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ÊËÎÍèÐÎâàÍèÅ ÃÅÍà ÃËЮÊÎçÎÎÊñèäàçЫ  
â PENICILLLIUM ADAMETZII ЛФ F-2044.1

Дëя кëонирования ãена gox в P. adametzii ЛФ F-2044.1 сконструирован век-
тор pNOM102-GOX и отработаны усëовия поëучения протопëастов ãриба. 
Проведена эëектропорация P. adametzii ЛФ F-2044.1 и отобраны транс-
форманты, устойчивые к антибиотику ãенетицин. Штаммы P. adametzii 
ЛФ F-2044.1.17 и P. adametzii ЛФ F-2044.1.18 обëадаëи повышенным уровнем 
синтеза ãëюкозооксидазы по продуцирующей способности мицеëия в 2-2,5 раз. 
Установëено, что дëя соõранения векторов в составе трансформантов не-
обõодимо иõ поддержание на среде, содержащей антибиотик.

Кëючевые сëова: Penicillium adametzii, ãëюкозооксидаза, трансформация, 
ãен gox.

Ãëþêîçîîêñèäàçà (ÃÎ) (βdгëþêîçî: Î21îêñèäîðåäóêòàçà, ÊÔ 1.1.3.4.) – 
фåðìåíò êëàññà îêñèäîðåäóêòàç, êàòàëèçèðóþùèé îêèñëåíèå βdгëþêîçы äî 
βdгëþêîíîëàêòîíà è ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Ôåðìåíò øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ïè-
ùåâîé ïðîìыøëåííîñòè â êà÷åñòâå àíòèîêñèäàíòà è êîíñåðâàíòà [1], â ìåäèöèíå 
− â êà÷åñòâå äèàгíîñòè÷åñêîгî è òåðàïåâòè÷åñêîгî ñðåäñòâà [3]. Â õèìè÷åñêîé 
ïðîìыøëåííîñòè фåðìåíò ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ гèäðîõèíîíà, гëþêîíîâîé 
êèñëîòы è åå ñîëåé [13].

Äî íåäàâíåгî âðåìåíè äëÿ óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ïðîìыøëåííыõ øòàììîâ – 
ïðîäóöåíòîâ фåðìåíòîâ èñïîëüçîâàëèñü ìåòîäы èíäóöèðîâàííîгî ìóòàгåíåçà è 
ñåëåêöèè. Эòè ìåòîäы ïðèìåíÿþòñÿ è òåïåðü, íî, íàðÿäó ñ íèìè, âñå áîëüøåå ðàñ-
ïðîñòðàíåíèå ïîëó÷àþò ìåòîäы гåíåòè÷åñêîé èíжåíåðèè, ïîçâîëÿþùèå ñîçäàâàòü 
фóíêöèîíàëüíî àêòèâíыå гåíåòè÷åñêèå ñòðóêòóðы in vitro èç фðàгìåíòîâ гåíîìîâ 
ðàçëè÷íыõ îðгàíèçìîâ, ââîäèòü ðåêîìáèíàíòíыå èëè гèáðèäíыå ìîëåêóëы â êëåòêó 
è ïîëó÷àòü íîâыå âыñîêîïðîäóêòèâíыå øòàììы ìèêðîîðгàíèçìîâ.

Â ëàáîðàòîðèè фåðìåíòîâ ÃНÓ “иíñòèòóò ìèêðîáèîëîгèè НÀН Áåëàðóñè” 
îòîáðàí P. adametzii ËÔ F2044.1 – àêòèâíыé ïðîäóöåíò ÃÎ, õàðàêòåðèçóþùèé-
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ñÿ ìîðфîëîгè÷åñêîé è áèîõèìè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòüþ [6]. иç ÄНÊ äàííîгî гðèáà 
âыäåëåí è îõàðàêòåðèçîâàí гåí gox, êîäèðóþùèé ÃÎ [4].

цåëü ðàáîòы – ïðîâåñòè ìîëåêóëÿðíîå êëîíèðîâàíèå гåíà gox â P. adametzii 
Ëф F-2044.1 è ïîëó÷èòü ðåêîìáèíàíòíыå øòàììы – ïðîäóöåíòы ÃÎ.

