день считается 
наиболее эффективным и быстрым методом геномного 
редактирования. Эта система, изначально обнаруженная 
в бактериях как часть их противовирусной адаптивной 
иммунной защиты, была переосмыслена и превращена в 
мощный инструмент для редактирования генов растений 
[1-5]. Применение CRISPR/Cas9 в генном редактировании 
привело к значительным достижениям, включая область 
растениеводства, где создаются сельскохозяйственные 
культуры, обладающие устойчивостью к биотическим и 
абиотическим стрессам, а также демонстрирующие по-
вышенную урожайность [6-8].

Система CRISPR (от англ. clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats), в частности CRISPR/Cas9 типа 
II, которая включает шесть известных типов, является од-
ной из наиболее изученных была изначально обнаружена 
в Streptococcus pyogenes. Уникальность нуклеазы Cas9 за-
ключается в том, что ее мишенью может стать почти лю-
бая последовательность в геноме, на которую ее запро-
граммируют. Она обладает высокой сайт специфичной 
активностью [9-11].

CRISPR/Cas9 состоит из двух основных компонен-
тов: CRISPR ассоциированного белка Cas9 с эндонукле-
азной активностью и направляющей РНК или гидовая 
РНК (single guide RNA – sgРНК). В клетке они форми-
руют бинарный комплекс, который сканирует геном в по-
исках целевой последовательности в ДНК для ее расще-
пления. Известно, что белок Cas9 не активен в отсутствии 
гидРНК [12].

Белок Cas9 состоит из шести белковых доменов, два 
из которых (RuvC и HNH) обеспечивают активность рас-

щепления двуцепочечной ДНК. Модификация этих доме-
нов может изменить функции белка Cas9, расширяя его 
потенциал в генной инженерии. ГидРНК длиной от 90 до 
200 нуклеотидов, имеет два участка: консервативный уча-
сток или транс-активирующая РНК (тракрРНК) и вариа-
бельный участок РНК, включающая спейсер из CRISPR 
-кассеты (крРНК). ТракрРНК, обеспечивает связь всего 
комплекса с белком Cas9, в то время как крРНК направ-
ляет комплекс к целевой последовательности (протоспей-
сер) в геноме. Для распознавания целевой последователь-
ности ДНК необходим мотив РАМ (protospacer adjacent 
motif), который располагается рядом с протоспейсером 
в геноме. В системе CRISPR типа II из St. pyogenes этот 
мотив имеет последовательность 5ʹ- NGG (где N – любой 
из четырех нуклеотидов: A, T, G, C). При наличии мо-
тива РАМ и протоспейсера, эндонуклеаза Cas9 произво-
дит разрыв в ДНК.

Система CRISPR/Cas9 может быть нацелена прак-
тически на любую интересующую мишень в непосред-
ственной близости от последовательности PAM путем 
изменения 20-нуклеотидной направляющей спейсерной 
последовательности вариабельной части гидРНК. После 
разрыва цепей ДНК, клеточные механизмы защиты вос-
станавливают целостность ДНК. Разрывы в последова-
тельности ДНК репарируются двумя способами: репара-
цией по типу NHEJ (non-homologous end joining) или HDR 
(homology-directed repair). Первый тип репарации, осно-
ванный на механизме NHEJ, обычно приводит к случай-
ным делециям и инсерциям (инделлам) в месте двуцепо-
чечного разрыва, что часто ведет к полной инактивации 
гена. В случае репарации по типу HDR, используется до-
норская последовательность для восстановления целост-
ности ДНК или внесения изменений в ген [13, 14].
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Недавно разработанные методы в геномной инжене-
рии позволяют вносить точные правки в целевые сайты 
без формирования двуцепочечных разрывов и использо-
вания донорской ДНК. Эти методы были успешно приме-
нены к нескольким видам растений, показав многообеща-
ющие результаты [10, 15].

В дополнение к белку Cas9, Cas12a/Cpf1 также широко 
используется для редактирования растений. Cas12a/Cpf1 
обладает уникальным механизмом и высокой специфич-
ностью, что уменьшает побочные эффекты. Кроме того, 
он способен образовывать липкие концы, что упрощает 
коррекцию HDR и приводит к более точному редактиро-
ванию. Используя эти методы, исследователи могут выяс-
нить функцию гена, улучшить свойства растений, повы-
сить их устойчивость к вредителям и болезням, а также 
адаптировать их к различным стрессовым условиям [16-
18].

Картофель (Solanum tuberosum L.) является одной из 
важнейших пищевых и технических культур, потребляе-
мых во всем мире. Картофель также относится к ценным 
кормовым видам, содержащим много крахмала, белка, ви-
таминов и каротиноидов. Большинство сортов картофеля 
имеют тетраплоидный набор хромосом.

