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ӨСІМДІК ГЕНОМЫН ӨҢДЕУГЕ АРНАЛҒАН  
ВИРУСТЫҚ ВЕКТОРҒА НЕГІЗДЕЛГЕН CRISPR/CAS

CRISPR-Cas9 көмегімен геномдық редакциялау қазіргі биотехнологияда әртүрлі 
организмдердің геномдық тізбегін дәл өзгертуге мүмкіндік беретін қуатты құралға айналды. 
CRISPR-Cas9 өсімдік биологиясында технология ерекше маңызға ие, өйткені ол дақылдарды 
жақсарту және қажетті қасиеттері бар жаңа сорттарды дамыту мақсатында өсімдік геномдарын 
тиімді өзгертуге мүмкіндік береді. Зерттеудің мақсаты – өсімдік геномын өңдеу үшін вирустық 
векторға негізделген CRISPR/CAS генетикалық жүйесін әзірлеу. Вирустық векторларға негізделген 
өсімдіктерде CRISPR-Cas9 геномдық өңдеуді енгізу дақылдарды жақсарту және ауруларға 
төзімділік, климаттық өзгерістер және өсімдіктердің тағамдық қасиеттері мәселелерін шешу 
үшін айтарлықтай мүмкіндіктерін ұсынады. Өсімдіктерде Cas9 өтпелі экспрессиясын алу үшін 
өсімдік ұлпасында экспрессиясы үшін 35s промоторы бар оңтайландырылған жүгері кодоны бар 
spCas9 бар нуклеазасы бар pKSE401 плазмидасы қолданылады. PDS геніне арналған бағыттаушы 
РНҚ дизайны CRISPR-P-2.0 және CRISPOR бағдарламаларында жасалды. Анықтамалық гендерді 
алу үшін Sol Genomics Network (SGN) базасы пайдаланылды және Blast-Nucleotide көмегімен 
туралау арқылы реттілік валидациясы жүргізілді. РНҚ бағыттаушылары GoldenGate клондау 
әдісімен плазмидаға «тігілген». Nicotiana benthamiana L. өсімдіктеріндегі вирустық вектордағы 
Cas9 экспрессиясына талдау жасалды. Өсімдіктер геномын редакциялау үшін CRISPR-Cas9 
жүйесін және вирустық векторларды пайдалануға негізделген жұмыстың нәтижелері Қазақстан 
мен әлемдегі белгілі аналогтармен салыстырғанда жоғары бәсекеге қабілеттілікке ие. Жасалған 
тәсіл дәстүрлі өсіру әдістері мен басқа геномды өңдеу технологияларынан асып түсетін өсімдік 
геномдарына өзгерістер енгізудің дәлдігін, тиімділігін және икемділігін қамтамасыз етеді. 

Түйін сөздер: CRISPR/Cas, қызанақ ергежейлі вирусы, вирус векторы, бағытталған РНҚ, 
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CRISPR/Cas virus-based system for plant genome editing

Genome editing using CRISPR-Cas9 has become a powerful tool in modern biotechnology to pre-
cisely modify the genomic sequences of various organisms. In plant biology, CRISPR-Cas9 technology 
is of particular importance because it allows efficient modification of plant genomes to improve crops 
and develop new varieties with desirable traits. This study aims to develop a CRISPR/Cas genetic system 
based on a viral vector for plant genome editing. The introduction of CRISPR-Cas9 genomic editing in 
plants based on viral vectors offers significant potential for crop improvement and addressing disease 
resistance, climate change, and nutritional traits. To obtain transient expression of Cas9 in plants, we 
used plasmids pKSE401 that contain nuclease containing spCas9 with an optimized maize codon under 
the control of the 35S promoter for expression in plant tissue. The design of guide RNAs for the PDS gene 
was carried out in CRISPR-P-2.0 and CRISPOR programs. Sol Genomics Network (SGN) database was 
used to obtain reference genes and sequence validation was performed by Blast-Nucleotide alignment. 
Guide RNAs were “sewn” into the plasmid by GoldenGate cloning. The expression of Cas9 in the viral 
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vector in Nicotiana benthamiana L. plants was analyzed. The results of the work based on the use of the 
CRISPR-Cas9 system and viral vectors for plant genome editing are highly competitive in comparison 
with known analogs in the Kazakhstan and the world. This approach provides accuracy, efficiency, and 
flexibility of making changes in plant genomes, surpassing traditional breeding methods and other ge-
nome editing technologies. 