Мàòåðиàлы и мåòîäы
Äëÿ âыïîëíåíèÿ èññëåäîâàíèé èñïîëüçîâàëè: Escherichia coli Dh5α (гåíîòèï 

supE44 deltalacU169 /phi80 lacZ deltaM15/ hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1); 
ïëàçìèäы pUC19, pBluescript II KS (+), p35SNptII èç êîëëåêöèè иíñòèòóòà гåíåòèêè 
è öèòîëîгèè НÀН Áåëàðóñè, pNOM102, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííóþ äîêòîðîì P. Punt 
(Wageningen Center for Food Sciences (WCFS), Wageningen, The Netherlands), à 
òàêжå гåí gox P. adametzii Ëф F-2044.1.

Â êà÷åñòâå îáъåêòîâ èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè P. adametzii ËÔ F2044.1 è 
ïîëó÷åííыå òðàíñфîðìàíòы гðèáà.

Ãåíîìíóþ ÄНÊ P. adametzii ËÔ F2044.1 âыäåëÿëè ïî ìåòîäó Punekar ñ ñîàâò. [12].
Àìïëèфèêàöèþ гåíà gox ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏцÐ) ïðî-

âîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ CTAGTCATATGATGGTGTCTGTATTTCTCAGC è 
TCAGAGAATTCCTAGGCACTTTTGGCATAGTC, ñèíòåçèðîâàííыõ â ÎÄÎ “Ïðàéì-
òåõ” (Áåëàðóñü).

Ãåí gox P. adametzii ËÔ F2044.1 âñòðàèâàëè â ïëàçìèäó pNOM102 ïîä 
êîíòðîëü ïðîìîòîðà гëèöåðàëüäåгèäфîñфàòäåгèäðîгåíàçы A. nidulans è òåðìèíàòîðà 
гåíà èíäîëгëèöåðîëфîñфàòñèíòàçы A. nidulans.

Êëîíèðîâàíèå àìïëèфèöèðîâàííыõ гåíîâ gox, èõ ðåñòðèêöèîííыé àíàëèç, 
òðàíñфîðìàöèþ â E. coli Dh5α è эëåêòðîфîðåç â àгàðîçíîì гåëå ïðîâîäèëè ñî-
гëàñíî ñòàíäàðòíыì ìåòîäàì [5].

Â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîгî àгåíòà äëÿ P. adametzii ËÔ F2044.1 ïðèìåíÿëè 
гåíåòèöèí (0,10,3 ìг/ìë).

Ïðîòîïëàñòы P. adametzii ËÔ F2044.1 ïîëó÷àëè фåðìåíòàòèâíыì ìåòîäîì ñ 
èñïîëüçîâàíèåì ëèòè÷åñêèõ фåðìåíòîâ Trichoderma harzianum (“Sigma”, ÑшÀ) 
(100 ìг ïðåïàðàòà/1 г ìèöåëèÿ). Ê ñóñïåíçèè ïðîòîïëàñòîâ (5⋅105) äîáàâëÿëè 16 ìêг 
ñåëåêòèâíîé ïëàçìèäы è 16 ìêг эêñïðåññèîííîé ïëàçìèäы. Эëåêòðîïîðàöèþ ïðî-
âîäèëè íà ïðèáîðå “CellJectPro” (“Thermo Electron Corporation”, ÑшÀ) â 10 ìì 
êþâåòå ïðè íàïðÿжåíèè 1,1 êÂ, ñîïðîòèâëåíèè 1,54 êÎì, эëåêòðè÷åñêîé åìêîñ-
òè 25 ìêÔ. Äëÿ ðåгåíåðàöèè ïðîòîïëàñòы èíêóáèðîâàëè â жèäêîé ïèòàòåëüíîé 
ñðåäå â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 26°Ñ è âыñåâàëè íà ÷àøêè ñ ñóñëîàгàðîì è 
ñåëåêòèâíыì àгåíòîì. Òðàíñфîðìàíòы îòáèðàëèñü â äâà эòàïà: 1) ïî óñòîé÷èâîñòè 
ê ñåëåêòèâíîìó àгåíòó, 2) ïî ðåçóëüòàòàì ÏцÐàíàëèçà.