Хранение картофеля в холодильных камерах при низ-
ких температурах помогает сохранить клубни на дли-
тельный период времени, предотвращая прорастание и 
болезни. Однако, при снижении температуры до 2-4оС, 
происходит холодовое осахаривание клубней, что может 
привести к образованию канцерогенного акриламида при 
их приготовлении. Растительные вакуолярные инвертазы, 
принадлежащие к семейству гликозил-гидролаз, являются 

ключевыми ферментами в метаболизме сахара в расте-
ниях. Они гидролизуют сахарозу на глюкозу и фруктозу. 
Кислая вакуолярная инвертаза картофеля кодируется ге-
ном VInv/Pain-1 [19, 20].

Данная статья подробно рассматривает процесс созда-
ния генно-инженерных конструкций для редактирования 
гена инвертазы, ответственного за холодовое осахарива-
ние клубней картофеля, начиная от разработки вариабель-
ной части направляющей РНК и заканчивая сборкой гото-
вого экспрессионного вектора для трансформации клеток 
картофеля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

• Получение последовательности гена VInv/
Pain-1

• Клубни и микроклубни картофеля сорта Аксор
• Набор для синтеза кДНК на матрице РНК 

SuperScript II (Invitrogen)
• Pfu DNA полимераза (Thermo Fisher Scientific)
• Конструирование вектора pMR+3Т
• Промежуточные векторы для клонирования 

pEn-Chimera: рMR203, рMR204, рMR205
• pMR284_pYUCas9Plus с селектирующим геном 

устойчивости к РРТ (Phosphinothricin)
• Олигонуклеотидные праймеры (см. Таблицу 1)
• Набор DreamTaq DNA Polymerase (Thermo 

Fisher Scientific)
• Рестриктаза BbsI (Thermo Fisher Scientific)

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для клонирования и создания 
экспрессионных векторов 

Название олигонуклеотида Последовательность олигонуклеотида (5’-3’)

1 2
Inver-F (VInv) ATGGCCACCCAGTACC

Inver-R TTACAAGTCTTGCAAGGGGA
Таргет 1 – InvtT1F ATTGCTAGTCACGTTTCTTATGCG
Таргет 1 – InvtT1R TAACCGCATAAGAAACGTGACTAG
Таргет 2 – InvtT2F ATTGCTGGTTCCTCCACCCGGCAT
Таргет 2 – InvtT2R TAACATGCCGGGTGGAGGAACCAG
Таргет 3 – InvtT3F ATTGGGACACATCATATAACGGCC
Таргет 3 – InvtT3R TAACGGCCGTTATATGATGTGTCC

M13F GTAAAACGACGGCCAG

M13R CAGGAAACAGCTATGAC
Hsp-ter-pMR284 F ATGATTAAAGATAAGGAGCT

P19- AgeI F ACTACCGGTATGGAACGAGCTATACAAGGAAAC
P19-BglII R TCAAGATCTTCAGACTGAAGAGTCTGTCTTAC

PUC19-AgeI-F GAGGACACGCTGAAATCACCGGTCTCTCTGTACAAATC
PUC19-AgeI-R GATTTGTACAGAGAGACCGGTGATTTCAGCGTGTCCTC
P19delHindIII-F ATACGACAGGACGGAAGCGTCACTGCACAGAGTCCTTG
P19delHindIII-R CAAGGACTCTGTGCAGTGACGCTTCCGTCCTGTCGTAT

Р19-F ATGGAACGAGCTATACAAGG
P19-R TTACTCGCCTTCTTTTTCGA
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• Набор для выделения плазмидной ДНК Quick 
Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen)

• Набор  для  лигирования  Rap id  DNA 
Dephos&Ligation Kit (Roche)

• Набор для элюции из геля Quick Gel Extraction 
Kit (Invitrogen)

• Набор Multisite Gateway клонирования LR 
Clonase II Plus enzyme (Thermo Fisher Scientific)

• Компетентные клетки E. coli штамма XL-blue
• Набор для секвенирования Big Dye Terminator 

v.3.1 (Applied Biosystem)
• Клонирование гена р19 вируса ВККТ (вируса 

кустистой карликовости томата)
• Phusion High–Fidelity DNA Polymerase (Thermo 

Fisher Scientific)
• Рестриктазы AgeI, BglII, HindIII, DpnI, (Thermo 

Fisher Scientific)
• Промежуточный бактериальный вектор pUC19
• Последовательность гена р19 (ВККТ), размером 

519 п.н. из вектора р31
Выделение РНК из клубней картофеля проводилось в 

соответствии с методиками, описанными в работах [21, 
22]. Все растворы были приготовлены в предварительно 
стерилизованной и обработанной 0,1% DEPC (diethyl 
pyrocarbonate) деионизированной воде.

