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Дрожжи широко используются в биотехноло-
гии как основа для создания продуцентов разно-
образных промышленно ценных веществ, в том 
числе ферментов, органических кислот, полиса-
харидов, спиртов и витаминов. Рекомбинантные 
штаммы дрожжей наиболее часто применяются 
в качестве клеток-хозяев при промышленной про-
дукции гетерологичных белков. Использование 
дрожжевых систем позволяет получать высокий 
выход целевого продукта. Дрожжи, в отличие от 
бактериальных хозяев, более устойчивы к низким 
значениям pH, высоким концентрациям сахара и 
этанола и повышенному осмотическому давле-
нию, что делает их пригодными для промышлен-
ной ферментации [1]. Кроме того, клетки дрожжей 
обладают способностью к посттрансляционным 
модификациям белков и их выделению в среду, что 
резко снижает себестоимость производства [2].

Наиболее часто в промышленности исполь-
зуют такие виды дрожжей, как Pichia pastoris 
(Komagataella pastoris) [3], Saccharomyces cerevi-
siae [4], Kluyveromyces lactis [5], Schizosaccharo-
myces pombe [6] и Yarrowia lipolytica [7]. При ши-
роком промышленном использовании этих ви-

дов дрожжей актуальными являются вопросы 
простых и надежных методов их идентификации 
и контроля контаминации дрожжевых культур.

Дрожжи классифицируются на основе их мор-
фологических, физиологических и биохимических 
свойств [8, 9]. Традиционные способы идентифика-
ции дрожжей требуют большого опыта в проведе-
нии до 90 морфологических и физиологических те-
стов; эти анализы трудоемки, отнимают много вре-
мени и могут привести к неверному результату [10].

Развитие методологии молекулярной генетики 
открывает широкие возможности для совершен-
ствования методов идентификации различных ви-
дов дрожжей на основании различий в первичной 
структуре ДНК. Так, ранее были опубликованы 
работы по видовой классификации дрожжей на 
основе анализа полиморфных участков ITS2 их 
хромосом [11].

Исследование ITS-области ДНК явилось ба-
зой для разработки метода идентификации Yar-
rowia lipolytica и Candida zeylanoides [12]; ме-
тод включал амплификацию ITS-области, после-
дующую рестрикцию полученных фрагментов 
и их анализ путем разделения в агарозном геле. 
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Для идентификации Yarrowia lipolytica был раз-
работан метод, основанный на исследовании об-
ласти  ITS1-5.8S, rDNA-ITS2 и 18S rDNA и секве-
нировании домена  D1 / D2 и региона 26S rDNA 
[13]. Описан метод идентификации Saccharomy-
ces cerevisiae, заключающийся в подборе прай-
меров, специфичных для ITS1-области ДНК дан-
ного вида дрожжей [14]. Идентификация Saccha-
romyces cerevisiae может также проводиться с 
использованием метода амплификации локусов 
SC8132X, YOR267C и SCPTSY7 с последующим 
разделением их в агарозном геле [15], а также на 
основе различий в рестрикции областей REP и 
ERIC [16], однако этот путь долог и трудоемок.

Фирма Norgen разработала набор для быстрой 
идентификации Saccharomyces cerevisiae. Однако 
этот метод применим только в отношении данно-
го вида, требует отрицательного и положительно-
го контроля и, как пишет производитель, не явля-
ется абсолютно надежным [17].

Таким образом, разработка простого и надеж-
ного метода таксономической идентификации про-
мышленно ценных дрожжей, не требующего при-
менения таких сложных процедур, как секвенирова-
ние и клонирование, является актуальной задачей.

Целью данного исследования была разработка 
экспресс-метода таксономической идентифика-
ции пяти промышленно ценных групп дрожжей, в 
состав которых входят Pichia pastoris, Yarrowia li-
polytica, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomy-
ces cerevisiae и Kluyveromyces lactis, которые ис-
пользуются в промышленных процессах получе-
ния различных органических кислот и ферментов.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы дрожжей
Штаммы, использованные в работе, приведе-

ны в табл. 1.

Условия культивирования

Дрожжи выращивали на среде YPD (15 г трип- 
тона, 10 г дрожжевого экстракта, 20 г агара, 20 г 
глюкозы на 1 л) (производитель компонентов сре-
ды – «Диа-М», Россия) при температуре 30 °С и 
аэрации (250 об/мин) в течении 48 ч. Совместное 
культивирование дрожжевых штаммов проводи-
ли в жидкой среде YPD в течении 24 ч с аэрацией 
при температуре 30 °С.

