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ФУНКЦИЯ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА XlnR 
У МИЦЕЛИАЛЬНОГО ГРИБА Penicillium verruculosum
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Мицелиальный гриб Penicillium verruculosum является высокоактивным продуцентом ферментов
целлюлолитического комплекса – целлобиогидролаз, эндоглюканаз и β-глюкозидаз. С помощью
ранее адаптированной для P. verruculosum системы геномного редактирования CRISPR/Cas9 был
получен штамм с нокаутом гена xlnR, кодирующего XlnR – один из основных транскрипционных
факторов мицелиальных грибов. Методом количественной ПЦР был определен уровень тран-
скрипции генов целлюлолитического комплекса для штамма P. verruculosum B1-221-151 и нового
штамма P. verruculosum ΔxlnR. Показано, что белок XlnR активирует транскрипцию генов cbh1, egl2
и bgl1, кодирующих целлобиогидролазу 1, эндоглюканазу 2 и β-глюкозидазу, соответственно, при
наличии в ростовой среде ксилозы и ксилоолигосахаридов. Установлено, что в активации тран-
скрипции этих генов целлобиозой, целлотриозой, софорозой и гентиобиозой участвуют и другие
транскрипционные факторы, определяя их комплексный эффект в биосинтезе целлюлолитическо-
го комплекса ферментов, продуцируемых грибом P. verruculosum.
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Технология CRISPR/Cas9 является популярным
инструментом геномного редактирования прока-
риотических и эукариотических организмов, благо-
даря простоте адаптации, позволяющей быстро
корректировать геномы и, соответственно, мета-
болические пути различных организмов [1]. Пер-
вые работы по применению CRISPR/Cas9 появи-
лись в 2013 году [2, 3], на сегодняшний момент,
данная технология прочно вошла в арсенал со-
временных методов молекулярной биологии и
биотехнологии [4].

Впервые редактирование генома мицелиаль-
ного гриба Aspergillus aculeatus было проведено в
2015 году [5]. В современной мировой практике тех-
нология геномного редактирования CRISPR/Cas9
повсеместно используется для улучшения техно-
логических характеристик важных для промыш-

ленности мицелиальных грибов рода Aspergillus
[6], Penicillium [7], Talaromyces [8] и Trichoderma
(Hypocrea) [9].

Мицеллиальный гриб P. verruculosum является
высокоэффективным продуцентом целлюлаз, ко-
торые представлены тремя ключевыми фермен-
тами: целлобиогидролазами 1 и 2, эндоглюкана-
зами и β-глюкозидазой Промышленный штамм
P. verruculosum B1-221-151 способен секретировать
до 60 г/л внеклеточных ферментов, доля целлюлаз в
которых составляет 75–80% [10, 11]. Однако отсут-
ствие знаний о транскрипционно-активаторном
механизме, реализующимся при биосинтезе ос-
новного целлюлазного комплекса, ограничива-
ет возможности оптимизации субстратной базы в
процессе ферментации гриба.

Ранее нами была адаптирована методика
СRISPR/Cas9 нокаутов однокопийных генов в
грибе P. verruculosum В1-221-151. Для этого была
выбрана схема редактирования с синтезом нукле-
азы Cаs9 и sgRNA непосредственно в грибной

Список сокращений: КОС – ксилоолигосахариды, МКЦ –
микрокристаллическая целлюлоза, ЦБГ – целлобиогидро-
лаза, ЦОС – целлоолигосахариды, ЭГ – эндоглюканаза,
БГ – β-глюкозидаза, БИ – без индуктора.
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клетке. Для транскрипции гена cas9 был выбран
конститутивный промотор гомологичного гена
gpdA, а для транскрипции sgРНК – промотор 5S
рРНК. В результате экспериментов был получен
штамм с нокаутами генов нитратредуктазы (niaD),
как маркерного гена, и целлобиогидролазы 1
(cbh1), что привело к изменению состава целлю-
лолитического комплекса и повышению экспрес-
сии целлобиогидролазы 2 [12].