Для проведения реакции обратной транскрипции (ОТ 
ПЦР) с использованием тотальной РНК применяли набор 
SuperScriptII согласно протоколу производителя.

Для амплификации фрагмента последовательности 
гена VInv/Pain-1 была использована Pfu полимераза в со-
ответствии с инструкцией производителя. В реакцион-
ную смесь добавлялись фланкирующие олигонуклеотиды 
Invert-F (VInv) и Invert-R, а также кДНК. Протокол ам-
плификации включал следующие этапы: первая стадия 
– нагрев до 95оС на протяжении 3 минут, 1 цикл; вторая 
стадия – 30 циклов с нагревом 95оС 30 секунд, затем ох-
лаждение до 60оС на 40 секунд и наконец нагрев до 72оС 
на 4 минуты 15 секунд,; третья стадия – окончательное 
выдерживание при 72оС в течение 10 минут, за которой 
последовало охлаждение до 4оС.

Для получения двуцепочечных олигонуклеотидов (см. 
Таблицу 1), одноцепочечные олигонуклеотиды разводили 
до конечной концентрации 100 рМ. Затем прямой и об-
ратный олигонуклеотиды, для отжига комплементарных 
последовательностей, добавляли по 1 мкл в 1,5 мл про-
бирку, затем доводили объем до 50 мкл стерильной dH2O. 
Далее производилась денатурация при 100оС в течении 
5 минут, после чего медленно охлаждали до комнатной 
температуры.

Рестрикцию проводили в минимальном объеме (от 10 
до 20 мкл) с использованием рестриктазы согласно ин-
струкции производителя. После этого фрагмент/вектор 
элюировали из агарозного геля с использованием набора 
для элюции Quick Gel Extraction Kit.

Лигирование вектора со вставкой проводили в моляр-
ном соотношении вставки к вектору 3:1 в соответствии с 
протоколом производителя. Лигазную смесь инкубиро-

вали при 22оС в течение 16 часов. После, лигазной сме-
сью трансформировали компетентные клетки XL-Blue ме-
тодом температурного шока.

Секвенирование проводилось по Сэнгеру, с использова-
ние набора Big Dye Terminator v.3.1. В реакцию добавля-
лась очищенная ДНК в количестве, зависящем от размера 
молекулы ДНК согласно таблице в инструкции произво-
дителя. Программа ПЦР секвенирования включала сле-
дующие этапы: первый этап – 96оС в течение 1 минуты, 1 
цикл; второй этап – 96оС на 10 секунд, 58оС на 5 секунд, 
60оС на 4 минуты, 30 циклов; третий этап – 10оС.

Клонирование осуществлялось с использованием на-
бора Gateway LR Clonase II в соответствии с инструк-
цией производителя. В 1,5 мл пробирке объединяли три 
входных вектора р203+Т1, р204+Т2, р205+Т3, а также век-
тор назначения pMR284. Объем реакционной смеси дово-
дили до 8 мкл ТЕ буфером (рН8.0) и охлаждали во льду 
в течение 2 минут. Затем добавляли 2 мкл ферментатив-
ной смеси LR Clonase II enzyme mix, аккуратно переме-
шивали и инкубировали при 25оС в течение 16 часов. Для 
инактивации фермента добавляли 1 мкл протеиназы К, за-
тем вортексировали и инкубировали при 37оС в течение 
10 мин. Полученной смесью ко-трансформировали ком-
петентные клетки XL-Blue.

Для проведения сайт направленного мутагенеза вы-
полняли ПЦР амплификацию с использованием Phusion 
полимеразы и разработанных олигонуклеотидов (см. Та-
блицу 1). Программа ПЦР амплификации включала сле-
дующие этапы: 98оС на 30 секунд – 1 цикл; 98оС на 10 се-
кунд, 65оС на 40 секунд, 72оС на 2 минуты – 35 циклов; 
72оС на 10 минут, 4оС. Часть смеси наносили на агароз-
ный гель для проверки амплификации вектора. Затем к 
смеси добавили 0,5 мкл эндонуклеазы DpnI (10 U/µL) и 
инкубировали при 37оС в течение 1 часа. Фермент инак-
тивировали при 80оС в течение 20 минут. Для трансфор-
мации брали 5 мкл смеси на 40 мкл компетентных клеток 
E. coli штамма XL-blue.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез нуклеотидной последовательности гена ва-
куолярной инвертазы картофеля VInv/Pain-1

Для активации гена кислой вакуолярной инвертазы 
VInv, клубни предварительно хранили при +4оС в течение 
2,5 месяцев. Тотальную РНК выделяли из 300 мг сырой 
массы клубней картофеля сорта Аксор. Клубни предва-
рительно обрабатывали: промывали, просушивали, из-
мельчали. Количество РНК определяли путем измере-
ния оптической плотности (OD) на ультрафиолетовом 
спектрофотометре NanoDrop 2000C (Thermo Scientific», 
США). Качество выделенных препаратов тотальной РНК 
оценивали электрофорезом в 2% агарозном геле. Для по-
лучения кДНК использовали реакцию обратной транс-
крипции.