Keywords: CRISPR/Cas, tomato bushy stunt virus, viral vector, guide RNA, Nicotiana benthami-
ana  L.
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CRISPR/Cas, основанную на вирусном векторе  
для редактирования генома растений

Геномное редактирование с использованием CRISPR-Cas9 стало мощным инструментом в со-
временной биотехнологии, позволяющим точно изменять геномные последовательности различ-
ных организмов. В биологии растений CRISPR-Cas9 технология приобретает особую важность, 
поскольку позволяет эффективно модифицировать геномы растений с целью улучшения сель-
скохозяйственных культур и разработки новых сортов с желаемыми свойствами. Целью исследо-
вания является разработать генетическую систему CRISPR/Cas, основанную на вирусном векторе 
для редактирования генома растений. Введение CRISPR-Cas9 геномного редактирования в расте-
ниях на основе вирусных векторов предлагает значительный потенциал для улучшения сельско-
хозяйственных культур и решения проблем, связанных с устойчивостью к болезням, климатиче-
ским изменениям и питательным свойствам растений. Для получения транзиентной экспрессии 
Cas9 в растениях использован плазмид pKSE401, которые содержат нуклеазу содержащие spCas9 
с оптимизированным кодоном кукурузы под управлением промотора 35S для экспрессии в расти-
тельной ткани. Дизайн направляющих РНК для гена PDS проводилось в программе CRISPR-P-2.0 
и CRISPOR. Для получения референсных генов использовалась база Sol Genomics Network (SGN) 
и валидация последовательностей проводилась путем выравнивания с помощью Blast-Nucleotide. 
Направляющие РНК были «вшиты» в плазмиду методом GoldenGate клонирования. Проведен 
анализ экспрессии Cas9 в вирусном векторе в растениях Nicotiana benthamiana L. Результаты 
работы, основанной на использовании системы CRISPR-Cas9 и вирусных векторов для редакти-
рования генома растений, обладают высокой конкурентоспособностью по сравнению с извест-
ными аналогами в Казахстане и мире. Данный подход обеспечивает точность, эффективность и 
гибкость внесения изменений в геномы растений, превосходя традиционные методы селекции и 
другие технологии редактирования генома. 

Ключевые слова: CRISPR/Cas, вирус кустистой карликовости томата, вирусный вектор, на-
правляющая РНК, Nicotiana benthamiana L.

Кіріспе

Өсімдік геномын өңдеудің жылдам және 
тиімді технологиялары гендік функцияларды 
зерттеу және дақылдарды жақсарту үшін пай-
далы. Соңғы онжылдықтарда кездейсоқ мута-
цияларды генерациялау үшін химиялық немесе 
физикалық мутагенез әдістері кеңінен қолда-
нылды, содан кейін олар қызығушылық тудыра-
тын фенотиптерге скринингтен өтті [1, 2]. Соңғы 
жылдары геномды өңдеу үшін көзделген днқ қос 
тізбекті үзілуін (DSB) генерациялау үшін ретті-
лікке тән нуклеазаларды қамтитын әдістер қол-
даныла басталды, олардың қатарына zinc finger 
nucleases (ZFNs) және транскрипциялық актива-