Äëÿ îáíàðóжåíèÿ âñòàâîê âåêòîðà pNOM102GOX â òðàíñфîðìèðîâàííыõ 
øòàììàõ P. adametzii èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðы gpdAF (CGCAGACCGGGAACA-
CAAGC) è GOdPaR (CCAGTCAAACCACCACCAGCA). Ïðîäóêòы àìïëèфèêàöèè 
ðàçäåëÿëè â 1 % àгàðîçíîì гåëå â ïðèñóòñòâèå эòèäèóìáðîìèäà. Î ïîëîжèòåëüíîé 
àìïëèфèêàöèè ñóäèëè ïî ïîÿâëåíèþ фðàгìåíòà äëèíîé 553 ï. î.

Àíàëèç âñòàâîê âåêòîðà p35SNptII ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè àìïëèфèêàöèè 
ñ ïðàéìåðàìè NptIIFF (CATGATATCATGATTGAACAAGATGGA) è NptIIFR 
(TTAGATATCTCAGAGAACTCGTCAAG). Â ïðèñóòñòâèè âñòàâîê эòîгî гåíà íà-
áëþäàëàñü àìïëèфèêàöèÿ фðàгìåíòà äëèíîé 813 ï. î.
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Ñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ âíåêëåòî÷íîé ÃÎ òðàíñфîðìàíòîâ P. adametzii 
îöåíèâàëè ïîñëå èõ гëóáèííîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå Áèëàé ñ 
6 % гëþêîçы â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà óгëåðîäà [2].

Êóëüòèâèðîâàíèå òðàíñфîðìàíòîâ ïðîâîäèëè â êîëáàõ Эðëåíìåéåðà îáъåìîì 
250 ìë ñ 50 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäы íà êà÷àëêå (180 îá/ìèí) ïðè òåìïåðàòóðå 2426°C 
â òå÷åíèå 96 ÷àñîâ. Ïëîòíîñòü ïîñåâà − 0,97-1,5⋅106 ñïîð/ìë. Ïîäñ÷åò ñïîð ïðî-
âîäèëè â êàìåðå Ãîðÿåâà [7].

Àêòèâíîñòü âíåêëåòî÷íîé ÃÎ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîфîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì â 
ìîäèфèêàöèè Markwell ñ ñîàâò. [10], è âыðàжàëè â åä/ìë êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè, 
åä/ìг áèîìàññы (ïðîäóöèðóþùàÿ ñïîñîáíîñòü ìèöåëèÿ).

Ðåäóöèðóþùèå âåùåñòâà (ÐÂ) èçìåðÿëè, èñïîëüçóÿ 3,5äèíèòðîñàëèöèëîâóþ 
êèñëîòó [11]. Áåëîê àíàëèçèðîâàëè ïî ìåòîäó Bradford [8], pH − ïîòåíöèîìåòðè-
÷åñêè.

Àíàëèç гåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ðåêîìáèíàíòíыõ øòàììîâ îñóùåñòâëÿëè 
íà ïðîòÿжåíèè 6 ìåñ.

Ïðèâåäåííыå ðåçóëüòàòы ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óñðåäíåííыå âåëè÷èíы 
35 îïыòîâ, âыïîëíåííыõ â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ðåçóëüòàòы èññëåäîâàíèé îáðàáàòыâàëè ñòàòèñòè÷åñêè, î äîñòîâåðíîñòè ðàç-
ëè÷èé ñóäèëè ïðè Ð=0,05.