Подбор олигонуклеотидных праймеров производился 
с использованием базы данных NCBI https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/ и программы Vector NTI advance 
11.5. Синтезировали специфичные фланкирующие олиго-
нуклеотиды Inver-F (VInv) и Inver-R (см. Таблицу 1). Затем 
с использованием кДНК амплифицировали кодирующую 
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последовательность гена вакуолярной инвертазы длиной 
1920 п.н., представленную на Рисунке 1. Последователь-
ность была анализировали методом секвенирования.

Выбор таргетных мишеней для создания направля-
ющих РНК (гидРНК)

Последовательность гена вакуолярной инвертазы кар-
тофеля состоит из 7 экзонов и 6 интронов, общей длиной 
6097 п.н. Для редактирования гена анализировали после-
довательности первых трех экзонов: первый экзон содер-
жит 361 нуклеотид (с 1 по 361 нуклеотид), второй экзон 
- 9 нуклеотидов (с 362 по 370 нуклеотид), третий экзон - 
860 нуклеотидов (с 371 по 1230 нуклеотид).

Последовательность кДНК-гена вакуолярной инвер-
тазы сорта Аксор загружали в биоинформатические ин-

тернет-ресурсы CRISPRdirect и CRISPR-P 2.0 для выбора 
таргетных последовательностей.

Для основного дизайна мишеней использовали био-
информатический интернет-ресурс CRISPRdirect (dbcls.
jp) (Рисунок 2), позволяющий анализировать последова-
тельность гена, учитывая такие параметры, как локали-
зацию мишеней, состав G/C, частоту встречаемости и др.

Выбранные последовательности содержат РАМ-мо-
тивы, то есть участки NGG, расположенные на 3ˈ конце 
таргета и имеют длину в 20 нуклеотидов. Первый таргет 
5ˈ-CTAGTCACGTTTCTTATGCG-3ˈ расположен в первом 
экзоне, второй 5ˈ-CTGGTTCCTCCACCCGGCAT-3ˈ и тре-
тий 5ˈ- GGACACATCATATAACGGCC -3ˈ в третьем эк-
зоне, содержащем сайт рестрикции HaeIII. Схема распо-
ложения представлена на Рисунке 3. 

Последовательности таргетных олигонуклеотидов 
длиной 24 нуклеотида (20 нуклеотидов и 4 нуклеотида 
(-ATTG-) –для обеспечения удобства лигирования в век-
тор) были синтезированы химическим путем. Далее был 
проведен отжиг одноцепочечных олигонуклеотидов, что 
привело к получению двуцепочечных таргетных после-
довательностей с липкими концами на 5ˈ и 3ˈконцах. Эти 
таргетные последовательности были подготовлены для 
последующего лигирования в векторы по сайту BbsI [23]. 
Выбор таргетных участков для создания гидРНК прово-
дился, с учетом их расположения на первом и третьем эк-
зонах гена вакуолярной инвертазы картофеля, признаны 
наиболее подходящими для точной и эффективной редак-

Рисунок 1. Электрофорез продукта ПЦР-амплификации в 1 % 
агарозном геле.

М - ДНК маркер 1kb plus DNA Ladder; 1- ампликон размером 
1920 п.н. полученный с использованием олигонуклеотидов 

Invert-F (VInv) и Invert-R.

Рисунок 2. Биоинформатический поиск мишеней для нокаута гена VInv с использованием CRISPRdirect (dbcls.jp)
А, Б – Общее количество 20-ти нуклеотидных последовательностей мишеней- 235, из них высокоспецифичных- 51. Стрелками 

указаны выбранные таргеты (Т1, Т2, Т3).

Рисунок 3. Схема последовательности гена VInv (GenBank: ID 
HQ110080.1)

Экзоны (I-VII) обозначены черным цветом, интроны желтым 
цветом.
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ции гена.
Подготовка промежуточных векторов рMR203, 

рMR204 и рMR205 с гидРНК, содержащей 20-ти ну-
клеотидные таргетные последовательности

Вектора pMR203, pMR204, и pMR205 были любезно 
предоставлены Dr. Puchta (Germany). Эти векторы явля-
ются промежуточными векторами, предназначенными 
для клонирования в экспрессионный бинарный вектор 
pMR284 с помощью технологии Gateway LR Clonase II.