Выделение хромосомной ДНК
Хромосомную ДНК выделяли с использо-

ванием комплекта реагентов «ДНК-экспресс» 
(«Синтол», Россия).

Проведение полимеразной цепной реакции
ПЦР проводили по стандартной методике 

[18] с использованием праймеров, приведенных 
в табл. 2.

Электрофоретическое разделение амплифи-
катов осуществляли методом электрофореза в 
 1%-ном агарозном геле при напряжении 5 В/см3 
в течение 30 мин («ДНК технология», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выявление генов-мишеней для молекулярной 
идентификации индустриально ценных видов 
дрожжей

В работе использовали чистые культуры 
штаммов коллекции ВКПМ (см. табл. 1).

Главным критерием при выборе мишени вы-
ступала ее первичная структура. Нуклеотидный 
состав маркерного гена должен обеспечивать до-
стоверное различие всех пяти видов дрожжей, 
участвующих в исследовании. В качестве мише-
ни были выбраны гены, кодирующие рибосом-
ную РНК (рДНК).

Та бл и ц а  1
Использованные штаммы дрожжей

Yeast used in the work

Вид Номер штамма в коллекциях
Pichia pastoris ВКПМ Y-2837; NRRL Y-1581; ВКПМ Y-3921
Yarrowia lipolytica ВКПМ Y-1557; ATCC 8662; ВКПМ Y-2
Schizosaccharomyces pombe ВКПМ Y-3298; ATCC 16979 (типовой штамм); КПМ Y-799
Saccharomyces cerevisiae ВКПМ Y-3251; ATCC 18824; DSMZ 70443 (типовой штамм); ВКПМ Y-1123
Kluyveromyces lactis ВКПМ Y-1174; ATCC 8585; DSMZ 70799; ВКПМ Y-2128
Debaryomyces hansenii 
(отрицательный контроль) ВКПМ Y-1007; ВКМ Y-112
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Молекулы рДНК обнаружены у всех клеточ-
ных форм жизни, что указывает на их древнейшее 
происхождение. В отличие от более подвержен-
ных мутационной изменчивости генов, кодиру-
ющих различные белки, гены рДНК, относящие-
ся к категории информационных, высоко консер-
вативны, что обусловлено огромной важностью 
рРНК как компонента системы биосинтеза белка 
в клетке. Горизонтальный перенос генов рДНК, 
по всей видимости, не сказывается на их дивер-
генции: предполагается, что эти гены практиче-
ски не участвуют в горизонтальном переносе уже 
не менее 2 млрд. лет [19].

Таким образом, особенностью рДНК является 
нахождение вне сферы действия отбора; поэтому 
данные молекулы эволюционируют в результате 
спонтанных мутаций, происходящих с постоян-
ной скоростью, и накопление таких мутаций за-
висит только от времени. Соответственно, рДНК 
могут отражать эволюционные расстояния между 
организмами, мерой которых служит количество 
нуклеотидных замен, делеций и инверсий в моле-
кулах анализируемых рДНК.

Известен метод идентификации микроорганиз-
мов на основе сравнения нуклеотидных последова-
тельностей генов, кодирующих этот тип РНК; дан-
ные последовательности используют в качестве 
универсального филогенетического маркера, по-
зволяющего определять эволюционные расстояния 
[19]. Анализ сходства генов, кодирующих рРНК, 
пригоден для значительной части таксономических 
категорий, начиная с высших уровней (классы, 
семейства) и заканчивая низшими (роды и виды).

В рибосомах эукариот присутствуют рРНК 
трех типов, различающихся по молекулярной 
массе и коэффициенту седиментации. Информа-
ционная емкость крупных молекул больше, но их 
сложнее анализировать. Поэтому наиболее при-
емлемым оказался анализ молекул средней вели-
чины – 16S у прокариот и 18S у эукариот.