Из литературных данных известно, что в тран-
скрипции целлюлолитических генов участвуют
несколько транскрипционных факторов: XlnR
(Xyr-1), ClrA (CLR 1), ClrB (CLR 2), TacA [13–15],
однако транскрипционный фактор XlnR играет
наиболее важную роль в активации транскрип-
ции, контролируя экспрессию генов, кодирую-
щих ферменты, которые гидролизуют ксилан и
ксилоглюкан, а также целлюлозу [16, 17]. Было
показано, что ген xlnR присутствует почти во всех
мицелиальных грибах [13, 18]. Белок Xyr1/XlnR у
Neuspora crassa и A. nidulans регулирует транскрип-
цию только генов гемицеллюлаз, а у T. reesei, A. niger
и P. oxalicum активирует транскрипцию, в том чис-
ле, и целлюлолитических генов [19].

Целью настоящей работы являлось определе-
ние функции транскрипционного фактора XlnR,
являющегося одним из основных регуляторов
транскрипции карбогидраз у мицелиальных гри-
бов [13], что необходимо для понимания механиз-
мов регуляции транскрипции генов основных
целлюлаз в мицелиальном грибе P. verruculosum:
целлобиогидролазы 1 (cbh1, ЦБГI), эндоглюкана-
зы (egl2, ЭГ2) и β-глюкозидазы (bgl1, БГ). В прак-
тическом смысле полученные знания помогут
улучшить систему биосинтеза карбогидраз в гри-
бе P. verruculosum.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Штаммы и среды

Штамм Escherichia coli XL1-Blue (F':Tn10 proA+B+

lacIq Δ(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (NalR) thi hs-
dR17 (rK– mK+) glnV44 relA1 lac) был использован
для молекулярного клонирования. Для наработ-
ки плазмидной ДНК штамм E. сoli XL1-Blue был
культивирован при 37°C и 250 об/мин на среде
Лурия-Бертрани, содержащей (г/л): триптона – 10,
дрожжевого экстракта – 5, NaCl – 5 (pH 7.2–7.5).

Также в работе был использован штамм P. ver-
ruculosum ВКМ F-3972D. Для получения споро-
вой суспензии споры штамма высевали уколом на
агаризованную (2% агара) минимальную среду
MM [20] с 10 мМ NaNO3 в качестве источника азо-
та, инкубировали 14 сут при 32°C, после чего спо-
ры смывали стерильным раствором 0.02%-ного
Tween-80. Суспензию фильтровали через стек-
лянный фильтр (200 мкм), и производили под-
счет концентрации спор в камере Горяева.

Для наращивания биомассы мицелия в жидкой
среде споровой суспензией засевали 750-милли-
литровые колбы со 100 мл среды и инкубировали
на орбитальной качалке (220 об/мин) при темпе-
ратуре 32°C.

Клонирование гена xlnR P. verruculosum
Проведен анализ аминокислотной последо-

вательности белка XlnR гриба N. crassa OR74A
(AN: XP_962611.1) программой “Blastp” с исполь-
зованием последовательностей белков для грибов
из родов Talaromyces и Penicillium из базы NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Pro-
teins). Сравнение показало, что максимальная го-
мология XlnR N. crassa наблюдалась для тран-
скрипционного фактора C6 штамма T. marneffei
ATCC 18224 (AN: XP_002145389.1). Соответству-
ющая кодирующая нуклеотидная последователь-
ность (AN: NW_002196661.1) была соотнесена с 8
ближайшими гомологами с использованием для
поиска коллекции “whole genome shotgun con-
tigs”. На консервативные участки были выбраны
вырожденные праймеры:

XLNRD1 gcaaaccactttac(t/c)gg(c/a)ctcac;
XLNRR2 ggtt(a/t)cgcgcatgattca(a/g)atcgac.
С помощью этих праймеров и ДНК P. verru-

culosum в качестве матрицы, был амплифици-
рован фрагмент ДНК, соответствующий после-
довательности внутреннего фрагмента гена xlnR
P. verruculosum.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) прово-
дили с использованием полимеразы Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fischer Sci-
entific, США), согласно рекомендациям произво-
дителя.

