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Аннотация. Описан поиск и анализ структур CRISPR-Cas-системы в геноме плазмиды
pYC-1, которая является мегаплазмидой штамма Bacillus thuringiensis YC-10. Биоин-
формационный поиск структур CRISPR-Cas-системы включал три этапа: идентификация
cas-генов, детекция CRISPR-кассет и анализ их структур. Идентификацию cas-генов
проводили через их аминокислотный профиль при помощи программы MacSyFinder.
Детекцию и анализ CRISPR-кассет проводили при помощи приложений CRISPRFinder,
CRISPRDetect, PILER-CR, CRISPR Recognition Tool (CRT). Консенсусная структура для
множественного выравнивания межспейсерных повторов получена и визуализирована в
WebLogo 3. Положение консенсусной последовательности в классификации CRISPR-
ассоциированных повторов определено через web-сервис CRISPRmap (v. 1.3.0). Анализ
структуры CRISPR-локуса проводили, используя программную платформу Artemis (v.
17.0.1). Тип CRISPR-Cas-системы определяли в соответствии с последней версией клас-
сификации. Описаны структуры CRISPR-Cas-системы, обнаруженные в результате про-
граммного поиска. Проведён анализ структуры выявленных CRISPR-кассет. Наличие в
плазмидном геноме CRISPR-Cas-системы может свидетельствовать о возможной пере-
даче данного локуса от бактериальной хромосомы плазмиде. Выдвинуто предположе-
ние, что данные системы могут передаваться путём конъюгации в бактериальных сооб-
ществах. Отмечена высокая эффективность применения описываемого биоинформаци-
онного алгоритма для детекции структур CRISPR-Cas-систем во внехромосомных эле-
ментах генома.
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Введение
Поиск и анализ в бактериальном геноме локусов CRISPR-Cas-систем

является одним из новых направлений биоинформатики. CRISPR-Cas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated
proteins – короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные
группами с CRISPR-ассоциированными белками) – адаптивные иммунные
системы бактерий и архей, обеспечивающие защиту от чужеродных генети-
ческих элементов, таких как бактериофаги, транспозоны и плазмиды [Inter-
vening sequences … , 2005; CRISPR provides … , 2007, CRISPR-based
adaptive … , 2009]. Эти системы были найдены примерно у 45 % бактерий и
90 % архей, представленных в базах данных CRISPRdb
(http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/) [Grissa, Vergnaud, Pourcel, 2007а, 2007б] и
CRISPRI (http://crispi.genouest.org/) [CRISPI: a CRISPR … , 2009] на август
2018 г. Всплеск интереса к ним связан с открытием молекулярных механиз-
мов функционирования белка Cas9, являющегося эффекторной эндонукле-
азой CRISPR-Ca-систем II типа. На сегодня технологии CRISPR-Cas9 эф-
фективно применяются для направленного редактирования геномов живых
систем [Doudna, Charpentier, 2014].

В организации CRISPR-Cas-систем принято выделять три структуры —
CRISPR-кассеты, лидерную последовательность и кластер cas-генов.
CRISPR-кассеты представляют собой набор коротких повторяющихся по-
следовательностей размером 21–48 п. н. В промежутках между повторами
находятся уникальные спейсерные сайты (26–72 п. н.), гомологичные участ-
кам фагов и плазмид, к которым данная бактерия имеет «иммунитет» [Clus-
tered regularly … , 2005]. Перед CRISPR-кассетой расположена лидерная по-
следовательность – консервативная AT-богатая область длиной 100–500 п.
н., которая содержит промотор и обеспечивает однонаправленную тран-
скрипцию CRISPR-кассеты [Bhaya, Davison, Barrangou, 2011].

Cas-гены организованы в два модуля, кодирующих субъединицы адап-
тационного и эффекторного комплексов, обеспечивающих функционирова-
ние CRISPR-локусов [Makarova, Wolf, Koonin … , 2013; Koonin, Makarova,
Zhang, 2017]. Механизм действия CRISPR-Cas систем обычно разделяют на
три стадии: 1) приобретение новых спейсеров, или адаптация; 2) транскрип-
ция CRISPR-кассеты и процессинг пре-crРНК (пре-CRISPR РНК) на корот-
кие направляющие crРНК-фрагменты; 3) интерференция, во время которой
происходит специфическое распознавание и уничтожение чужеродных ге-
нетических элементов [CRISPR provides acquired … , 2007; Gasiunas, Sinku-
nas, Siksnys, 2014; Hille, Charpentier, 2016].