Рåзóльòàòы и их îбñóжäåíиå
Äëÿ âñòðàèâàíèÿ гåíà gox P. adametzii ËÔ F2044.1 â ïëàçìèäó pNOM102 ââî-

äèëè ïîëèëèíêåð, íåñóùèé ðÿä äîïîëíèòåëüíыõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè. Â áóфåð, 
ñîäåðжàùèé 10 ìÌ TrisHCl (pH 8,0), 100 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ЭÄÒÀ äîáàâëÿëè 
100 ïìîëü îëèгîíóêëåîòèäîâ Linker NcoIBamHI – F (CATGGATATCGGTACCG) 
è Linker NcoIBamHI – R (GATCCGGTACCGATATC). Ñìåñü ïðîгðåâàëè ïðè 95оÑ 
5 ìèí íà âîäÿíîé áàíå è ìåäëåííî îõëàжäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðы. ÄНÊ 
ïåðåîñàжäàëè ñïèðòîì è èñïîëüçîâàëè äëÿ ëèгèðîâàíèÿ ñ ïëàçìèäîé pNOM102, 
ëèíåàðèçîâàííîé фåðìåíòàìè NcoI è BamHI. Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ ïëàçìèäà îáî-
çíà÷åíà pNOM102GOX (ðèñ. 1à).

иçâåñòíî, ÷òî âåêòîðы, èñïîëüçóåìыå äëÿ òðàíñфîðìàöèè, äîëжíы èìåòü 
гåíåòè÷åñêèå ìàðêåðы [9]. Â ñâÿçè ñî ñëîжíîñòüþ ðåïëèêàöèè êðóïíыõ ïëàç-
ìèä äëÿ òðàíñфîðìàöèè ìèöåëèàëüíыõ гðèáîâ îáы÷íî èñïîëüçóþò 2 âåêòîðà: 
эêñïðåññèîííыé è ñåëåêòèâíыé. Ïðè êîòðàíñфîðìàöèè ÷àñòîòà øòàììîâ, íåñóùèõ 
íåñåëåêòèâíыé âåêòîð ñîñòàâëÿåò îò 30 äî 90 %.

Ñ öåëüþ ïîäáîðà ñåëåêòèâíîгî àгåíòà P. adametzii ËÔ F2044.1 áыë ïðîâåðåí 
íà óñòîé÷èâîñòü ê гèгðîìèöèíó, гëèфîñàòó è гåíåòèöèíó. Óñòàíîâëåíî, ÷òî 
P. adametzii ËÔ F2044.1 ÷óâñòâèòåëåí ê óêàçàííыì ñîåäèíåíèÿì â êîíöåíòðàöèÿõ 
1,0 ìг/ìë (гèгðîìèöèí), 0,25 ìг/ìë (гåíåòèöèí), 15,0 ìг/ìë (гëèфîñàò).

Òàê êàê ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê гåíåòèöèíó ïðîÿâëÿëàñü â íàèìåíüøåé êîíöåíòðà-
öèè, òî äàííыé àíòèáèîòèê ïðèìåíÿëè â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîгî àгåíòà ïðè îòáîðå 
òðàíñфîðìàíòîâ. Â îïыòàõ èñïîëüçîâàëñÿ âåêòîð p35SNptII, íåñóùèé êàññåòó, 
ñîñòîÿùóþ èç 35S ïðîìîòîðà âèðóñà öâåòíîé ìîçàèêè êàïóñòы, гåíà íåîìèöèí
фîñфîòðàíñфåðàçы II (NptII) è òåðìèíàòîðà 35S (ðèñ. 1á), âçÿòîгî èç íàáîðà ðå-
àêòèâîâ pGreen [14] è ïðèäàþùåгî òðàíñфîðìàíòàì óñòîé÷èâîñòü ê гåíåòèöèíó. 
Äëÿ ïðÿìîé òðàíñфîðìàöèè âåêòîð ëèíåàðèçîâàí EcoRV.
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Изучена зависимость образования протопластов от возраста мицелия гриба, 
инкубационной среды и количества осмотического стабилизатора. P. adametzii 
ЛФ F-2044.1 выращивали глубинно в течение 24, 36 и 48 часов в жидкой среде, 
содержащей в качестве источника углерода 1 % глюкозы. По окончании культиви-
рования мицелий отделяли центрифугированием (5 тыс. об/мин, 10 мин), промывали 
и ресуспендировали в 0,1 М фосфатном буфере с осмотическим стабилизатором, 
содержащим препарат литических ферментов. Инкубацию проводили в течение 
1 - 4 часов при 26 °С в термостате. Лучшие результаты получены при 4-х часовой 
обработке суточного мицелия литическими ферментами. 