Клонирование фланкирующих 5'-и 3'- областей
гена было осуществлено с использованием метода
“прогулки по неклонированной геномной ДНК”
[21], для чего на секвенированную последователь-
ность ПЦР-фрагмента были выбраны праймеры:

XLNRCR1 tgcatgtgcgaggttgtgtttgatgtagga;
XLNRCR2 gcggatgtgctggcaaagtaaagatcaaga;
XLNRCD1 ctaccggagcagtcgatgatgttgccacat;
XLNRCD2 aaagccatgaccgagatggcaatgtcgaga.

Конструирование плазмид
ПЦР проводили с использованием ДНК-по-

лимеразы Phire Hot Start II DNA Polymerase (Ther-
mo Fisher Scientific Inc.) в соответствии с реко-
мендациями производителя. Все праймеры были
разработаны с помощью программного обеспече-
ния SnapGene v. 3.2.1.

Последовательность протоспейсера для но-
каута гена xlnR (5'-gcattctgctgatacggttg-3') была по-
добрана в программе ChopChop (https://chop-
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chop.cbu.uib.no/). Плазмида pGCX (рис. 1) была
получена путeм лигирования по рестрикционным
сайтам BamHI и SalI в плазмиду pGpdCas9 [12]
фрагмента ДНК, кодирующего sgРНК для гена xlnR
из предварительно полученной плазмиды p5SxlnR.
Плазмида p5SxlnR была получена из плазмиды
p5SniaD [12] в результате замены последователь-
ности sgРНК c помощью ПЦР-мутагенеза с ис-
пользованием праймеров:

SgRxlnRF gcattctgctgatacggttggttttagagctagaaata-
gcaag

SgRxlnRR caaccgtatcagcagaatgcctattcgtcctttcata-
caacag.

Трансформация P. verruculosum B1-221-151 
и отбор рекомбинантных штаммов 

P. verruculosum ΔniaDΔxlnR
Для нокаута генов niaD и xlnR проводили транс-

формацию штамма P. verruculosum В1-221-151 плаз-
мидами p5SniaD и pGCX, как описано ранее [12, 22].

Трансформанты c генотипом P. verruculosum niaD
отбирали на минимальной среде ММ с добавле-
нием 10 мМ NH4Cl в качестве источника азота и
0.7 М NaClO3 в качестве селективного агента. Ко-
лонии, выросшие на данной среде, пересевали на
минимальную среду ММ с NH4Cl или NaNO3 в ка-
честве источника азота. Клоны, способные расти
на NaNO3, исключали из дальнейшего анализа.

Из отобранных на селективной среде клонов
выделяли геномную ДНК набором DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, США). Выделенную ДНК ис-
пользовали для амплификации фрагментов гена
xlnR с помощью праймеров:

XlnRF1 ctttctgtcgcatcgaccgac

XlnSR1 ccttcgcagcagcttctgcaatat
Полученные фрагменты ДНК использовали

для секвенирования и поиска мутаций.

Определение влияния индукторов на транскрипцию 
генов cbh1, bgl1 и egl2 методом количественной 

ПЦР
Выращивание биомассы штаммов P. verruculo-

sum ΔniaΔxlnR и P. verruculosum В1-221-151 для вы-
деления РНК в условиях индукции проводили
как было описано ранее [23], за исключением ис-
пользования для штамма c генотипом ΔniaΔxlnR в
качестве источника азота хлорида аммония в кон-
центрации 10 мМ.

В качестве индукторов использовались: 2 мМ
ксилозы, 1 мМ ксилобиозы, 2 мМ целлобиозы,
2 мМ целлотриозы, 2 мМ гентиобиозы, 2 мМ цел-
лоолигосахаридов (ЦОС) со степенью полимери-
зации 2–3 и 2 мМ ксилоолигосахаридов (КОС) со
степенью полимеризации 3–5. ЦОС и КОС были
получены путeм ограниченного ферментативного
гидролиза МКЦ и ксилана берeзы как описано ра-
нее [23]. Пробы мицелия отбирались через 1, 2
и 4 ч. Выделение РНК проводили как описано в
работе [23].