тор тәрізді эффекторлық нуклеазалар (TALENs) 
сияқты генетикалық құралдар [3] кіреді. Тиім-
сіз, көп еңбекті қажет ететін және кеңінен қол-
данылмайтын дәстүрлі қолданылатын ZFNs [4], 
TALEN әдістерімен салыстырғанда көзделген 
гендік генді өңдеу технологиялары мутанттарды 
генерациялау процесін айтарлықтай жақсарта 
алады [5]. Көзделген гендік инженерия өсім-
діктерді өсірудің классикалық әдістеріне және 
дақылдарды жақсартудың трансгендік әдістері-
не балама ретінде пайда болды [6]. Басқа әдіс-
термен салыстырғанда, CRISPR әдісі ең тиімді, 
ыңғайлы және ең арзан болып шықты [7]. Жа-
қында II типті CRISPR/Cas9 жүйесі өзінің жо-
ғары тиімділігімен, төмен құнымен, қарапайым 
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дизайнымен және әмбебаптығымен өсімдіктер-
дің көптеген түрлерінде, соның ішінде Nicotiana 
benthamiana L. [8, 9, 10], Nicotiana tabacum [11, 
12], Arabidopsis thaliana [13], бидай [14], күріш 
[15], жүгері [16], қызанақ [17] және картоп [18] 
гендерін өңдеуде тиімді екендігі дәлелденді.

Молекулалық редакциялау үшін ең көп 
қолданылатын хосттардың бірі – Nicotiana 
benthamiana L. Бұл түр өсімдік гендерін функ-
ционалдық талдау және патогендермен өзара 
әрекеттесу үлгісі ретінде кеңінен қолданылды, 
өйткені оның өмірлік циклі қысқа және мута-
цияға тез ұшырайтындылығы оны көптеген ви-
рустарға өте сезімтал етеді [19]. 

Әртүрлі өсімдік жүйелерінде CRISPR/Cas9 
платформасын құруға тырысатын зерттеулер 
үшін фитоен десатураза (PDS) гені хлорофилл 
биосинтезінде орталық рөл атқарады және 
CRISPR/Cas9 өңдеу үшін танымал маркер ре-
тінде пайдаланылды [20, 21, 22]. Себебі PDS 
мутантында альбинос фенотипі, мақсатты мута-
генездің визуалды көрсеткіші бар [22], АЛ PDS 
әртүрлі диплоидты өсімдік геномдарындағы бір 
даналы ген болып табылады. Сондықтан PDS 
мутантын оңай тануға және алуға болады. Осы 
себепті PDS гені өсімдіктердегі гендерді өңдеу 
тұжырымдамасын тексеру үшін эндогендік ре-
портер гені ретінде қарастырылады[5, 6, 23, 24, 
25, 26].

Томаттың бұталы ергежейлі вирусының p19 
протеині димерлердің түзіп кешенді бағдарла-
малау арқылы РНҚ-индукцияланған үнсіздік 
кешенінің (RISC) белсендірілуіне жол бермейді. 
Бұл әрекет жұқтырған хост кешенінің RISC бел-
сенділігін тежеу арқылы бөтен және кішкентай 
РНҚ-ның (21, 22 нп) деградациясын тежейді. 
Бұл берілген генді хостта бөгде гендерді эксп-
рессиялау үшін пайдалануға мүмкіндік береді 
[27, 28].

Бұл жұмыста, pKSE401 плазмидасын Cas9 
ақуызын экспрессиялау векторы және Golden 
gate әдісімен айқастырылған бағыттаушы РНҚ 
(gRNA) векторы ретінде қолданылды. Бұл зерт-
теудің мақсаты Nicotiana benthamiana L. үшін 
CRISPR/Cas9 жүйесін әзірлеу және растау және 
ең тиімдісін анықтау үшін әртүрлі gRNA тізбек-
терін сынау болды.

Зерттеу материалдары мен әдістері

gRNA дизайнын жасау. gRNA дизайнын 
жасау үшін Fasta форматында қолданылу үшін 
Nicotiana benthamiana L. модельдік өсімдігінің 
толық аннотацияланған геномы Sol Genomics 

Network (SGN) (Solanaceae тұқымдасының 
геномдық ақпаратына арналған мәліметтер 
базасы) алынды. Ықтимал салыстыру үшін 
басқа өсімдіктердің геномдары NCBI ұйым-
дастырған эукариоттық геномдар жинағынан 
FASTA форматында алынды [30]. CRISPR-P 
2.0 веб-бағдарламасы [31] плазмидаға енгізіл-
ген гРНҚ-ны (gRNA) жобалау үшін пайдала-
нылды. РНҚ валидациясына арналған праймер 
Primer-BLAST веб-сервисінің көмегімен жа-
салды [32]. Плазмидтік шаблондар Addgene 
веб-сайтынан алынды [33], және SnapGene® 
бағдарламалық жасақтамасында өңделген 
(www.snapgene.com).