При анализе влияния рН на выход протопластов показано, что обработка мице-
лия гриба ферментами при рН 5,5 (0,1М фосфатный буфер) была неэффективной, 
протопласты в реакционной среде отсутствовали. Частичный лизис клеточных стенок 
под действием литических ферментов отмечен при рН буфера 6,5 (выход протопластов 
составил 2∙104 на 1 мл), а максимальный выход протопластов (2∙105-8∙105 на 1 мл) 
получен при проведении ферментативной обработки грибного мицелия при рН 6,0.

Рис. 1. Карты векторов:  
а – экспрессионный вектор pNOM102-GOX; б – селективный вектор p35S-NptII

Fig. 1. Maps of vectors:  
а – expression vector pNOM102-GOX; b – selective vector p35S-NptII

В качестве осмотического стабилизатора в работе использовали KCl (0,4-
1,0 М). Применение 0,9 М KCl в реакционной смеси оказалось оптимальным для 
получения протопластов.

Таким образом, установлено, что максимальный выход протопластов 
P. adametzii ЛФ F-2044.1 обеспечивается обработкой 24-часового мицелия гриба 
литическими ферментами T. harzianum при 25°С в течении 2 - 4 часов в фосфатном 
буфере (рН 6,0), содержащем 0,9 М KCl в качестве осмотического стабилизатора.

Для получения транформантов протопласты гриба отделяли от мицелия и 
клеточных остатков, отмывали в STC-буфере. К суспензии протопластов добавляли 
селективный и экспрессионный векторы и проводили электропорацию.

Отобрано 36 трансформантов P. adametzii, устойчивых к генетицину. При 
помощи ПЦР установлено, что из них 19 штаммов содержали вектор pNOM102-
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GOX, íåñóùèé гåí gox P. adametzii ËÔ F2044.1, è âåêòîð p35SNptII, íåñóùèé гåí 
óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó гåíåòèöèí, à 17 øòàììîâ – òîëüêî âåêòîð p35SNptII.

Ïðîâåäåííыé àíàëèç ïîëó÷åííыõ òðàíñфîðìàíòîâ ïðè èõ гëóáèííîì êóëüòè-
âèðîâàíèè ïîêàçàë, ÷òî øòàììы, íåñóùèå òîëüêî âåêòîð p35SNptII, ïðàêòè÷åñêè 
íå îòëè÷àëèñü îò èñõîäíîé êóëüòóðы ïî õàðàêòåðèñòèêàì (èçìåíåíèè àêòèâíîé 
êèñëîòíîñòè ñðåäы, íàêîïëåíèè áèîìàññы è áåëêà, ïîòðåáëåíèè гëþêîçы, óðîâíþ 
ñèíòåçà âíåêëåòî÷íîé ÃÎ), èçó÷àåìыõ ïðîöåññîâ. Эòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âыâîä, 
÷òî ïðèäàíèå P. adametzii óñòîé÷èâîñòè ê гåíåòèöèíó íå îêàçыâàåò âëèÿíèÿ íà 
ðîñò òðàíñфîðìàíòîâ è ïðîäóêöèþ фåðìåíòà.

шòàììы, íåñóùèå îáà òðàíñфîðìèðîâàííыõ гåíà îáëàäàëè ïîâыøåííыì óðîâíåì 
ñèíòåçà ÃÎ íà 109,51186,79 % (òàáëèöà).

Òàáëèöà

Биîñиíòåз ГÎ ðåêîмбиíàíòíыми шòàммàми P. adametzіі, ñîäåðжàщими 
âåêòîðы pNOM 102-GOХ и p35S-NptII

Table

Biosynthesis go recombinant strains P. adametzii contained the vectors pnoM 
102-GOХ and p35S-NptII

Шòàммы 
P. adamet-

zіі ЛФ 
F-2044.1.