На Рисунке 4 представлена схема вектора рMR203, 
включающего регуляторные последовательности, необ-
ходимые для трансформации в бактериальных клетках, а 
также маркерный ген, обеспечивающий устойчивости к 
канамицину. В составе вектора имеется кассета с после-
довательностью гидРНК, которая фланкирована сайтами 
-att. Аналогичный состав имеют также векторы рMR204 
и рMR205, отличающиеся между собой последователь-
ностями сайтов -att.

Известно, что гидРНК вводится в клетку с помощью 
плазмидных векторов под соответствующими промо-
торами. В данной конструкции для экспрессии гидРНК 
используется промотор U6 Arabidopsis thaliana (AtU6). 
Промотор U6 для PolIII контролирует транскрипцию в 
клетках двудольных растений и считается достаточно вы-
соко продуктивным и используется при редактировании 
растений и обладает высокой транскрипционной активно-
стью [24]. Данный промотор обеспечивает транскрипцию 
гидРНК в клетках, когда она вводится с помощью плаз-
мидных векторов. Использование промотора AtU6 обеспе-
чивает эффективную и стабильную экспрессию гидРНК, 
что важно для успешного выполнения генного редакти-
рования.

Для сборки таргетных последовательностей в век-
торах была использована эндонуклеаза BbsI, распозна-
ющая последовательность из 6 нуклеотидов (GAAGAC) 
и образующая липкие концы для эффективного лигиро-
вания и правильного встраивания гибридизованного ду-

плексного олигомера ДНК длиной 24 нуклеотида. Анало-
гично в подобном клонировании применяется рестриктаза 
AarI, распознающая последовательность из 7 нуклеотидов 
(CACCTGC) и образующая липкие концы для эффектив-
ного встраивания в вектор [25].

После рестрикции, векторы были элюированы из 1% 
агарозного геля, получили линеаризованные промежуточ-
ные векторы. Таргетные последовательности, такие как 
Т1, были лигированы между AtU6 промотором и 5ʹ кон-
цом консервативного участка направляющей РНК исполь-
зуя сайты BbsI в вектор рMR203. Процесс клонирования 
Т1 в вектор рMR203, был повторен для создания проме-
жуточных векторов рMR204 с таргетом Т2 и рMR205 с 
таргетом Т3.

Скрининг клеточных колоний был проведен после 
этапа клонирования. На Рисунке 5 представлены резуль-
таты ПЦР. Ожидаемый размер ампликона составлял 369 
п.н. 

Вставки секвенировали для проверки правильной 
сборки последовательностей, что отображено на Рисунке 
6.

Рисунок 4. Схема конструирования промежуточного вектора pMR203
Таргет Т1 лигирован по сайтам эндонуклеазы BbsI (обозначен голубым цветом) между промотором AtU6 и невариа-

бельной последовательностью гидРНК.

Рисунок 5. Результат ПЦР скрининга клонов в 1% агарозном 
геле полученных векторов рMR203, рMR204 и рMR205

Дорожки (слева направо): М - маркёр 1kb plus DNA Ladder, до-
рожки 1 – 4 – ампликоны на таргет Т1 в векторе p203+T1, до-
рожки 5 – 8 – ампликоны на таргет Т2 в векторе р204+Т2, до-

рожки 9 – 12 – ампликоны на таргет Т3 в векторе р205+Т3.
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В результате были собраны три промежуточных век-
тора с кассетами для общей сборки клонирования в экс-
прессионный вектор pMR284, содержащий последова-
тельность гена эндонуклеазы Cas9.

Клонирование целевых последовательностей из 
промежуточных векторов в экспрессионный вектор 
pMR284 с помощью технологии Gateway LR Clonase II

Технология Gateway является универсальным методом 
клонирования, который основан на специфических реком-
бинационных свойствах бактериофага лямбда, обеспечи-
вающие эффективное перемещение последовательностей 
ДНК в векторные системы. При создании вектора с помо-
щью ферментативной смеси LR Clonase II происходит пе-
ренос одного фрагмента ДНК из одного вектора-донора 
в вектор назначения. Данные векторы содержат разнои-
менные гомологичные участки ДНК бактериофага лямбда 
attL и attR, способные рекомбинировать друг с другом под 
действием ферментов LR Clonase II. Этот фермент пред-

ставляет собой смесь интегразы и эксцизионазы бактери-
офага лямбда, а также белка Integration Host Factor, коди-
руемый бактерией E. coli.