Өсімдік материалдарын өсіру. N. benthamiana 
L. өсімдіктері ұзақ күндізгі жарық 16 сағат және 
түнгі қараңғылық 8 сағат жағдайында өсіріледі. 
Ауаның салыстырмалы ылғалдылығы 75-80% 
деңгейінде ұсталып тұрды. Өсімдіктерді өсіру 
кезінде температура 20 мен 27ºС температура 
аралығында сақталды.

Конструкцияларды жобалау. Өсімдіктерде-
гі Cas9 өтпелі экспрессиясын алу үшін pKSE401 
плазмидасы (Addgene, Plasmid #62202) (Сурет 1) 
пайдаланылды, оның құрамында 35s промото-
рының бақылауымен оңтайландырылған жүгері 
кодоны бар spCas9 бар нуклеаза өсімдіктерде 
тиімді экспрессиялані үшін енгізілген. PDS гені-
не арналған gRNA дизайны CRISPR-P-2.0 және 
CRISPOR бағдарламаларында жүзеге асырылды. 
Анықтамалық гендерді алу үшін Sol Genomics 
Network (SGN) дерекқоры пайдаланылды, ал 
реттілікті тексеру Blast-Nucleotide көмегімен ту-
ралау арқылы жүзеге асырылды.

Конструкцияларды клондау. gRNA плазми-
даға GoldenGate клондау әдісімен тігілген. Ол 
үшін PDS1, PDS2, PDS3 және PDS4 олигонук-
леотидтерінің бір тізбегі 95ºС температурада 
күйдіру арқылы гибридизацияланды және 2% 
агарозды гельде сыналды. Әрі қарай, GoldenGate 
реакциясын жүзеге асыру үшін BsaI ферменті 
мен T4 лигазасының қатысуымен қос тізбекті 
олигонуклеотидтер pKSE401 плазмидасымен 
инкубацияланды. Алынған конструкциялар 
жылу соққысы әдісімен Escherichia coli жасуша-
ларына трансформацияланды.

Бактериалдық трансформация. Бактерия-
ларды өсіруге антибиотик қосылған Luria-Bertani 
(LB) қоректік ортасы қолданылды. Плазмида 
бактерияларға, ортаға 50-100 мкл жасушаларға 
1-5 мкл плазмида ерітіндісін қосу арқылы ен-
гізілді. Жасуша мембраналарының плазмидаға 
өткізгіштігін арттыру үшін қоспаны мұзға 30 
минутқа қойды.
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1-сурет – pKSE401 плазмидасының гендік картасы (Addegene, Plasmid #62202). Өсімдік геномын редакциялау және 
CRISPR/Cas негізіндегі гендерді реттеу үшін; 3×FLAG-NLS-zCas9-NLS, көзделген реттілікті енгізу үшін gRNA тіректері

Қоспа бактериялық инкубаторға қойылып, 
жылу соққысы жағдайларын жасау үшін 42°C 
температурада 30-90 секунд инкубацияланды. 
Жылу соққысынан кейін қоспаны қайтадан мұз-
ға 2 минутқа қойылды. Қоспаға 500 мкл жылы 
қоректік ортасы қосылып, жасушаларды қал-
пына келтіру үшін 37°c температурада 1-2 сағат 
инкубацияланды. Жасушалар антибиотиктер 
қосылған агар пластиналарына жайылып, түнде 
37°C температурада инкубацияланды.

Agrobacterium tumefaciens жасушаларын алу. 
Бактериялар 50 мл стерильді LB ортасында тұ-
рақты араластыра отырып (160 айн/мин) OD600 
= 0,5-0,8 дейін 28-30ºC температурада 18 сағат 
бойы өсірілді. Содан кейін мұзбен салқындатыл-
ған культура 4°c және 6000 айн/мин температу-
рада 7 минут бойы центрифугаланды. Суперна-
тантты алып тастағаннан кейін тұнба стерильді 
ерітіндімен екі рет жуылып, 20 мл 10% глицерин 
ерітіндісімен салқындатылды. Содан кейін тұн-
ба 1:1 қатынасында 10% глицерин ерітіндісімен 