ðÍ
Биîмàññà, 

мг/мл
Бåлîê, 
мêг/мл

Ðâ, 
мг/мл

ÃÎ

åä/мл % åä/мг %

4 3,2 7,62±0,23 57,20±1,72 3,28±0,10 5,64±0,17 109,51 0,74±0,022 129,82

5 3,2 7,38±0,22 57,64±1,73 3,21±0,10 5,76±0,17 111,84 0,76±0,023 133,33

8 3,1 7,53±0,23 57,75±1,73 3,30±0,10 5,65±0,17 109,71 0,75±0,023 131,58

9 3,1 7,33±0,22 58,00±1,74 3,11±0,10 5,86±0,18 113,79 0,80±0,024 140,35

13 3,1 7,60±0,23 58,40±1,75 3,00±0,09 5,93±0,18 115,15 0,78±0,023 136,84

14 3,2 7,50±0,23 62,00±1,86 2,84±0,09 6,00±0,18 116,50 0,79±0,023 138,60

15 3,1 7,81±0,23 63,56±1,91 2,60±0,08 6,25±0,19 121,44 0,80±0,024 140,50

16 3,2 7,64±0,23 62,89±1,89 2,65±0,08 6,11±0,18 118,64 0,80±0,024 140,35

17 3,1 6,63±0,20 110,90±3,33 1,84±0,06 9,62±0,29 186,79 1,45±0,043 255,00

18 3,1 6,79±0,20 94,50±2,84 2,28±0,07 7,94±0,24 154,20 1,17±0,035 206,00

19 3,2 7,80±0,23 63,12±1,89 2,63±0,08 6,20±0,17 120,39 0,80±0,024 140,35

20 3,1 7,34±0,22 57,80±1,73 3,15±0,09 5,80±0,17 112,62 0,79±0,023 138,60

21 3,0 7,56±0,23 58,53±1,76 3,00±0,09 5,97±0,18 115,92 0,79±0,023 138,60

23 3,2 7,76±0,23 62,70±1,88 2,88±0,09 6,05±0,18 117,48 0,78±0,023 136,84

28 3,1 7,88±0,24 63,30±1,90 2,63±0,08 6,15±0,18 119,42 0,78±0,023 136,84

29 3,1 7,82±0,23 58,00±1,74 3,23±0,10 5,79±0,17 112,43 0,74±0,22 129,82

30 3,2 8,05±0,24 63,12±1,89 2,65±0,08 6,12±0,18 118,83 0,76±0,023 133,33

33 3,1 7,69±0,23 62,34±1,87 2,84±0,09 6,00±0,18 116,50 0,78±0,023 136,84

36 3,1 7,81±0,23 58,21±1,75 3,21±0,10 5,86±0,18 113,79 0,75±0,023 131,58

êîíòðîëü 3,1 9,04±0,27 56,40±1,69 3,54±0,11 5,15±0,15 100,00 0,57±0,017 100,00
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Ôåðìåíòàöèè эòèõ øòàììîâ ïðîõîäèëè ïðè èçìåíåíèè ðН ñ 5,0 äî 3,03,2. Ãðèáы 
íàêàïëèâàëè 6,63  8,05 ìг áèîìàññы â ìë: ìèíèìàëüíыì эòîò ïîêàçàòåëü áыë ó 
P. adametzii ËÔ F2044.1.17, à ìàêñèìàëüíыì – ó P. adametzii Ëф F-2044.1.30.

P. adametzii Ëф F-2044.1.4, P. adametzii Ëф F-2044.1.8, P. adametzii Ëф 
F2044.1.29 ìåäëåííåå äðóгèõ øòàììîâ ïîòðåáëÿëè гëþêîçó (3,233,3 ìг/ìë). Äëÿ 
íèõ õàðàêòåðåí òàêжå áîëåå íèçêèé óðîâåíü ñèíòåçà ÃÎ (5,645,79 åä/ìë). 

