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Мицелиальные грибы родов Trichoderma, Penicillium, Aspergillus находят применение
в биотехнологии в качестве продуцентов ферментов, органических кислот, антибиотиков
и других полезных веществ. Увеличение продуктивности промышленных штаммов мик-
роорганизмов является актуальной задачей современной биотехнологии, решение которой
позволит увеличить эффективность микробиологических процессов. Поставленную задачу
можно решить в том числе и с преминением системы геномного редактирования CRISPR-
Cas [3].

Penicillium verruculosum является грибом-целлюлолитиком, и используется как проду-
цент ферментных препаратов [1]. Адаптация системы CRISPR-Cas даст новый эффектив-
ный инструмент для решения задач метаболической инженерии в штамме P. verruculosum.

Для проверки возможности нокаутирования генов у P. verruculosum системой CRISPR-
Cas был выбран ген нитратредуктазы (niaD), нокаут которого позволяет проводить пря-
мой отбор трансфомантов на среде, содержащей хлорат натрия. Для этого было решено
доставить нуклеазу Сas9 и необходимую ей направляющую-РНК (sgRNA), в двух отдель-
ных плазмидах. При этом ген cas9 находился под регуляцией аутологичного конститу-
тивного промотора глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы (gpdA), а sgRNA - промотора
5S рРНК A. niger. Последовательность протоспейсера sgRNA подбиралась в программе
ChopChop [2]. На 6 сутки после трансформации на среде с 0,6 М хлората натрия на-
блюдалось большое число колоний, большая часть из которых были очень мелкими, что
свидетельствовало об их замедленном росте. Шестнадцать более крупных колоний далее
были пересеяны на среду с 1 М хлоратом натрия. Далее, из выросших на селективной
среде колоний, случайным образом были выбраны 8 штук, у которых был отсеквенирован
ген niaD. Результаты показали наличие мутаций, приводящих к сдвигу рамки считывания
у 4 клонов в области, где должен был произойти двуцепочечный разрыв геномной ДНК за
счёт действия нуклеазы Cas9. Таким образом была успешно проверена работоспособность
данной системы редактирования генома у мицелиального гриба P. verruculosum.
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