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Наличие зон гидролиза крахмала вокруг 24 колоний свидетельствует о секреции рекомбинантными 
клетками дрожжей глюкоамилазы грибов A. awamori, что подтверждает интеграцию экспрессионной 
кассеты в область промотора LAC4 геномной ДНК вследствие гомологичной рекомбинации и функцио
нальную активность созданной конструкции pKGLA-1 в K. lactis. 

Заключение
Создана генетическая конструкция pKGLA-1 с кДНК глюкоамилазы гриба A. awamori 466 на основе 

интегративного вектора для дрожжей pKLAC2. В результате клонирования нуклеотидной последова-
тельности гена glaA в клетках K.  lactis GG799 синтезируется рекомбинантный фермент с нативным 
N-концом. Подтверждением успешного создания конструкции pKGLA-1 служат амплификация целе
вого гена и рестрикционный анализ ДНК плазмиды. 

Эффективность экспрессии целевого гена в дрожжевых клетках, обусловленной интеграцией экспрес-
сионной кассеты в область промотора LAC4 геномной ДНК вследствие гомологичной рекомбинации, 
доказана чашечным методом. Рекомбинантные клетки K. lactis росли на селективной минимальной среде 
с добавлением 5 ммоль/л ацетамида и секретировали глюкоамилазу, о чем свидетельствовали зоны гидро-
лиза крахмала вокруг колоний.

Практическое применение сконструированной плазмиды может быть реализовано при создании раз-
личных дрожжевых штаммов-продуцентов глюкоамилаз гриба A. awamori с определенными промыш-
ленно значимыми свойствами. 
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Рис. 6. Чашечный тест на глюкоамилазную активность  
рекомбинантных клеток дрожжей K. lactis с плазмидой pKGLA-1,  

выросших на агаризованной среде с добавлением крахмала
Fig. 6. Analysis of the glucoamylase expression in K. lactis сells  

with the pKGLA-1 plasmid. The cells were grown on the starch agar