Бинарный экспрессионный вектор pMR284, любезно 
предоставленный профессором Toki из Института агро-
биологических наук в Японии, имеет размер 15 567 п.н. 
Данный вектор используется для трансформации расти-
тельных клеток и может реплицироваться как в клетках 
E. coli, так и в A. tumefaciens. В векторе присутствуют по-
следовательности сайтов -att, необходимые для использо-
вания технологии Gateway. Для отбора трансформирован-
ных растительных клеток вектор содержит селективный 
маркерный ген РРТ, который обеспечивает устойчивость 
фосфинотрицину, а также ген устойчивости к спекти-
номицину, обеспечивающие отбор клонов. Последова-
тельность гена Cas9 размером 4140 п.н., расположена в 
Т-области экспрессионного вектора под регуляторными 
последовательностями убиквитинового промотора (Ubi) 

Рисунок 6. Верификация результатов секвенирования промежуточных векторов. Черными стрелками обозначены ча-
сти последовательности AtU6Pro с 3’-конца и части последовательности гидРНК с 5’-конца. Таргетная последова-

тельность обозначена красной стрелкой. А – вектор р203+Т1; Б – вектор р204+Т2; В – вектор р205+Т3.

Рисунок 7. Схема сборки экспрессионного вектора pMR284(3Т)
А- показаны промежуточные векторы р203+Т1, р204+Т2, р205+Т3 с кассетами и расположением сайтов attL/attR; 
Б- экспрессионный вектор-акцептор pMR284 с сайтами attR1/attR2; В- показана рекомбинация сайтов -att между 

векторами; Г- схема конечной сборки экспрессионного вектора pMR284 с встроенными кассетами.
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Arabidopsis thaliana и терминатора гена Hsp (heat shock 
protein) Petroselinum crispum.

Для проведения реакции клонирования векторов на-
бором Gateway LR Clonase II, объединяли экспрессион-
ный вектор акцептор pMR284 и промежуточные векто-
ры-доноры р203+Т1, р204+Т2, р205+Т3. Промежуточные 
векторы содержат кассеты фланкированные последова-
тельностями для без лигазного клонирования: р203+Т1 
с сайтами attL1/attL4, р204+Т2 с сайтами attR4/attR3, 
р205+Т3 с сайтами attL3/attL2, как показано на Рисунке 7.

 Правильность сборки кассет в векторе назначения 
была предварительно проверена с использованием метода 
ПЦР с олигонуклеотидами, как показано на Рисунке 8. 

Размеры были рассчитаны на основе схем векторов 
с использованием программы Vector NTI advance 11.5. 
Для проверки правильности сборки бинарного вектора 
pMR284(3T) было проведено секвенирование.

Мультиплексные редакторы генов позволяют одно-
временно воздействовать на несколько областей одного 
и того же гена, что способствует увеличению шансов ре-

дактирования. Это приводит к проявлению разнообраз-
ных типов мутаций и различной степени их проявления 
[26-28].

Клонирование в экспрессионный вектор 
pMR284(3T) последовательность супрессорного гена 
р19 вируса кустистой карликовости томатов (ВККТ)

Для клонирования последовательности супрессор-
ного гена р19 (размер 519 п.н.) ВККТ, мы ставили за-
дачу интегрировать его последовательность в экспрес-
сионный вектор pMR284(3T). Ген р19 позволяет вирусу 
активно заражать растения и характеризуется выключе-
нием противовирусных механизмов в клетках растений. 
При ко-экспрессии данный ген усиливает экспрессию 
близлежащих генов [29, 30]. Для усиления экспрессии 
CRISPR кассеты заменили последовательность маркер-
ного гена РРТ на последовательность гена р19 в векторе 
pMR284(3T). Последовательность гена РРТ имеет размер 
552 п.н. и находится под контролем сильного конститу-
тивного промотора 35S вируса мозаики цветной капусты 
(СаМV) и терминатора NOS.

Рисунок 8. Схема предварительного анализа клона pMR284(3T)
А – схема клонированного вектора pMR284 с тремя таргетами. Внизу стрелками указаны ожидаемые размеры ПЦР ам-
пликонов. Б – Электрофореграмма продуктов ПЦР: М – маркёр 1kb plus DNA; +К – ампликон размером 1750 п.н., по-

ложительный контроль; - К – ампликон 1880 п.н., отрицательный контроль с нативной плазмиды pMR284, полученный 
олигонуклеотидами Hsp-ter F и M13F; Дорожки 1- 4 представляют скрининг-анализ полученного клона pMR284: 1 – 

ампликон длиной 1750 п.н. полученный Hsp-ter F и M13F; 2 – ампликон длиной 1295 п.н. полученный олигонуклеоти-
дами Т1 и M13F; 3 – ампликон длиной 773 п.н. полученный олигонуклеотидами Т2 и M13F; 4 – ампликон длиной 254 

п.н. полученный олигонуклеотидами Т3 и M13F.