Количественную ПЦР проводили как описано
ранее [23] со следующими модификациями. На
последовательности референсных генов актина
(actA), бета-тубулина (tub2), глицеральдегид-3-фос-
фат дегидрогеназы gpdA и целевого гена cbh1, бы-
ли синтезированы 5'-флуоресцентно-меченые оли-
гонулеотиды с соответствующими гасителями флу-
оресценции (табл. 1).

Проба для ПЦР в реальном времени содержала
по 10 пмоль прямого и обратного праймеров на ге-

Рис. 1. Схема получения плазмиды pGCX использованной для трансформации P. verruculosum. 
Fig. 1. Scheme for obtaining the pGCX plasmid used to transform P. verruculosum.

P5S rRNA

P5S rRNA

p5SniaD p5SxlnR

pGpdCas9pGCX

niaD sgRNA P5S rRNA

PgpdA Tcbh1cas9PgpdA Tcbh1cas9

xlnR sgRNA

xlnR sgRNA

ПЦР-мутагенез

BamHISalI

BamHI BamHI
SalI SalI

Лигирование по
сайтам SalI и

BamHI



32

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 38  № 6  2022

КИСЛИЦИН и др.

ны cbh1, actA, tub2 и gpdA P. verruculosum, по 10 пмоль
флуоресцентно-меченых олигонулеотидов, 8 мкл
2.5× реакционной смеси для ПЦР в реальном вре-
мени (“Синтол”, Россия), 10 мкл кДНК исследуе-
мого образца и дистилированной воды до 20 мкл.

Анализ транскрипции генов bgl1 и egl2 прово-
дили по изменению флуоресценции в присут-
ствии красителя EVA Green (“Синтол”, Россия),
для чего были подобраны соответствующие пары
ПЦР-праймеров (табл. 1), показавшие схожую с
референсными генами эффективность амплифи-
кации при использовании ДНК Р. verruculosum в
качестве матрицы.

Все пробы наносили в трех повторностях. Для
сравнения Cq (количество циклов, необходимое
для того, чтобы флюоресценция достигла порого-
вого уровня над шумом) в различных плашках,
43 нг ДНК Р. verruculosum в трех повторностях на-
носили в каждую плашку для пересекающихся ге-
нов в качестве матрицы.

Программа ПЦР в реальном времени: 1 ста-
дия – 5 мин при 95°C, 2 стадия – (15 сек при
95°C, 45 сек при 60°C) 39 циклов, с измерением
флюоресценции после каждого цикла.

Амплификацию проводили в приборе CFX96
(Bio-Rad, США) в совместимых 96-луночных бе-
лых низкопрофильных планшетах. Результаты
анализировали с использованием программно-
го обеспечения Bio-Rad CFX Manager v.3.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клонирование гена транскрипционного 

фактора XlnR P. verruculosum
Используя вырожденные праймеры на консер-

вативные участки генов-гомологов xlnR был ампли-
фицирован и секвенирован фрагмент ДНК дли-
ной 1074 п.н. Согласно биоинформатическому
анализу, полученный фрагмент ДНК гомологи-
чен гену xlnR N. сrassa. Для установления полной
последовательности гена использовали метод “про-
гулки по неклонированной геномной ДНК” [21]. В
результате была получена нуклеотидная последова-
тельность длиной 4225 п.н., которая содержала пол-
ный ген xlnR P. verruculosum, кодирующая область
которого была разделена двумя интронами (рис. 2).

При сравнении последовательностей, имею-
щихся в базе данных NCBI, с транслированной по-
следовательностью обнаружено, что степень ее го-
мологии с транскрипционными факторами (ХlnR)
Talaromyces marneffei (KFX43185) и Talaromyces
pinophilus (KAF3401166.1) составляет 91 и 93% со-
ответственно.