Согласно последней классификации, основанной на особенностях ор-
ганизации локусов и архитектуры эффекторного комплекса, CRISPR-Cas
системы разделяют на два класса, объединяющих пять типов и 16 подтипов.
CRISPR-Cas-системы первого класса имеют мульти-субъединичный эф-
фекторный комплекс. На основании сигнатурных генов cas3 и cas10, коди-
рующих эндонуклеазы интерференции, здесь выделяют наиболее общие и
разнообразные типы I и III. Сюда же входит наиболее редкий тип IV с сиг-



СТРУКТУРА CRISPR-CAS-СИСТЕМ В ГЕНОМЕ ПЛАЗМИДЫ PYC-1 5

натурным геном csf1, включающим рудиментальные CRISRP-локусы, в ко-
торых отсутствуют гены адаптационного модуля (cas1, cas2). Во втором
классе эффекторный комплекс представлен одним мультидоменным белком:
Cas9 у типа II или Cpf1 у типа V [Koonin, Makarova, Zhang, 2017].

Исследования разнообразия структур и механизмов функционирования
CRISPR-Cas систем лежат в основе разработки технологий направленного
редактирования геномов прокариот и эукариот [Doudna, Charpentier, 2014;
The revolution continues, 2017; Hsu, Lander, Zhang, 2014; Cong, Zhang, 2015].
Одним из перспективных направлений является исследование вариабельно-
сти CRISPR-локусов в геномах бактерий, архей и мобильных генетических
элементов в зависимости от их эколого-географического распространения.
У авторов работы уже имеются результаты по исследованию разнообразия
структур CRISPR-Cas-систем в геномах условно-патогенных и патогенных
бактерий, выделенных из объектов окружающей среды и от пациентов с ин-
фекционными заболеваниями [Биоинформационный анализ … , 2016; Де-
текция структур …, 2018; Использование биоинформационных … , 2015;
Характеристика CRISPR-Cas … , 2018; Prospects to Enhance … , 2018]

Расшифровка структуры спейсеров в CRISPR-кассетах позволяет полу-
чить информацию об устойчивости к фагам промышленно важных бактери-
альных штаммов, среди которых особое место занимают штаммы вида Ba-
cillus thuringiensis.

B. thuringiensis (Bt) – грамположительные аэробные спорообразующие
бактерии из группы Bacillus cereus. Особый интерес этот вид представляет
для сельского хозяйства и медицины в связи с его способностью продуциро-
вать широкий спектр белковых токсинов. Кристалические Cry и Cyt белки
(дельта-эндотоксины) и Vip-токсины обусловливают энтомопатогенные
свойства штаммов Bt. Созданные на их основе инсектицидные препараты
применяются в борьбе с насекомыми из отрядов Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera [Bacillus thuringiensis … , 2014]. Разновидностью
Cry-токсинов, синтезируемых штаммами Bt, являются параспорины (PS),
которые обладают токсическим воздействием на раковые клетки млекопи-
тающих [Ohba, Mizuki, Uemori, 2009; Melo, Soccol, Soccol, 2016].

Целью настоящей работы стали поиск и анализ структур CRISPR-Cas-
системы в геноме плазмиды pYC-1 из штамма Bacillus thuringiensis YC-10 с
использованием программных средств биоинформатики.

Материалы и методы
Материалом для исследования стал геном плазмиды pYC-1 из штамма Ba-

cillus thuringiensis YC-10, который в 2010 г. был выделен из корней табака в
провинции Хунань в Китае. Нуклеотидные последовательности бактериальной
хромосомы (NZ_CP011349.1) и девяти плазмид данного штамма (табл. 1) были
загружены из базы данных RefSeq (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/). В са-
мой крупной плазмиде pYC-1 обнаружены шесть генов, кодирующих инсек-
тицидные кристаллические белки (ICP): cry1Aa, cry1Ac, cry1Ia, cry2Aa,
cry2Ab и cryB1 [Complete genome … , 2015].
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Таблица 1
Характеристики плазмид, выделенных из штамма Bacillus thuringiensis YC-10

Название Номер в базе RefSeq Размер
последовательности, п. н.