иíòåíñèâíîå ïîòðåáëåíèå èñòî÷íèêà óгëåðîäà õàðàêòåðíî äëÿ òðàíñфîðìàíòîâ 
P. adametzii Ëф F-2044.1.15, Ëф F-2044.1.16, Ëф F-2044.1.17, Ëф F-2044.1.18, Ëф 
F2044.1.28 (îñòàòî÷íыé ñàõàð – 1,84  2,65 ìг/ìë). чòî êàñàåòñÿ âíåêëåòî÷íîгî 
áåëêà, òî, óñòàíîâëåíî, ÷òî ïî îêîí÷àíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ åгî êîëè÷åñòâî ñîñòàâèëî 
57,2  110,9 ìêг/ìë è êîððåëèðîâàëî ñ óðîâíåì ñèíòåçà âíåêëåòî÷íîé ÃÎ äàííыìè 
øòàììàìè. Нàèëó÷øèå ðåçóëüòàòы ïî óðîâíþ ñèíòåçà ÃÎ (154,2  186,8 %) è 
ïðîäóöèðóþùåé ñïîñîáíîñòè ìèöåëèÿ (206  255 %) ïîëó÷åíы ó P. adametzii Ëф 
F-2044.1.17, P. adametzii ËÔ F2044.1.18 ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé êóëüòóðîé.

P. adametzii ËÔ F2044.1.17 è P. adametzii ËÔ F2044.1.18 îòîáðàíы äëÿ äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé, êàê øòàììы, îáëàäàþùèå áîëåå âыñîêèì óðîâíåì ñèíòåçà 
âíåêëåòî÷íîé ÃÎ è ñîäåðжàùèå îáà òðàíñфîðìèðîâàííыõ âåêòîðà (ðèñ. 2).

  а       б

P. adametzii Ëф F-2044.1.17, 2- P. adametzii ËÔ F2044.1.18, 3 êîíòðîëü P. adametzii Ëф F-2044.1, 

4 ìàðêåð (GeneRuler 100 bp dNA Ladder Plus (Fermentas))

Риñ. 2. ПЦР-àíàлиз íàличиÿ âåêòîðîâ pNOM102-GOX (à) и p35S-NptII (б)  
ó òðàíñфîðмàíòîâ P. adametzіі

Fіg. 2. PCR-analysіs of presence of vectors pNOM102-GOX (à) and p35S-NptII 
(б) іn P. adametzіі transformants

иçó÷åíî âëèÿíèå óñëîâèé ïîääåðжàíèÿ P. adametzii ËÔ F2044.1.17 è 
P. adametzii ËÔ F2044.1.18 íà ñïîñîáíîñòü ñèíòåçèðîâàòü âíåêëåòî÷íóþ ÃÎ. Ïî 
ðåçóëüòàòàì ÏÖÐ àíàëèçà äàííыõ øòàììîâ, ïîääåðжèâàåìыõ â òå÷åíèå 6 ìåñ â 
íåñåëåêòèâíыõ è ñåëåêòèâíыõ óñëîâèÿõ, óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïåðâîì ñëó÷àå ïðîèñ-
õîäèò óòðàòà òðàíñфîðìèðîâàííîгî гåíà (ðèñ. 3). Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ ñîõðàíåíèÿ 
òðàíñфîðìèðîâàííыõ гåíîâ â ðåêîìáèíàíòíыõ øòàììàõ P. adametzii íåîáõîäèìî 
ïîääåðжàíèå êóëüòóð íà ñðåäàõ, ñîäåðжàùèõ ñåëåêòèâíыé àгåíò.
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Риñ. 3. ПЦР-àíàлиз ДÍК ðåêîмбиíàíòíых шòàммîâ P. adametzіі ЛФ F-2044.1.17  
и P. adametzіі ЛФ F-2044.1.18, ïîääåðжиâàåмых â òåчåíиå 6 мåñ â ñåлåêòиâíых и 

íåñåлåêòиâíых óñлîâиÿх

Fіg. 3. PCR-analysіs of DNA of recombіnant P. adametzіі ЛФ F-2044.1.17 and  
P. adametzіі ЛФ F-2044.1.18 straіns maіntaіned durіng 6 months іn selectіve and 

nonselective conditions

1 – ìàðêåð (GeneRuler 100 bp dNA Ladder Plus (Fermentas)), 2 – êîíòðîëü (èñõîäíыé 

øòàìì P. adametzii ËÔ F2044.1), 3 – P. adametzii ËÔ F2044.1.17, õðàíèìыé â íåñåëåêòèâíыõ 