В полученной последовательности были иден-
тифицированы: ДНК-связывающий домен клас-
са Zn(II)2Cys6, кодирующий цинковый палец,
характерный для транскрипционных факторов
эукариот [24], сигнал внутриядерной локализа-
ции (NLS, Nuclear Localization Signal) и Fun-
gal_TF_MHR (Transcription Factor Middle Homol-

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени 
Table 1. Primers for real-time PCR

Название Нуклеотидная последовательность (5'–3') Референсный/Целевой Ген

PVACTQD1 acaagaaatccagaccgcttccc actA

PVACTQR1 tttcgagaccgatgacggaagg actA

PVCBHQD2 caacatgggcgctgctctcaaa cbh1

PVCBHQR2 gaagttgtagggcaggaaccacga cbh1

PVGPDQD2 aacggcaagcgcgtcaagttct gpdA

PVGPDQR2 acccttcaagtgagcagaggcctt gpdA

PVTUBQD1 gcttccggcaacaaatatgtccc tub2

PVTUBQR1 ccggactgaccgaaaacaaagttg tub2

PVACTFM FAM-cccgacggacaggtcatcaccattg-BHQ1 TaqMan actA

PVBENRG R6G-ctcgtcgacttggagcccggtacca-BHQ1 TaqMan tub2

PVGPDRX ROX-ccgccaacatcaagtggtccgagac-BHQ2 TaqMan gpdA

PVCBHC5 Cy5-cgacagcacttaccccacaaacgcaa-BHQ2 TaqMan cbh1

PVEG2QD1 cgcctggacttggacaacttacaac eg2

PVEG2QR1 gcttacgcattggtctgatgtgc eg2

PVBGLQD2 tagcgttaccactggcccaactactg bgl1

PVBGLQR2 tgagcaacctccgaacctgtaacg bgl1
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ogy Region) домен, также характерных для гриб-
ных транскрипционных факторов (рис 3).

Нокаут гена транскрипционного фактора 
XlnR системой CRISPR/Cas9

Ранее, в работе [12] нами была отработана мето-
дика использования системы CRISPR/Cas9 для по-
лучения двойных нокаутов в мицеллиальном грибе
P. verruculosum. Для этого прототрофный штамм
гриба был трансформирован двумя плазмидами:
плазмидой p5SniaD, содержащей последователь-
ность, кодирующую sgРНК для нокаута маркер-
ного гена нитратредуктазы (niaD) и плазмидой
pGCX, содержащей ген cas9 и последовательность,
кодирующую sgРНК для нокаута целевого гена
cbh1. Нокаут маркерного гена niaD позволяет от-
бирать трансформанты на среде, содержащей
хлорат натрия [25]. Доставка второй sgРНК для
целевого гена в одной плазмиде с геном cas9
увеличивает вероятность двойного нокаута це-
левого и маркерного генов. В случае гена cbh1 до-
ля трансформантов с двойным нокаутом состав-
ляла 50% [12].

Для нокаута гена xlnR был использован анало-
гичный подход. Плазмида pGCX вместе с плаз-
мидой p5SniaD была трансформирована в прото-
трофный штамм P. verruculosum 221-151. В резуль-
тате трансформации, на селективной среде с
хлоратом натрия и хлоридом аммония было по-
лучено 10 трансформантов, из которых 7 были не

способны утилизировать в качестве источника нит-
ратный азот. В результате секвенирования было
установлено, что 6 клонов содержали мутацию в
месте двухцепочечного разрыва ДНК нуклеазой
Cas9, но лишь у одного клона № 8 мутация приве-
ла к сдвигу рамки считывания (рис. 4). У других
клонов произошла замена одного нуклеотида.

Таким образом для последующих эксперимен-
тов был отобран клон №8 с генотипом ΔniaDΔxlnR.

