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Saccharomyces bayanus В НОВОЙ ЗЕЛАНДИИ И АВСТРАЛИИ
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С помощью методов молекулярной и классической генетики изучено генетическое родство дрож-
жей комплекса Saccharomyces bayanus и обнаружена дивергентная популяция этих дрожжей в Новой
Зеландии и Австралии. Комплекс S. bayanus включает четыре генетические популяции: S. bayanus
var. bayanus, S. bayanus var. uvarum, S. eubayanus и новозеландская. Штаммы новозеландской популя-
ции существенно отличаются по нуклеотидным последовательностям ядерных (FSY1, HIS3, MET2)
и митохондриальных (FUN14, COX2) генов и образуют полустерильные гибриды с остальными по-
пуляциями: 6.2–23.3%. Между S. bayanus var. bayanus, S. bayanus var. uvarum, S. eubayanus и новозе-
ландской популяцией нет полной межвидовой постзиготической изоляции: все гибриды имели ре-
гулярное мейотическое расщепление контрольных ауксотрофных маркеров. Согласно полученным
результатам указанные генетические популяции относятся к одному биологическому виду, обладая
дивергенцией геномов на уровне таксономических разновидностей.
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Генофонд культурных дрожжей-сахаромице-
тов представлен видами S. cerevisiae, S. bayanus
(син. S. uvarum) и их гибридом S. pastorianus (син.
S. carlsbergensis) [1, 2]. Помимо двух указанных род
Saccharomyces включает еще шесть видов: S. arbori-
cola, S. cariocanus, S. jurei, S. kudriavzevii, S. mikatae
и S. paradoxus [2–6]. Благодаря общей системе типов
спаривания восемь биологических видов рода Sac-
charomyces могут скрещиваться во всех комбинаци-
ях, но за счет постзиготической изоляции образую-
щиеся гибриды стерильны и имеют нежизнеспособ-
ные аскоспоры. Естественные межвидовые гибриды
S. cerevisiae × S. bayanus, S. cerevisiae × S. kudriavzevii
и S. cerevisiae × S. bayanus × S. kudriavzevii обнаруже-
ны среди коммерческих винных, пекарских и пив-
ных дрожжей, используемых во Франции, Испа-
нии, Австрии, Швейцарии и Австралии [7–11].

Растущий интерес к изучению дрожжей S. bayanus
связан не только с его возможной ролью в каче-
стве одного из родительских геномов пивных дрож-
жей низового брожения S. pastorianus, но и с его зна-
чением как нового генофонда культурных дрожжей
Saccharomyces. С помощью различных молекуляр-
ных методов была показана гетерогенность вида

S. bayanus, включающего две группы штаммов,
которые различаются по рибосомным последова-
тельностям (ITS1 и IGS2) и молекулярным кари-
отипам: “bayanus” и “uvarum” [7, 12, 13]. Гибридо-
логическим анализом установлена частичная гене-
тическая изоляция указанных групп: их гибриды
полустерильны (15–34% выживаемости аскоспор),
имея регулярную мейотическую сегрегацию аук-
сотрофных контрольных маркеров [7, 14]. В то же
время штаммы обеих групп образуют стерильные
гибриды с дрожжами S. cerevisiae. На основании
генетических и молекулярных данных были пред-
ложены две разновидности вида S. bayanus: var.
bayanus и var. uvarum, принятые в современных
монографиях по систематике дрожжей [2, 7, 14].

Специфической экологической нишей S. bayanus
var. uvarum является виноделие и виноградарство
при пониженных температурах: эти дрожжи ассо-
циированы с производством белых, сладких и иг-
ристых вин, а также сидра [15–23]. Природные
изоляты S. bayanus var. uvarum обнаружены в Ис-
пании, Словакии, Венгрии, Португалии, на Даль-
нем Востоке России, в США, Аргентине, Чили,
Австралии и Новой Зеландии [1, 20, 24]. Дрожжи
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S. bayanus var. bayanus представлены в основном
штаммами, загрязняющими пивоварение, вклю-
чая типовую культуру CBS 380 [7, 13]. Некоторые
авторы возводят указанные разновидности в ранг
отдельных видов: S. bayanus и S. uvarum [25–27]. В
отличие от S. bayanus var. uvarum дрожжи S. bayanus
var. bayanus обладают субтеломерными последо-
вательностями S. cerevisiae [7, 28]. На этом осно-
вании было высказано предположение о гибрид-
ной природе этих дрожжей и было предложено
закрыть вид S. bayanus как “неправильный” (not
proper) и восстановить не содержащий чужерод-
ных последовательностей вид S. uvarum как так-
сономически “чистый” [26, 28, 29]. В качестве ти-
повой культуры был выбран штамм CBS 7001
(MCYC 623), у которого определена полная нук-
леотидная последовательность генома [30]. С по-
мощью ПДРФ-анализа 48 генов и частичного се-
квенирования 16 из них Rainieri et al. [27] подтвер-
дили гомогенность дрожжей S. bayanus var. uvarum.
Среди дрожжей S. bayanus var. bayanus авторами
также была обнаружена “чистая” линия: штамм
NBRC 1948, выделенный из испорченного бочко-
вого пива в Европе. Этот штамм был предложен в
качестве новой типовой культуры вида S. bayanus.