Количество кодирующих
регионов (CDS)

pYC-1 NZ_CP011350.1 761 374 701
pYC-3 NZ_CP011351.1 80 704 84
pYC-4 NZ_CP011352.1 46 634 67
pYC-5 NZ_CP011353.1 17 063 12
pYC-6 NZ_CP011354.1 8 511 10
pYC-10 NZ_CP011355.1 14 894 24
pYC-11 NZ_CP011356.1 7129 10
pYC-20 NZ_CP011357.1 90 519 114
pYC-2226 NZ_CP011358.1 82 300 87

Биоинформационный поиск и анализ структур CRISPR-Cas-системы
включал три этапа: идентификацию cas-генов, детекцию CRISPR-кассет и
анализ их структур. Идентификацию cas-генов проводили через их амино-
кислотный профиль при помощи программы MacSyFinder (Macromolecular
System Finder, v. 1.0.5.), работающей на базе программных пакетов HMMER
v. 3.1. и makeblastdb v. 2.7.1. [MacSyFinder: A Program … , 2014]. Для получе-
ния характеристик нефункционирующих копий CRISPR-ассоциированных
генов применяли алгоритм blastx (v. 2.7.1.) по локально собранной базе дан-
ных Cas-белков. Детекцию и анализ CRISPR-кассет проводили при помощи
четырёх приложений: 1) CRISPRFinder (http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/);
2) CRISPRDetect (http://brownlabtools.otago.ac.nz/CRISPRDetect/predict_crispr
_array.); 3) PILER-CR; 4) CRISPR Recognition Tool (CRT) [2007]. Консенсус-
ная структура для множественного выравнивая межспейсерных повторов
получена и визуализирована в WebLogo 3 (http://weblogo.threeplusone.com)
[WebLogo: a sequence … , 2004]. Положение консенсусной последовательно-
сти в классификации CRISPR-ассоциированных повторов было определено
через web-сервис CRISPRmap v. 1.3.0. (http://rna.informatik.uni-
freiburg.de/CRISPRmap/Input.jsp) [CRISPRmap: an automated, 2013]. Анализ
структуры CRISPR-локуса проводили, используя программную платформу
Artemis v. 17.0.1. [Artemis: an integrated …, 2012]. Тип CRISPR-Cas-системы
определяли в соответствии с последней версией классификации [Koonin,
Makarova, Zhang, 2017].

Результаты и обсуждение
В геноме плазмиды pYC-1 обнаружен один CRISPR-локус протяжённо-

стью 9 404 п. н. (рис. 1). Были идентифицированы четыре CRISPR-
ассоциированных гена эффекторного модуля: cas3, cas5c/cas5d, cas8c/csd1 и
четыре копии гена cas7c/csd2, три из которых не являются функционирую-
щими. Генов адаптационного модуля (cas1, cas2, cas4), необходимых для
интеграции новых спейсеров в CRISPR-кассету, в плазмиде pYC-1 найдено
не было (табл. 2). Согласно современной классификации, найденная
CRISPR-Cas-система относится к первому классу, типу I, подтипу C (Dvulg



СТРУКТУРА CRISPR-CAS-СИСТЕМ В ГЕНОМЕ ПЛАЗМИДЫ PYC-1 7

subtype). Данный подтип впервые был структурно-функционально охарак-
теризован у B. halodurans [Cas5d protein … , 2015]. В других плазмидах ис-
следуемого штамма не было найдено CRISPR-структур и cas-генов. В бактери-
альной хромосоме обнаружены десять нефункционирующих копий гена cas3.

Рис. 1. Организация локуса CRISPR-Cas-системы в геноме плазмиды pYC-1 штам-
ма B. thuringiensis YC-10. Схема выполнена с помощью программы SnapGene Viewer
v. 4.2.1

Таблица 2
Характеристики cas-генов, выявленных в геноме плазмиды pYC-1

штамма B. thuringiensis YC-10

Гены
Позиции

(начало–конец,
н.о.)

№ белка в базе
данных RefSeq

Размер
белка
(а. о.)

Score
(bits) E-value Query

cover

% сов-
павших
амино-
кислот

cas7c/csd2 698 344–699 204 WP_000853368.1 286 360.1 2.9e-109 0.93 0.92

cas8c/csd1 699 207–701 126 WP_000118651.1 639 457.1 3e-138 1.00 0.97

cas5c/cas5d 701 127–701 846 WP_003319726.1 239 278.9 1.1e-84 0.99 0.84

cas3 702 052–704 421 WP_014481878.1 789 146.6 3.6e-44 0.93 0.43

Нефункционирующие копии

cas7c/csd2 695 787–696 034 WP_000853368.1 – 97.1 1.3e-25 0.18 0.93

cas7c/csd2 696 598–697 077 WP_088060687.1 – 307 1.1e-106 0.56 0.93

cas7c/csd2 697 604–698 011 WP_098665124.1 – 239 3.2e-80 0.48 0.86

Примечание: Score (bits) – вес парного выравнивания исследуемой аминокислотной последовательности
с аминокислотными профилями CRISPR-ассоциированных белков; E-value – статистическая значимость
выравнивания; Query cover – степень перекрытия аминокислотных профилей CRISPR-ассоциированных
белков с исследуемой аминокислотной последовательностью.