Анализ транскрипции генов целлюлаз cbh1, egl2 
и bgl1 в штаммах P. verruculosum B1-221-151 

и P. verruculosum ΔniadΔxlnR под влиянием 
различных индукторов

Мицелиальный гриб P. verruculosum является
микроорганизмом, продуцирующим комплекс
целлюлолитических и гемицеллюлолитических
ферментов [26]. В большинстве грибов-целлюло-
литиков (Aspergillus sp., Trichoderma sp., Penicillium
sp.) целлюлоза и ее производные (ди- и трисаха-
риды) индуцируют транскрипцию целлюлазных
и ксиланазных генов посредством XlnR-зависи-
мого и/или XlnR-независимого сигнальных пу-
тей. Набор генов, регулируемых транскрипцион-
ными факторами в мицелиальных грибах, может
значительно изменяться от вида к виду. Например,
транскрипционный фактор XlnR в A. niger [27],
A. aculeatus [28] и P. oxalicum [29], а также его гомо-
лог Xyr1 в T. reesei [30] и Talaromyces.versatilitis [31],
активируют транскрипцию генов целлюлаз и ге-

Рис. 2. Карта гена xlnR P. verruculosum. Показаны экзон-интронная структура, расположение праймеров для ПЦР и се-
квенирования, а также место посадки sgRNA (протоспейсер). 
Fig. 2. P. verruculosum xlnR gene map. The exon-intron structure, the location of primers for PCR and sequencing, and the sgRNA
site (protospacer) are shown.

3478 п.н.
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Протоспейсер

xInR CDS

Рис. 3. Карта транскрипционного фактора XlnR P. verruculosum. Указаны расположение ДНК- связывающего домена
(Zn(II)2Cys6), NLS и TF_MHR домена. 
Fig. 3. P. verruculosum XlnR transcription factor map. The location of the DNA-binding domain (Zn(II)2Cys6), NLS and
TF_MHR domains are indicated.
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мицеллюлаз, тогда как в N. crassa [13] и A. nidulans
[32], Xlr-1 и XlnR регулируют транскрипцию только
генов гемицеллюлаз. И для первой, и для второй
группы мицелиальных грибов транскрипция генов
осуществляется по XlnR-зависимому пути. Однако
транскрипция генов только целлюлаз, как, на-
пример, в грибе Fusarium graminearum, происхо-
дит по XlnR-независимому пути под действием
других транскрипционных факторов [33].

В мицелиальных грибах для активации тран-
скрипции целлюлаз необходимо наличие в среде
моно-, ди- и олигосахаридов, являющихся индук-
торами. Их действие также может значительно от-
личаться в зависимости от вида гриба. Например, у
A. niger индуктором транскрипции генов целлюлаз
и гемицеллюлаз является ксилоза [26], у T. reesei
софороза и лактоза [27, 28]. Ранее, нами было по-
казано, что транскрипцию гена cbh1, кодирующе-
го “мажорную” целлобиогидролазу I (ЦБГI) у
гриба P. verruculosum, активируют в основном цел-
лобиоза, а также ксилоза, гентиобиоза, смесь ди-
и три- целлоолигосахаридов ЦОС 2-3 и смесь
ксилоолигосахаридов КОС 3-5 [22].

В данном исследовании с помощью метода ко-
личественной-ПЦР был проведен анализ тран-
скрипции генов cbh1, egl2, bgl1, кодирующих ЦБГ 1,
ЭГ 2 и БГ, соответственно, в присутствии ранее
установленных индукторов транскрипции гена cbh1
для исходного штамма P. verruculosum В1-221-151 и
штамма с нокаутом транскрипционного фактора

P. verruculosum ΔniaDΔxlnR. Результаты экспери-
ментов представлены на рис. 5.

Очевидно, что транскрипционный фактор ХlnR
участвует в активации транскрипции всех иссле-
дуемых генов, но в различной степени. Для генов
egl2 и bgl1 ранее индукторы не определялись, по-
этому панель индукторов для них использовалась
по аналогии с геном cbh1. Однако данные, приве-
денные на рисунках 5d и 5f свидетельствуют, что
ксилоза и ее производные практически не влияют
на индукцию транскрипции генов egl2 и bgl1 ни в
штамме B1-221-151, ни в штамме ΔxlnR. Общее па-
дение уровня транскрипции всех трех генов в штам-
ме B1-221-151 в динамике 1, 2, 4 ч, по-видимому,
связано с увеличением концентрации глюкозы в
клетках, образующейся под действием комплекса
ЦБГI, ЭГ2 и БГ. Это приводит к запуску механизма
репрессии под действием белка-репрессора СreA,
который провоцирует репрессию регуляторного ге-
на xlnR, тем самым снижая уровень транскрипции
целлюлаз. Данный механизм баланса индукции-
репрессии является общим для мицелиальных
грибов, продуцентов целлюлаз/ксиланаз [34].