қайта араластырылып, қаптамаға салынды. 
ДНҚ/РНҚ оқшаулау. Өсімдік ДНҚ-сы өн-

дірушінің нұсқауларына сәйкес Sigma-Aldrich 
GenElute PLANT GENOMIC DNA MINIPREP 
жинағы арқылы оқшауланған. РНҚ өндірушінің 
нұсқауларына сәйкес TRI Реагентінің (Sigma-
Aldrich) көмегімен оқшауланған. Алынған нук-
леин қышқылдарының саны мен сапасы өнді-
рушінің нұсқауларына сәйкес NanoDrop 2000 
құрылғыларында спектрофотометриялық әдіс-
термен бағаланды.

Инфильтрацияланған жапырақтардағы 
ПТР талдауы. Көзделген аймақтың ПТР ампли-
фикациясы Mubaric et al., 2016 [34] сипаттаған 
әдіс бойынша жүргізілді. Ол үшін ПТР ампли-
фикациялау үлгісі ретінде N. benthamiana L. 
инфильтрацияланған және бақылау жапырақ-
тарынан оқшауланған геномдық ДНҚ пайдала-
нылды. 1-кестеде gRNA NbPDS генімен әрекет-
тесу орнында жасалған праймерлер көрсетілген 
(Кесте 1).
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1-кесте – NbPDS gRNA генімен өзара әрекеттесу орнында жасалған праймерлер

Аты Тізбек Сипаттама
NB-PDS3-TR1,2-gDNA-F2 GAAACACATCACCTAGGCGG Көзделген PDS генінің айналасында 

орналасқан ПТРNB-PDS3-TR1,2-gDNA-R GGGCGTGAGGAAGTACGAAA
NBPDS3-gDNA-404bp- F GTAAAATGCCCCAAATTGGACTTGT 404пн PDS фрагментін көбейту үшін

PDS NBPDS3-gDNA-404bp-R CGTGAGGAAGTACGAAATGATGATGA 404пн PDS фрагментін көбейту үшін

Зерттеу нәтижелері және оларды талдау

gRNA дизайны CRISPR-P-2.0 және 
CRISPOR бағдарламаларында жүзеге асырыл-
ды (Сурет 2). Ол үшін Sol Genomics Network 

(SGN) дерекқорынан PDS гендерінің тізбегі 
таңдалды.

Алынған PDS тізбегі бағдарламадағы ретті-
лік терезесіне жүктелді және gRNA-ға ең қолай-
лы үміткерлер таңдалды (3-сурет).

2-сурет – CRISPOR жасаған gRNA нұсқаларының тізімі
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3-cурет – CRISPOR-ға жүктелген PDS көзделген реттілігі

Алынған gRNA нұсқаларының ішінен көз-
делген емес өңірлердің саны ең аз, GC% маз-
мұнының оңтайлы мөлшері бар және кесу учас-
келерінің шектеулері жоқ учаскелер таңдалды 
(2-кесте).

Сонымен қатар, Nicotiana tabacum-да PDS 
геніне негізделген gRNAs әзірленді (3-кесте).

E. coli жасушаларында оңтайландырылған 
жүгері кодоны бар spCas9 бар CRISPR/Cas9 

конструкциялары әзірленді. Ол үшін жасушалар 
жылу соққысы арқылы трансформацияланды, 
нәтижесінде пайда болған жасушалар канами-
цинмен LB ортасында өсірілді. Осыдан кейін 
трансформацияланған жасушалардан плазмид-
тік pKSE401 бөлініп, агарозды гельде тексерілді 
(Сурет 4). Алынған плазмидалардың бір бөлігі 
одан әрі клондау үшін пайдаланылды, ал қалған-
дары – 80ºС температурада сақтауға көшірілді.