При помощи четырёх поисковых алгоритмов в исследуемой плазмиде
pYC-1 обнаружены две CRIPSR-кассеты, локализованные по обе стороны от
последовательности cas-генов в позициях 697 170–697 531 и 704 505–
705 191 п. н. (см. рис.1).

Межспейсерные повторы в найденных CRISPR-кассетах имеют размер
32 п. н. (рис. 2). В первой кассете число спейсерных последовательностей
составило 5, их размеры варьируют от 33 до 35 п. н. Вторая включает 10
спейсеров по 32–35 п. н. (табл. 3). Консенсусная последовательность меж-
спейсерных повторов принадлежит к семейству 3, суперклассу D, ассоции-
рованному с CRISPR-Cas-системами подтипа I-C.
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Рис. 2. Консенсусная последовательность межспейсерных повторов повторов в ге-
номе плазмиды pYC-1, полученная при помощи приложения WebLogo 3.6.0. Размер
символа указывает степень вариабельности нуклеотида

Таблица 3
Спейсерные последовательности в CRISPR-кассетах

в геноме плазмиды pYC-1 штамма B. thuringiensis YC-10

№ Начало Последовательность Ко-
нец Размер

CRISPR 1
1 697 202 TTGTTTTTCACAAAGCATTAATACCAGCTACAT 697 235 33
2 697 267 TTCTTTTGATCCGTAAGAACGTTCCATTTCCAT 697 300 33
3 697 332 GTCCCTTCCATCGGCGGCAGCTCATATTCAATTAT 697 367 35
4 697 399 TCGATTCCACTTGTTCAGGCTCTTTGAATATCAT 697 433 34
5 697 465 ATCCATTTGTTGTTACTTATGAACTACCGCCAATG 697 600 35

CRISPR 2
1 704 536 CATGACTGAATTTTGTCAAAATTGTGATATTAT 704 569 33
2 704 601 TATGAGCGTTCCAGATAAATATAAACCCGAGGTA 704 635 34
3 704 667 TGAAAACGGAAAAACAATTGAGCTAGTTGCAAA 704 700 33
4 704 732 TATGGGCATTCCAGATAAATATAAACCCGAGGTA 704 766 34
5 704 798 TGGTCTAACATCTAAAGCCATTAATAACTCCTA 704 831 33
6 704 863 TGCAAAGACGATCATAACGACTGGAGCAACAAA 704 896 33
7 704 928 ATACACTTTTTTTGATTTCTTCTACTATCTTC 704 960 32
8 704 992 TTTAAAACGTGCATAACCTAACACTTTCCCATTGT 705 027 35
9 705 059 TTTTTTACTCGGATACTCTAAAGGTGTAACAATA 705 093 34

10 705 125 ATGTGGGTGACGTCATTAAATTCTCGTATCTTGT 705 159 34

Ранее CRISPR-Cas-система подтипа I-C была обнаружена в плазмиде
pFR260 (KX258624.1) из штамма B. thuringiensis INTA Fr7-4 [Complete Se-
quence ... , 2017]. По данным авторов, в плазмиде pFR260 найдены
3 CRISPR-кассеты и 9 cas-генов, в том числе гены адаптационного модуля
(cas1, cas2, cas4). Гомологичная последовательность cas-генов была найдена
ещё в двух плазмидах: pBT1850294 (NZ_CP014284.1) из B. thuringiensis
Bt185 и pBTHD521-5 (NZ_CP010111.1) из B. thuringiensis serovar indiana
HD521 [Complete Sequence … , 2017]. Однако их CRISPR-локусы не были
описаны. В настоящее время в базах научных публикаций отсутствуют ра-
боты по анализу структур CRISPR-Cas-систем в плазмидах штаммов
B. thuringiensis.
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Заключение
Современные методы биоинформатики предоставляют огромные воз-