Рисунок 9А. Схема получения pUC19+35SPro+PPT+NOSTer. 
1-Рестрикция вектора рUC19 эндонуклеазой HindIII; 2- Рестрикция вектора pMR284(3Т) для получения кассеты 

-35SPro+PPT+NOSTer-; 3- Клонирование кассеты -35SPro+PPT+NOSTer- в вектор pUC19
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Для этого ,  из  ранее  полученного  бинар-
ного вектора pMR284(3T) была вырезана кассета 
-35SPro+PPT+NOSTer- по сайтам рестрикции HindIII, как 
представлено на Рисунке 9А. Затем данная кассета была 
лигирована в заранее подготовленную линеаризованную 
плазмиду pUC19 по тем же сайтам рестрикции (HindIII), 
в полилинкерную область.

Д а л е е ,  и з  п о л у ч е н н о г о  в е к т о р а 
pUC19+35SPro+PPT+NOSTer был удален ген РРТ исполь-
зуя эндонуклеазу BglII по сайтам рестрикции. Получен-
ные клоны вектора pUC19+35SPro+NOSTer были подвер-
гнуты анализу с помощью секвенирования.

Для последующего клонирования был проведен 
сайт-направленный мутагенез с использованием олиго-
нуклеотидов PUC19-AgeI-F / PUC19-AgeI-R (см. Таблицу 
1) для создания сайта рестрикции AgeI, необходимый для 
последующих шагов клонирования. В результате замены 
аденина на гуанин в позиции 13 нуклеотида был сгене-
рирован сайт рестрикции AgeI, указанный на Рисунке 9Б. 
Полученные клоны были подвергнуты анализу с помо-
щью секвенирования с применением праймера М13R.

После этого была выполнена рестрикция вектора по 
сайтам рестрикций AgeI и BglII. Это привело к получению 
линейной плазмиды с липкими концами на 5’- конце сайта 
AgeI и на 3’-конце сайта BglII, соответственно.

Далее для подготовки гена р19 к клонированию в плаз-
миду pUC19+35SPro+NOSTer, мы использовали плазмиду 
р31, содержащую последовательности генов ВККТ. Ген 
р19 был амплифицирован с помощью олигонуклеоти-
дов P19-AgeIF/P19-BglIIR (см. Таблицу 1) и гидролизо-

ван эндонуклеазами рестрикции AgeI и BglII с образова-
нием липких концов.

З а т е м  п р о в е л и  л и г и р о в а н и е  в е к т о р а 
pUC19+35SPro+NOSTer с геном р19, в результате чего 
была получена плазмида pUC19+35SPro+р19+NOSTer. 
Схема данного процесса представлена на Рисунке 9В.

Полученный вектор pUC19+35SPro+р19+NOSTer 
был анализирован с помощью секвенирования. В даль-
нейшем планировалось переклонировать кассету 
-35SPro+р19+NOSTer- в вектор pMR284(3Т) по сайту 
HindIII.

Для переноса по сайтам HindIII, необходимо было 
провести сайт направленный мутагенез для удаления 
сайта рестрикции HindIII из внутренней последовательно-
сти гена р19. Для этого в положении 243 нуклеотида по-

Рисунок 9Б. Этапы создания сайта рестрикции AgeI в векторе рUC19.
4-5 – Удаление гена РРТ; 6 – Иллюстрация сайт направленного мутагенеза.

Рисунок 9В. 7-9 – Схемы получения вектора pUC19+35SPro+р19+NOSTer

Рисунок 9Г. 10 – Точечная замена нуклеотида в последователь-
ности гена р19 для удаления сайта рестрикции HindIII. Вери-

фикация результатов секвенирования вектора pUC19.
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следовательности гена р19, в триплете аминокислоты ала-
нина, нуклеотид тимин был заменен на гуанин, при этом 
не изменяя аминокислотную последовательность белка 
р19. Для проведения ПЦР амплификации использовались 
олигонуклеотиды P19delHindIII-F/P19delHindIII-R (см. Та-
блицу 1). Полученный продукт анализировали с помощью 
секвенирования, результаты представлены на Рисунке 9Г.

Из плазмиды pUC19+35SPro+р19+NOSTer была вы-
резана кассета -35SPro+р19+NOSTer- и лигирована 
в вектор pMR284(3Т). В результате получили вектор 
pMR284(3Т)+р19. Последовательность вектора была под-
вергнута секвенированию. Данный процесс изображен на 
Рисунке 9Д.

Таким образом, будет осуществлено редактирование 
гена картофеля, стимулирующий накопление редуциру-
ющих сахаров в клубнях картофеля при действии низ-
ких температур с получением мутантных линий расте-
ний-регенерантов. 

В настоящее время достаточно много работ показав-
шие роль вакуолярной инвертазы в холодовом осахарива-
нии у картофеля, катализирующая необратимый гидролиз 
сахарозы. Подобные работы по подавлению функции гена 
вакуолярной инвертазы Vlnv уже проводились, например 
с помощью РНК-интерференции, искусственных нуклеаз 
TALEN, а также с помощью CRISPR/Cas9.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Достижения в области селекции растений с использо-
ванием технологий редактирования генома CRISPR/Cas 
играют ключевую роль в обеспечении продовольствен-
ной безопасности в будущем. Методы редактирования 
генома в сельском хозяйстве позволяют создавать новые 
сорта, более устойчивые к стрессам и болезням, что спо-
собствует устойчивому увеличению производства продук-
тов питания и помогает справиться с вызовами, стоящими 
перед сельским хозяйством.