Снижение уровня транскрипции генов cbh1
(рис. 5а и 5b) и egl2 (рис. 5c) в штамме ΔxlnR было
более значительно, чем в случае гена bgl1 (рис. 5e)
при добавлении всех использованных индукторов,
что говорит о реализации XlnR-зависимого пути
транскрипции целлюлазных генов в P. verruculo-
sum по аналогии с другими низшими грибами-
целлюлолитиками [27–31].

Рис. 4. Сравнение фрагментов гена xlnR и кодируемых ими фрагментов белка XlnR у отобранных трансформантов с
исходным геном и белком. 
Fig. 4. Comparison of xlnR gene fragments and XlnR protein fragments encoded by them in selected transformants with the orig-
inal gene and protein.
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Рис. 5. Относительная транскрипция генов cbh1 (a, b), egl2 (c, d) и bgl1 (e, f) в штаммах P. verruculosum B1-221-151 (WT, К1)
и штамма P. verruculosum ΔxlnR с нокаутированным транскрипционным фактором (ΔxlnR, К2) под влиянием различ-
ных индукторов: целлобиозы, целлотриозы, целлоолигосахаридов (ЦОС), гентиобиозы (a, c, e), ксилоолигосахаридов
(КОС), ксилобиозы, ксилозы (b, d, f) через 1 ч (белый), 2 ч (серый) и 4 ч (черный цвет) после добавления индуктора, а
также без добавления индуктора (БИ) через 1 час (К1, К2) (b, d, f). 
Fig. 5. Relative transcription of cbh1 (a, b), egl2 (c, d), and bgl1 (e, f) genes in P. verruculosum B1-221-151 (WT, K1) strains and
P. verruculosum ΔxlnR strain with knockout transcription factor ( ΔxlnR, K2) under the influence of various inducers: cellobiose,
cellotriose, cellooligosaccharides (COS), gentiobiose (a, c, e), xylooligosaccharides (XOS), xylobiose, xylose (b, d, f) after 1 h
(white), 2 h (gray) and 4 hours (black color) after adding the inductor, and also without adding the inductor (NI) after 1 hour
(K1, K2) (b, d, f).
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Незначительное увеличение уровня транскрип-
ции гена сbh1 в штамме B1-221-151 на 2 ч индукции
целлотриозой, скорее всего, связано с добавоч-
ной индукцией целлобиозой, полученной от фер-
ментативного гидролиза трисахарида в дисахарид
под действием собственной БГ в первый час ин-
дукции (рис. 5а). Также интересно отметить, что
для гена cbh1 в штамме ΔxlnR практически полно-
стью пропадал эффект индукции ксилозой и кси-

лобиозой (рис. 5b), а пик индукция целлобиозой,
целлотриозой, ЦОС 3-5 и гентиобиозой сместил-
ся с 1-ого часа на 4 после их добавления (рис. 5а),
то есть процесс индукции изменился. Данный эф-
фект объясняется сменой XlnR-зависимого пути
индукции транскрипции генов целлюлаз на XlnR-
независимый путь, т.е. в транскрипцию cbh1 гена
могут включаться другие транскрипционные фак-
торы, оказывая “замещающий” эффект, например,

Рис. 5. Окончание
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TacA, ортолог которого является транскрипцион-
ным фактором целлюлаз в близкородственном
штамме T. celluloliticus [15]. Подобный эффект на-
блюдался в штамме A. aculeatus при индукции
штамма ΔxlnR целлобиозой [33].