Нуклеотидная последовательность рРНК со-
держит как консервативные, так и вариабельные 
регионы, так называемые «горячие точки», содер-
жащие большее число мутаций. Нуклеотидные 
последовательности этих изменчивых областей 
неодинаковы  у представителей разных таксоно-
мических групп, что позволяет различать таксо-
ны разных уровней и проводить статистически 
достоверные измерения филогенетических рас-
стояний. Критерием отнесения микроорганизма 
к тому или иному виду считается гомология не 
менее 97% в структуре нуклеотидных последо-
вательностей между данным микроорганизмом и 
представителем вида.

Таким образом, для успешной дифференциа-
ции исследуемых в данной работе видов дрожжей 
нуклеотидные последовательности их рибосом-
ных генов должны быть гомологичны между со-
бой менее чем на 97%.

В связи с этим было проведено выравнивание 
доступных в GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  
как полных, так и частичных нуклеотидных по-
следовательностей генов рРНК для всех пяти ви-
дов дрожжей. Данные о гомологии нуклеотидных 
последовательностей рДНК анализируемых ви-
дов представлены в табл. 3.

Та бл и ц а  2
Праймеры для ПЦР, условия и результаты реакции

Primers for PCR, reaction conditions and results

Микроорганизм Последовательность праймеров Температура  
отжига, °С

Размер 
амплификата, 

пн

Pichia pastoris pich-1 CTATCCCCAGCACGACGG
pich-2 TTAAAAAGCTCGTAGTTGAACG 57 790

Yarrowia lipolytica lip-1 GTAGTTGAAATTGGGCGGGCT
lip-2 CATACTCCCCCCAGAACCTGAT 60 420

Schizosaccharomyces pombe pom-1 ATCAGCCATTTTGGCTGATCATT
pom-2 CGCCGTTGCCAGCAGAAA 57 377

Saccharomyces cerevisiae cer-1 GATTTTTTCGTGTACTGGA
cer-2 CGATAGTCCCTCTAAGAAGT 50 735

Kluyveromyces lactis Kl-1 CGGTAATTCCAGCTCCAG
Kl-2 СCGATAGTCCCTCTAAGAAGA 50 819
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На основании полученных данных было по-
строено филогенетическое дерево (рис. 1).

Из представленных данных табл. 3 и рис. 1 
видно, что гомология нуклеотидных последова-
тельностей генов рРНК исследуемых видов дрож-
жей составляет от 52,3% до 96,8%.

Такая степень гомологии позволяет использо-
вать гены рРНК как потенциальную мишень для 
разделения исследуемых видов дрожжей после-
подбора соответствующих праймеров.

Подбор праймеров для идентификации 
дрожжевых штаммов

С помощью программы ClustalW Multiple Se-
quence Alignment (http://www.ebi.ac.uk) было про-
ведено множественное выравнивание и оценена 
гомология нуклеотидных последовательностей 
генов, кодирующих рРНК исследуемых видов 
дрожжей. Анализ результатов выравнивания по-
зволил выявить уникальные для каждого вида 
участки этих генов.

На основе уникальных последовательностей 
с использованием программы Oligos v. 9.0 были 
подобраны пары праймеров, которые могли быть 
использованы как специфичные для каждого ис-
следуемого вида дрожжей (см. табл. 2).

Для каждой пары праймеров были подобра-
ны такие условия проведения ПЦР, которые обе-
спечивали стабильность образования амплико-
нов ожидаемого размера, а также минимизирова-
ли возможность образования неспецифических 
фрагментов (см. табл. 2). Однако подобранные 
пары праймеров могут считаться видоспецифи-
ческими только для видов S. pombe и Y. lipolytica.

Праймеры, подобранные для P. pastoris 
(Komagataella pastoris) нельзя назвать видоспец-
ифическими, так как их использование не по-
зволяет выявить отличия этого вида от феноти-
пически и генетически близких к нему видов 
Komagataella phaffii, K. populi, K. ulmi, K. pseu-
dopastoris и K. kurtzmanii. Гомология нуклео-
тидных последовательностей генов, кодирую-
щих 18S РНК этих видов, составляет 99–100%. 
Поэтому данные праймеры мы можем считать 
специфичными лишь для группы видов Pichia 
pastoris (р. Komagataella).

Праймеры, использованные в работе с Kluyv-
romyces lactis, также специфичны в отношении 
родственного вида K. marxianus.