В статье описан процесс создания генно-инженерных 
конструкций для редактирования гена инвертазы, ответ-
ственного за холодовое осахаривание клубней картофеля, 
начиная от разработки вариабельной части направляю-
щей РНК и заканчивая сборкой готового экспрессионного 
вектора для трансформации клеток картофеля. Были вы-
браны три целевые последовательности для создания ги-
довых РНК и их клонирования в промежуточные вектора. 
Успешно создан бинарный вектор pMR284(3Т) с тремя 
кассетами, содержащими направляющие РНК, используя 
технологию Gateway. Для изучения влияния гена супрес-
сора р19 на результативность редактирования генома 
с помощью CRISPR/Cas9, данный ген был клонирован в 
экспрессионный бинарный вектор, создав конструкцию 
pMR284(3Т)+р19. Полученными экспрессионными век-
торами планируем трансформировать клетки штаммов A. 
tumefaciens AGLO. Затем инокулируем листовые и каллус-
ные картофельные экспланты до получения трансформи-
рованных линий. Проведем анализ на определение типов 
мутаций в растениях с помощью секвенирования. Клубни 
отобранных линий растений будем анализировать на на-
копление редуцирующих сахаров и акриламида. 
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ABSTRACT

Creating genetic engineering constructs for plant genome editing requires considerable time, material resources, and 
specialized equipment. A thorough understanding of the functions and efficacy of each construct element is critical to the 
design of specialized vectors for specific tasks. This article provides a detailed overview of the process of creating genetic 
engineering constructs for editing the invertase gene responsible for cold-induced sweetening (CIS) in potato tubers, starting 
with the design of the variable part of the guide RNA and ending with the assembly of the final expression vector for potato cell 
transformation. For this purpose, an analysis of the nucleotide sequences of the invertase gene from domestic potato varieties 
was performed, along with a comparative analysis the data from the NCBI database. Optimal targets for gene editing using 
CRISPR/Cas9 technology were identified and the process of cloning two expression vectors for multiple genome editing was 
described. The expression vectors obtained allow the knockout of the potato acid invertase gene VInv/Pain-1. Considering 
that the expression level of Cas9 is a key factor for the efficiency of genome editing, a second expression vector containing the 
Tomato bushy stunt virus suppressor gene p19 was created to enhance the expression of this gene and the editing efficiency.

Keywords: CRISPR/Cas9, sgRNA, sweetening of tubers, potato vacuolar invertase gene, expression vector.
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ТҮЙІН

Өсімдік геномын өңдеу үшін гендік-инженерлік құрылымдарын құру айтарлықтай уақыт пен материалдық шығын-
дарды, сондай-ақ арнайы жабдықты қажет етеді. Белгілі бір міндеттерді шешу үшін арналған векторларды құру кезінде 
әрбір құрылымдық элементтің функциялары мен тиімділігін терең түсіну өте маңызды. Бұл мақалада бағыттаушы РНҚ-
ның өзгермелі бөлігін жасаудан бастап, картоп жасушаларын трансформациялау үшін дайын экспрессиялық векторды 
жинауға дейін картоп түйнектерінің суық қанттануына (CIS) жауап беретін инвертаза генін редакциялау үшін гендік-ин-
женерлік құрылымдарды құру процесі егжей-тегжейлі қарастырылады. Ол үшін отандық картоп сорттарының инвер-
таза генінің нуклеотидтер тізбегіне NCBI базасынан алынған деректермен салыстырмалы талдау жүргізілді, CRISPR/
Cas9 технологиясын қолдану арқылы гендік редакциялаудың оңтайлы нысаналары анықталды және де геномды муль-
типлексті өңдеу үшін екі экспрессиялық векторды клондау процесі сипатталды. Алынған экспрессия векторлары кар-
топтың VInv/Pain-1 қышқыл вакуолярлы инвертаза генін нокаутқа түсіруге мүмкіндік береді. Cas9 экспрессия деңгейі 
геномды өңдеу тиімділігінің негізгі факторы екенін ескере отырып, осы геннің экспрессиясын және өңдеу тиімділігін 
арттыру үшін қызанақ бұталы ергежейлі вирусының p19 супрессор генімен екінші экспрессиялық вектор құрылды.

Негізгі сөздер: CRISPR/Cas9, бағыттаушы РНҚ, түйнектердің қанттануы, картоптың вакуольді инвертаза гені, экс-
прессия векторы.
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