2-кесте – gRNA сипаттамалары: реттілігі, GC мазмұны, күйдіру температурасы және нысанадан тыс өңірлер саны

Position Target sequences Sequence information Number of target sites

start 
- end +/− 20 mer+PAM (total 23 mer) GC% Tm of 

20 mer

TTTT 
in 

20 mer

restriction 
sites

20 mer 
+PAM

12 mer 
+PAM

8 mer 
+PAM

496 – 
518 + ATTATTTGCGCGAGTGACCTCGG 

[gRNA] 45 % 71.08°C - - 1 [detail] 1 [detail] 2065 
[detail]

3-кесте – N. tabacum PDS геніне негізделген gRNAs сипаттамалары

No. Тізбек Ұзындық

1 F- ATTGGCCGTTAATTTGAGAGTCCA
R- AAACTGGACTCTCAAATTAACGGC 24 bp

2 F- ATTGGAGATTGTTATTGCTGGTGC
R- AAACGCACCAGCAATAACAATCTC 24 bp
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4-сурет – Трансформацияланған жасушалардан 
оқшауланған spCas9 тасымалдайтын pKSE401 

плазмидалары

PDS геніне (Macrogen) арналған gRNAs 
олигонуклеотидтері HPLC арқылы синтездел-
ді және тазартылды. Содан кейін алынған нук-
леазасыз суда қайта суспензияланды және жұ-
мыс концентрациясы 10 mM болатын қажетті 
аликвоттар жасалды. Синтезделген gRNAs-ны 
амплификациялау ПТР амплификаторда келесі 
жағдайларда жүргізілді: 5 минут ішінде 95ºC, 
3 минут ішінде 25ºC. Осыдан кейін бір тізбекті 
және екі тізбекті олигонуклеотидтер 2,5% РНҚ 
агарозды гелінде сыналды (5-сурет).

Бір тізбекті олигонуклеотидтер жұбы PDS1 
және PDS2 «gRNA1» құрады; және бір тізбек-
ті олигонуклеотидтер жұбы PDS3 және PDS4 
«gRNA2»құрады.

5-сурет – PDS геніне арналған gRNAs олигонуклеотидтері

N. benthamiana L. өсімдіктеріндегі вирус-
тық вектордағы Cas9 экспрессиясын талдау. N. 
benthamiana L. өсімдіктеріндегі Cas9 ақуызының 
экспрессиясын талдау үшін ПТР Cas9 тізбегіне 
тән праймерлермен, сондай-ақ pKSE401 плазми-
дасының аймақтарына тән қосымша праймер-
лермен жүргізілді. Праймерлер Primer-BLAST 
бағдарламасында жасалған және NCBI-BLAST 
көмегімен тексерілген (4-кесте).

Ол үшін ДНҚ трансформацияланған N. 
benthamiana L. жапырақтарынан жоғарыда ай-
тылған әдіспен оқшауланған. Алынған ДНҚ 
концентрациясы мен тазалығы Nanodrop 2000 
құрылғының көмегімен өлшенді. Содан кейін 

алынған ДНҚ Cas9 ақуызының экспрессиясын 
ПТР талдау үшін үлгі ретінде пайдаланылды.

ПТР үшін реакция қоспасы дайындалды, 
оның ішінде Cas9 генін көбейту үшін Cas9-570-F, 
Cas9-570-R праймерлері, сондай-ақ pKSE401 
фрагменті үшін U626-401f, U629-401r праймер-
лері бар. Сонымен қатар, реакция қоспасына Nb-
PPR-F және Nb-PPR-R ішкі бақылауға арналған 
праймерлер қосылды. Оқшауланған ДНҚ ПТР 
үлгісі ретінде пайдаланылды.

CRISPR-Cas9 кассетасының конструкция-
лары бір векторда PDS геніне арналған gRNAs 
және Cas9 эндонуклеаза тізбегі болатындай етіп 
жасалған (Сурет 6).
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4-кесте – Cas9 реттілігіне тән праймерлердің сипаттамасы

Аты Тізбек Сипаттамасы

Cas9-570-F AGACCGTGAAGGTTGTGGAC Cas9 генін тексеру үшін

Cas9-570-R TAGTGATCTGCCGTGTCTCG Cas9 генін тексеру үшін
U626-401F TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC pKSE401 тізбегін тексеру үшін
U629-401R GTCAGGCTGCAGTAGTTTCCATTAA pKSE401 тізбегін тексеру үшін