óñëîâèÿõ, 4 – P. adametzii ËÔ F2044.1.17, õðàíèìыé â ñåëåêòèâíыõ óñëîâèÿõ, 5 – P. adametzii 

ËÔ F2044.1.18, õðàíèìыé â íåñåëåêòèâíыõ óñëîâèÿõ, 6 – P. adametzii Ëф F-2044.1.18, 

õðàíèìыé â ñåëåêòèâíыõ óñëîâèÿõ, 7– îòðèöàòåëüíыé êîíòðîëü ÏцÐ

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå âыïîëíåííыõ èññëåäîâàíèé ñêîíñòðóèðîâàí 
âåêòîð pNOM102GOX, îòðàáîòàíы óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ïðîòîïëàñòîâ P. adametzii 
ËÔ F2044.1 è ïðîâåäåíà òðàíñфîðìàöèÿ гðèáà. Ïî óñòîé÷èâîñòè ê гåíåòèöèíó è 
íàëè÷èþ òðàíñфîðìèðîâàííыõ гåíîâ îòîáðàíы òðàíñфîðìàíòы P. adametzii Ëф 
F2044.1.17 è P. adametzii ËÔ F2044.1.18, îáëàäàþùèå ïîâыøåííыì óðîâíåì 
ñèíòåçà ÃÎ ïî ïðîäóöèðóþùåé ñïîñîáíîñòè ìèöåëèÿ â 22,5 ðàç.

Авторы выражают бëаãодарность доктору P. Punt (Wageningen Center 
for Food Sciences (WCFS), Wageningen, The Netherlands) за предоставëенную 
пëазмиду pNOM102.
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ÊËÎÍóâàÍÍß ÃÅÍà ÃËЮÊÎçÎÎÊñèäàçè  â PENICILLLIUM 
ADAMETZII ЛФ F-2044.1

Рåфåðàò

Äëÿ êëîíóâàííÿ гåíà gox â P. adametzii ËÔ F2044.1 ñêîíñòðóéîâàíî âåêòîð 
pNOM102GOX ³ â³äïðàöüîâàí³ óìîâè îòðèìàííÿ ïðîòîïëàñò³â гðèáà. Ïðîâåäåíà 
åëåêòðîïîðàö³ÿ P. adametzii ËÔ F2044.1 ³ â³ä³áðàí³ òðàíñфîðìàíòè, ñò³éê³ äî 
àíòèá³îòèêó гåíåòèöèíó. шòàìè P. adametzii Ëф F-2044.1.17 і P. adametzii Ëф 
F2044.1.18 ìàëè ï³äâèùåíèé ð³âåíü ñèíòåçó гëþêîçîîêñèäàçè ïî ïðîäóêòèâí³é 
çäàòíîñò³ ì³öåë³þ â 22,5 ðàçè. Âñòàíîâëåíî, ùî äëÿ çáåð³гàííÿ âåêòîð³â â ñêëàä³ 
òðàíñфîðìàíò³â íåîáõ³äíî ¿õ ï³äòð³ìàííÿ íà ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèòü àíòèá³îòèê 
гåíåòèöèí.

Ê ë þ ÷ î â ³   ñ ë î â à: Penicillium adametzii, гëþêîçîîêñèäàçà, òðàíñфîð-
ìàö³ÿ, гåí gox 
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Kloning of gluCosE oxidasE gEnE in PENICILLLIUM 
ADAMETZII LF F-2044.1

summary

Vector pNOM102-GOX was engineered to cloning gene gox in P. adametzii 
LF F-2044.1 and conditions were optimized for production of fungal protoplasts. 
Electroporation of P. adametzii LF F-2044.1 was conducted and transformants 
resistant to antibiotic geneticin were selected. Strains P. adametzii LF F-2044.1.17 and 
P. adametzii LF F2044.1.18 displayed increased levels of glucose oxidase synthesis – 
mycelium productivity rose 2 - 2.5 times. It was found that efficient preservation of vectors 
in the transformants requires maintenance on the media containing antibiotic geneticin.

K e y   w o r d s: Penicillium adametzii, glucose oxidase, transformation, gene gox