Группоспецифическими также можно на-
звать праймеры Saccharomyces cerevisiae, кото-
рые также не позволяют дифференцировать этот 

Та бл и ц а  3
Степень гомологии (%) нуклеотидных последовательностей генов рРНК референсных видов  
и исследуемых штаммов дрожжей

Homology (%) of nucleotide sequences of rRNA genes of yeast reference species and studied strains

Исследуемый 
вид

Референсный 
вид

S. cerevisiae K. lactis S. pombe Y. lipolytica P. pastoris

Saccharomyces cerevisiae 100,0 96,8 90,6 89,4 53,7

Kluyveromyces lactis 96,8 100,0 90,4 88,6 52,9

Schizosaccharomyces pombe 90,6 90,4 100,0 86,9 52,3

Yarrowia lipolytica 89,4 88,6 86,9 100,0 52,8

Pichia pastoris 53,7 52,9 52,3 52,8 100,0

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe
Yarrowia lipolytica

Pichia pastoris

Kluyveromyces lactis

Рис. 1. Филогенетическое дерево исследуемых видов дрожжей, составленное на основе сравнения нуклеотидных по-
следовательностей генов, кодирующих рибосомную РНК

Fig. 1. Phylogenetic tree of studied yeast species built on the basis of comparison of rRNA-encoding genes nucleotide sequences
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вид по нуклеотидной последовательности генов 
18S РНК от идентичных ему видов S. paradoxus, 
S. kudriavzevii и S. mikatae.

Примеры использования разработанной 
методики для определения таксономической 
принадлежности штаммов дрожжей из 
коллекции ВКПМ

По разработанной методике была проведе-
на идентификация штаммов ВКПМ Y-3921, Y-2, 
Y-799, Y-1123, Y-2128, и Y-1007. Хромосомная 
ДНК, выделенная из чистых культур анализиру-
емых штаммов, была использована в качестве ма-
трицы при проведении ПЦР с применением видо-
специфических праймеров (рис. 2).

Данные на рис. 2, свидетельствуют о том, что:
– для штамма Y-799 положительный резуль-

тат – наличие амплификата размером 377 пн – на-
блюдается при использовании праймеров pom-1 
и pom-2, специфичных для Schizosaccharomyces 
pombe, в то время как амплификация с использо-
ванием остальных праймеров, специфичных для 
других четырех видов дрожжей, дает отрицатель-
ный результат. Таким образом, штамм Y-799 мож-
но отнести к виду S. pombe;

– для штамма Y-2 наличие амплификата раз-
мером 420 пн наблюдается при использовании 
праймеров lip-1и lip-2, специфичных для Yarro-
wia lipolytica; амплификация с использованием 
остальных праймеров, специфичных для других 
четырех видов дрожжей, дает отрицательный ре-

зультат. Таким образом, штамм Y-2 можно отне-
сти к виду Y.lipolytica;

– для штамма Y-3921 присутствие амплифика-
та размером 790 пн наблюдается при использова-
нии праймеров pich-1и pich-2, специфичных для 
группы Pichia pastoris, в то время как амплифика-
ция с использованием остальных праймеров, спец-
ифичных для других четырех видов дрожжей, дает 
отрицательный результат. Таким образом, штамм 
Y-3921 можно отнести к группе видов P. pastoris;

– для штамма Y-2128 положительный резуль-
тат – амплификат размером 819 пн – наблюдается 
при использовании праймеров Kl-1 и Kl-2, специ-
фичных для Kluyveromyces lactis; амплификация 
с использованием остальных праймеров, специ-
фичных для других четырех видов дрожжей, дает 
отрицательный результат. Таким образом, штамм 
Y-2128 относится к K. lactis или K. marxianus;

 – для штамма Y-1123 амплификат размером 
735 пн наблюдается при использовании прайме-
ров cer-1 и cer-2, специфичных для Saccharomyces 
cerevisiae, при отрицательном результате, полу-
ченном с применением остальных праймеров, 
специфичных для других четырех видов дрож-
жей. Таким образом, штамм Y-1123 можно отне-
сти к группе видов S. cerevisiae;