можности для проведения модельных исследований по изучению структу-
ры, функционирования и эволюции CRISPR-Cas систем. В настоящей рабо-
те с помощью этого подхода в геноме мегаплазмиды pYC-1 штамма Bacillus
thuringiensis YC-10 был идентифицирован один локус CRISPR-Cas-системы
подтипа I-C, включающей две CRISPR-кассеты и расположенную между
ними последовательность cas-генов. Идентифицированный набор CRISPR-
ассоциированных генов обеспечивает процессинг пре-crРНК и специфиче-
ское распознавание протоспейсеров фагов и плазмид через спейсерные по-
следовательности. Однако в связи с отсутствием генов адаптационного мо-
дуля приобретение новых спейсеров не происходит. Наличие в плазмидном
геноме CRISPR-Cas-системы может свидетельствовать о её возможной пе-
редаче от бактериальной хромосомы плазмиде. Также не исключено, что эта
система может передаваться путём конъюгации как между штаммами B. thu-
ringiensis, так и внутри рода Bacillus. Полученная информация о спейсерном
составе CRISPR-кассет позволяет провести идентификацию протоспейсеров
бактериофагов и чужеродных плазмид, к которым штамм B. thuringiensis
YC-10 может обладать устойчивостью. Согласно полученным нами резуль-
татам, отработанный программный алгоритм позволяет эффективно прово-
дить поиск и анализ структур CRISPR-Cas-систем в хромосомном геноме и
в геноме плазмид и бактериофагов, связанных со штаммами вида B. thurin-
giensis.
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Genome of Plasmid pYC-1 of Bacillus thuringiensis Strain
YC-10
N. A. Arefieva 1, Yu. P. Dzhioev 2, A. Yu. Borisenko2, L. A. Stepanenko 2,
N. P. Peretolchina2, Yu. S. Bukin3,4, V. I. Chemerilova1 , O. F. Vyatchina 1,
O. A. Sekerina 2, Yu. A. Markova 5, G. V. Yurinova 1, V. P. Salovarova 1,
A. А. Pristavka 1, V. A. Kuzminova 1, A. S. Martynova 1, V. I. Zlobin 2

1Irkutsk State University, Irkutsk
2Irkutsk State Medical University, Irkutsk
3Limnological Institute SB RAS, Irkutsk
4 Irkutsk National Research Technical University, Irkutsk
5Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk

Abstract. The aim of this work was to search and analyze the structures of the CRISPR-Cas
system in the genome of the plasmid pYC-1 from the strain Bacillus thuringiensis YC-10 using
a selected algorithm of bioinformatics software. A search and analysis of the structures of the
CRISPR-Cas-system in the genome of the plasmid pYC-1, which is a megaplasmid of the
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strain B. thuringiensis YC-10, was carried out. The bioinformatical search for CRISPR-Cas-
system structures included three stages: identification of cas-genes, detection of CRISPR-
cassettes and analysis of their structures. Identification of cas-genes was carried out through
their amino acid profile using the MacSyFinder program. The detection and analysis of
CRISPR cassettes was performed using four applications: 1) CRISPRFinder; 2) CRISPRDe-
tect; 3) PILER-CR; 4) CRISPR Recognition Tool (CRT). A consensus structure for multiple
alignment of inter-spacer repeats was obtained and visualized in WebLogo 3. The position of
the consensus sequence in the classification of CRISPR-associated repeats was determined
through the CRISPRmap web service (v1.3.0). The analysis of the structure of the CRISPR
locus was performed using the software platform Artemis (ver. 17.0.1). The type of CRISPR-
Cas system was determined in accordance with the latest version of the classification [Koonin
et.al. 2017]. As a result of a software search in megaplasmid pYC-1, one CRISPR locus was
found, classified as Class I, type I, subtype C. Two CRISPR cassettes and four CRISPR-
associated genes were identified. The analysis of the structure of CRISPR-cassettes. The de-
coded spacer sequences provide information about bacteriophages and foreign plasmids to
which this bacterial strain may be resistant. The presence of a CRISPR-Cas system in the
plasmid genome may indicate a possible transfer of a given locus from the bacterial chromo-
some to the plasmid. It can also be assumed that these systems can be transmitted by conjuga-
tion in bacterial communities. The bioinformatics algorithm used in this work showed a high
efficiency of its use for the detection of CRISPR-Cas-system structures in extrachromosomal
elements of the genome.

Keywords: Bacillus thuringiensis, strain YC-10, plasmids, plasmid pYC-1, CRISPR-Cas sys-
tem, bioinformatic methods.
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