Nb-PPR-F GAGGGTCCATTTGAGTGAC Ішкі бақылау N. Benthamiana L., пентатрикопептидті 
ақуыздың қайталанатын гені (PPR)

Nb-PPR-R AGGCTGATGTTGGAATCTGG Ішкі бақылау N. Benthamiana L., пентатрикопептидті 
ақуыздың қайталанатын гені (PPR)

6-сурет – CRISPR-Cas9 конструкцияларының схемасы және олардың N. benthamiana-дағы көрінісі

pKSE401 плазмидасында gRNA кассетасы 
(PDS1, PDS2), Cas9 ақуызын белсендіруге ар-
налған РНҚ тірегі және CAMV 35s промоторы-
ның астында Cas9 ақуыз тізбегінің өзі бар. 

РНҚ N. benthamiana L. өсімдіктерінен 
TRIzol көмегімен оқшауланған, содан кейін 

Cas9 ақуызының экспрессиясын RT-PCR тал-
дауы үшін cDNA синтезделген. PPR үй шаруа-
шылығының гені бақылау құралы ретінде пай-
даланылды, ал теріс бақылау құралы ретінде 
суы бар және днқ үлгісі жоқ үлгі пайдаланылды 
(Сурет 7).
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7-сурет – Трансформацияланған N. benthamiana L. өсімдіктеріндегі 
 Cas9 ақуызының экспрессиясының ПТР талдауы

Нәтижесінде геномдық инженерия мен өсім-
дік шаруашылығында қолдану үшін жоғары 
көзделген gRNA тізбектері жасалды. Жұмыста 
Қазақстандағы ауыл шаруашылығы дақылдары-
ның төзімділігін, агрономиялық сипаттамаларын 
және тағамдық сапасын арттыру мақсатында 
олардың геномдарын өзгерту үшін озық техно-
логиялар қолданылады. Осылайша, бағдарлама-
ның күтілетін нәтижелері ауыл шаруашылығын 
дамытуға және адамдардың өмір сүру сапасын 
жақсартуға маңызды үлес қосады.

Қорытынды 

Зерттеу өсімдік геномын өңдеудің озық тех-
нологияларына негізделген және осы саладағы 
әлемдік тәжірибеге негізделген. Бұл дақылдар-
ды жақсарту мақсаттарына жету үшін озық құ-
ралдар мен әдістерді қолдануға мүмкіндік бере-
ді. Бұл жұмыстың нәтижелері Cas9 ақуызының 
TBSV вирустық векторымен және оның штамм-
дарымен бірге инфильтрациясын одан әрі зерт-
теуде, сондай-ақ гендік инженерия жүйесінің 
тиімділігін одан әрі арттыру үшін мультиплексті 
бағыттаушы РНҚ жүйесін сынауда қолданыла-
тын болады.

Өсімдіктер геномын өңдеу үшін CRISPR-
Cas9 жүйесі мен вирустық векторларды пай-

далануға негізделген зерттеуіміздің нәтиже-
лері ғылыми, технологиялық және қоғамдық 
қажеттіліктер, сондай-ақ экономикалық және 
өнеркәсіптік мүдделер үшін маңызды. Ұсы-
нылған тәсіл өсімдіктердегі генетикалық ақ-
паратты өңдеудің жоғары дәлдігі мен тиім-
ділігін қамтамасыз етеді. Бұл функционалды 
геномика, ауылшаруашылық өнімділігі мен 
азық-түлік қауіпсіздігін арттыру саласында-
ғы зерттеулерге жаңа мүмкіндіктер ашады. 
Сонымен қатар, ГМО қолданбай жақсартыл-
ған сипаттамалары бар өсімдіктерді құру қо-
ғамдық сұранысты қанағаттандырады және 
нормативтік шектеулерді болдырмайды. Бұл 
сонымен қатар жаңа биотехнологиялық және 
ауылшаруашылық салаларын дамытуға мүм-
кіндік береді.

Мүдделер қақтығысы

Барлық авторлар мақаланың мазмұнын 
оқып, танысты және мүдделер қақтығысы жоқ.
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Бұл зерттеуді қазақстан Республикасы Ғы-
лым және Жоғары Білім Министрлігінің Ғылым 
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