Интересный эффект наблюдался для тран-
скрипции гена egl2. Динамика транскрипции в
штаммах ΔxlnR с индукцией целлобиозой, целло-
триозой, ЦОС и гентиобиозой в целом повторя-
ла динамику уменьшения транскрипции egl2 в
B1-221-151, однако ее уровень в штамме ΔxlnR
был значительно ниже (рис. 5c). Другими слова-
ми, в отличие от гена cbh1 (рис. 5а) “включение”
альтернативного пути транскрипции происходи-
ло уже через 1 ч после добавления индукторов.
Данный эффект требует дальнейшего изучения.

В случае гена bgl1 (рис. 5e) в штамме ΔxlnR
не наблюдали канонической картины увеличе-
ния/уменьшения транскрипции в динамике 1,
2, 4 ч как это происходило с генами cbhI и egl2.
Известно, что БГЛ является третьим ключевым
ферментом целлюлазного комплекса, продуцируе-
мого P. verruculosum и осуществляет финальную ста-
дию гидролиза целоолигосахаридов до глюкозы
[35]. Возможно, индукция гена bgl1 поддержива-
ется исключительно дисахаридами (целлобиозой и
гентиобиозой), находящимися в равновесной кон-
центрации, и транскрипция данного гена стацио-
нарна по крайне мере в пределах первых 4 часов
наблюдения, что связано с недостаточностью экс-
прессии генов cbh1 и egl2 за этот период в штамме c
нокаутом гена xlnR.

В результате проведeнных исследований было
установлено, что транскрипционный фактор XlnR
участвует в активации транскрипции основных
целлюлаз у P. verruculosum также как у T. reesei и
P. oxalicum [19]. В тоже время, в активации тран-
скрипции генов cbh1, egl2 и bgl1 целлобиозой,
целлотриозой, софорозой и гентиобиозой также
участвуют и другие транскрипционные факторы,
определяя комплексный эффект нескольких фак-
торов транскрипции в биосинтезе целлюлолити-
ческого комплекса ферментов, продуцируемых
грибом P. verruculosum B1-221-151. Полученные дан-
ные позволяют продвинуться в понимании тран-
скрипционно-активаторного механизма гриба
P. verruculosum, что позволит в дальнейшем про-
вести генетическую модификацию штамма и
получить новые рекомбинантные штаммы с из-
мененными паттернами экспрессии целлюлаз
и/или гемицеллюлаз. Потенциальная стратегия
модификации производственных штаммов, со-
стоящая в получении новых экспрессионных си-
стем на основе конститутивной или индуцибель-
ной экспрессии регуляторных белков позволит
получать востребованные промышленные фер-
менты в экспрессионных системах, не зависящих
от индукторных веществ.
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Function of Transcription Factor XlnR in Filamentous Fungus Penicillium verruculosum
V. Yu. Kislitsina, А. M. Chulkina, I. N. Zorova, b, I. G. SInelnikova, А. P. Sinitsyna, b, and А. М. Rozhkovaa, #
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Abstract—The Penicillium verruculosum filamentous fungus is a highly active producer of cellulolytic complex
enzymes, cellobiohydrolases, endoglucanases and β-glucosidases. Using the CRISPR/Cas9 genomic editing
system, previously adapted to P. verruculosum, a strain with a knockout of the xlnR gene encoding XlnR, one
of the main transcription factors of filamentous fungi, has been obtained. The transcription level of cellulo-
lytic genes was determined by quantitative PCR for the P. verruculosum B1-221-151 strain and the new P. ver-
ruculosum ΔxlnR strain. The XlnR protein was shown to activate transcription of the cbh1, egl2, and bgl1 genes
encoding cellobiohydrolase 1, endoglucanase 2, and β-glucosidase, respectively, in the presence of xylose and
xylooligosaccharides in the growth medium. It was found that other factors are also involved in the activation
of transcription of these genes by cellobiose, cellotriose, sophorose, and gentiobiose, which has a complex ef-
fect on the biosynthesis of the cellulolytic complex of enzymes produced by the P. verruculosum fungus.

Keywords: Penicillium verruculosum, XlnR, cellibiohydrolase 1, endoglucanase 2, β-glucosidase, transcrition,
СRISPR/Cas9



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


