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Различные стрессовые факторы, такие как изменение климата, вредители и патогены,
вызывают снижение урожайности сельскохозяйственных культур, что приводит к нехват-
ке продовольствия наряду с быстрым ростом населения [1]. Поэтому необходимо найти
новые долгосрочные биотехнологические решения для улучшения растениеводства.

Микроорганизмы рода Bacillus обладают широким спектром антагонистической ак-
тивности против различных патогенов растений. Успешно выживают в почвенной среде
благодаря их способности формировать споры и биопленки, а также вырабатывают раз-
личные ферменты, антибактериальные соединения, сурфактин и сидерофоры. Взаимо-
действие бацилл с корнями приводит к возникновению устойчивого защитного состояния,
называемого индуцированной системной резистентностью (ISR), однако механизм этого
процесса еще не полностью изучен[2]. В связи с этим, бактерии рода Bacillus являются
перспективными агентами для использования в сфере биологической защиты растений.

Актуальность исследования обусловлена изучением малоизученного механизма фор-
мирования системной устойчивости (ISR) у растений вызванного представителями рода
Bacillus с применением технологии CRISPR/Cas9 для определения роли ключевых моле-
кул в данном процессе.

Целью данного исследования являлось создание векторных конструкций для целена-
правленной инактивации генов сурфактина и сидерофора в геноме представителей рода
Bacillus, ответственных за формирование ISR-прайминга. Для инактивации генов мише-
ней в работе использовался шаттл-вектор pJOE9282.1, содержащий систему CRISPR/Cas9.
Путем гибридизации праймеров были получены спейсерные фрагменты (sgRNA), которые
интегрировали по сайту рестрикции BsaI. Фрагменты генов сурфактина и сидерофора бы-
ли амплифицированы с геномной ДНК B. subtilis 168 и встроены в плазмиды по сайту SfiI.
Полученные конструкции pVYs07.23 и pGAb07.23, содержащие систему CRISPR/Cas9,
sgRNA и фрагменты генов, клонировали в клетках E. coli DH5a. Целостность созданных
векторов подтверждали секвенированием. Полученные плазмиды pVYs07.23 и pGAb07.23
были внедрены в клетки B. subtilis 168 методом химической трансформации. Наличие
плазмид с CRISPR/Cas9 системой подтверждали ПЦР-анализом.

Таким образом, нами были созданы и трансформированы векторные конструкции pVYs07.23
и pGAb07.23 для инактивации генов сурфактина и сидерофора соответственно. В даль-
нейшем планируется инактивация генов ответственных за синтез сурфактина и сидерофор
в геноме различных штаммов Bacillus.
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