 – для штамма Y-1007 использование всех 
пяти пар праймеров дает отрицательный резуль-
тат. Таким образом, штамм  Y-1007 не принадле-
жит ни к одной из исследуемых таксономических 
групп дрожжей.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК с использованием штаммов из коллекции ВКПМ. a): 
штамм Y-799 – дорожки 2–6; штамм Y-2 – дорожки 7–11; штамм Y-3921 – дорожки 12–16; b) штамм Y-2128 – до-
рожки 2–6; штамм Y-1123 – дорожки 7–11; штамм Y-1007 – дорожки 12–16; дорожки 1, 17 – маркеры молекулярной 
массы (1 kb DNA GeneRuler). Праймеры, дорожки: 2,7,12 – pom-1 и pom-2; 3,8,13 – Kl-1 и Kl-2; 4,9,14 – lip-1 и lip-2; 
5,10,15 – cer-1 и cer-2; 6,11,16 – pich-1 и pich-2

Fig. 2. Electrophoresis of DNA amplification products using strains from VKPM Collection (a), lanes 2–6, strain Y-799; 
lanes 7–11, strain Y-2; lanes 12–16, strain Y-3921; (b), lanes 2–6, strain Y-2128; lanes 7–11, strain Y-1123; lanes 12–16, strain 
Y-1007; lanes 1, 17, MM markers of 1kb DNA GeneRuler. Primers, lanes: 2, 7, 12, pom-1 and pom-2; 3, 8, 13, Kl-1 and  Kl-2; 
4, 9, 14, lip-1 and lip-2; 5, 10, 15, cer-1 and cer-2; 6, 11, 16, pich-1 and pich-2
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РАЗРАБОТКА ЭКСПРЕСС-МЕТОДА ИДЕНТИФИКАЦИИ ПРОМЫШЛЕННО ЦЕННЫХ ДРОЖЖЕЙ

Итак, разработанные в ходе данного иссле-
дования ПЦР-системы могут быть использованы 
для быстрой идентификации чистых культур ряда 
индустриально значимых видов дрожжей.

Примеры использования разработанной 
методики для определения таксономической 
принадлежности штаммов дрожжей в составе 
смешанных культур

Для проверки возможности детекции инду-
стриально значимых видов дрожжей в составе 
микробных смесей нами был осуществлен следу-
ющий модельный эксперимент.

Коллекционные штаммы ВКПМ Y-799, Y-2 и 
Y-3921 культивировали совместно, после чего из 
смешанной культуры была выделена суммарная 
ДНК, которую использовали в качестве матри-
цы в ПЦР-реакции с праймерами, специфичными 
для дрожжей групп Pichia pastoris, Saccharomyces 
cerevisiae, Kluyveromyces lactis, а также видов Yar-
rowia lipolytica и Schizosaccharomyces pombe. Ре-
зультаты данной ПЦР представлены на рис. 3.

Из рис. 3 видно, что амплификаты наблю-
дались в трех случаях: фрагмент 377 пн при ис-
пользовании праймеров pom-1 и pom-2, фраг-

мент 420 пн с праймерами lip-1 и lip-2 и фрагмент 
790 пн с праймерами pich-1 и pich-2. Применение 
остальных двух пар праймеров не приводило к 
образованию амплификатов.

Таким образом, при помощи ПЦР с участием 
группо- и видоспецифических праймеров и сум-
марной ДНК смешанной культуры дрожжей уда-
лось определить, что в состав культуры входят 
Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe и 
Pichia pastoris.

Результаты данного модельного эксперимен-
та позволяют утверждать, что разработанную в 
рамках данной работы методику идентификации 
дрожжей можно использовать для детекции ви-
дов указанной группы в комплексных дрожжевых 
препаратах без обязательного микробиологиче-
ского разделения штаммов.

Разработанный метод также может быть поле-
зен для подтверждения видовой принадлежности 
дрожжевой культуры при конструировании штам-
мов-продуцентов и при промышленных фермен-
тациях, позволяя избежать контаминации на раз-
личных этапах процесса.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Минобрнауки России (Уникальный идентифи-
катор проекта -RFMEFI60717X0179) с исполь-
зованием УНУ – Национальный биоресурсный 
центр «Всероссийская коллекция промышленных 
микроорганизмов».
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Abstract–A method for a rapid taxonomy identification of five industrially valuable yeast groups, Pichia 
pastoris, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae and Kluyveromyces 
lactis, has been suggested. The specific primers that were selected on the basis of nucleotide sequences of 
genes encoding rRNA were used in PCR. The method was effective in the identification of either pure yeast 
cultures or mixture of deposited yeast strain cultures. Therefore, a potential validity of this method for the 
identification of studied yeast in microbial preparations, at the stages of producing strains construction and 
during industrial fermentations was demonstrated.
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