Более детальное молекулярное изучение вы-
явило мозаичность генома штамма NBRC 1948,
содержащего последовательности uvarum и вто-
рого вида S. baynus-типа, условно названного ав-
торами S. lagerae, а также интрогрессивные субте-
ломерные фрагменты S. cerevisiae [31]. Родственные
дрожжи S. eubayanus были описаны на изолятах из
Аргентины, а позже обнаружены в Китае, США,
Канаде, Австралии и Новой Зеландии [24, 32–35].
В Европе геном S. eubayanus обнаружен только у
гибридных дрожжей S. pastorianus [36, 37]. Гибри-
дологическим анализом показано, что гибриды
S. bayanus var. bayanus × S. eubayanus обладают по-
ниженной выживаемостью аскоспор: 55–62% [38].
Гибриды S. bayanus var. uvarum × S. eubayanus прак-
тически стерильны: 11% выживаемости аскоспор.
В то же время во всех скрещиваниях наблюдалась
рекомбинация родительских маркеров. Полно-
геномное секвенирование нескольких штаммов
S. eubayanus обнаружило их большое сходство с
холодоустойчивым родителем пивных дрожжей
S. pastorianus [36, 37, 39]. Выявлено большое сход-
ство генома штамма NBRC 1948 с типовой куль-
турой S. eubayanus CBS 12357 и холодоустойчивым
геномом пивного коммерческого штамма Wei-
henstephan 34/70 [13, 24]. Еще больше усложнило
понимание таксономического статуса дрожжей
S. bayanus обнаружение новозеландской популя-
ции, штаммы которой по ряду молекулярных
маркеров отличаются от S. bayanus var. bayanus,
S. bayanus var. uvarum и S. eubayanus [20].

Цель исследования – изучение генетического
родства дрожжей комплекса S. bayanus, включая

географически изолированную популяцию из
Новой Зеландии и Австралии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Среды и штаммы

Изучаемые штаммы дрожжей S. bayanus и их
происхождение приведены в табл. 1. Дрожжи куль-
тивировали при 28°С на полной агаризованной
среде YPD следующего состава (г/л): глюкоза – 20,
пептон – 20, дрожжевой экстракт – 10, агар – 20.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
Полимеразную цепную реакцию осуществля-

ли на ДНК-амплификаторе “Bio-Rad” (США).
Дрожжевую ДНК выделяли согласно Lõoke et al.
[40]. Праймеры, использованные в работе, приве-
дены в табл. 2. ПЦР проводили в 30 мкл буфера,
содержащего 2.5 мМ MgCl2, 0.1 мМ каждого dNTP,
50 пмоль каждого праймера, 2.5 единицы Taq-по-
лимеразы (Синтол, Россия) и 20–200 нг ДНК. Для
амплификации генов MET2, HIS3, FSY1 и FUN14
использовали следующую программу: начальная
денатурация ДНК при 94°C в течение 3 мин; затем
30 циклов в режиме: денатурация в режиме 94°С –
30 с, отжиг праймеров при 56°С – 30 с, синтез
ДНК при 72°С – 60 с; конечная достройка при
72°С – 10 мин. Амплификацию межгенного спей-
сера IGS2 проводили в следующем режиме: началь-
ная денатурация ДНК при 94°C в течение 4 мин; за-
тем 25 циклов: денатурация при 94°С – 60 с, от-
жиг праймеров при 48°С – 30 с, синтез ДНК при
72°С – 60 с; конечная достройка при 72°С – 10 мин.
Митохондриальный ген COX2 амплифицировали
по следующей программе: начальная денатура-
ция ДНК при 94°C в течение 5 мин; затем 45 цик-
лов в режиме: денатурация при 94°С – 40 с, отжиг
праймеров при 45°С – 35 с, синтез ДНК при 72°С –
35 с; конечная достройка при 72°С – 10 мин. Про-
дукты амплификации подвергали электрофорезу
в 1%-ном агарозном геле при 60–65 В в 0.5× TBE
буфере (45 мМ трис, 10 мМ ЭДТА, 45 мМ борная
кислота, рН 8.0) в течение 1–1.5 ч. Гель окраши-
вали бромистым этидием, промывали в дистил-
лированной воде и фотографировали в ультрафи-
олетовом свете на трансиллюминаторе Vilber Lour-
mat (Франция). В качестве маркера молекулярных
масс использовали 1kb DNA Ladder (Fermentas,
Литва).

Определение нуклеотидных последовательностей 
и филогенетический анализ

Амплифицированные фрагменты элюировали
из геля с помощью набора GeneJET Gel Extraction
Kit (Thermo Scientific, США), согласно протоколу
фирмы-изготовителя. Нуклеотидные последова-
тельности генов определяли по двум цепям с по-
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мощью прямого секвенирования по методу Сен-
гера на автоматическом секвенаторе Applied Biosys-
tems 3730 (США). Поиск гомологии с известными
нуклеотидными последовательностями проводи-
ли с помощью программы BLAST в базе данных
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
Множественные выравнивания изученных нук-
леотидных и аминокислотных последовательно-
стей проводили с помощью программы BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
Филогенетические деревья строили методом объ-
единения соседей (Neighbor-Joining) в программе
MEGA7 [41].

ПДРФ-анализ ПЦР-амплифицированных 
IGS2-участков рДНК

Рестрикционный анализ осуществляли с по-
мощью эндонуклеазы AluI (Fermentas) в течение
12 ч при 37°С. Разделение фрагментов рестрик-
ции проводили в 2.5%-ном агарозном геле при
50–60 В в 0.5× ТВЕ-буфере в течение 2.5–3 ч.
Гель окрашивали бромистым этидием (0.5 мкг/мл)
в течение 2–3 ч, затем промывали в дистиллиро-
ванной воде и фотографировали в ультрафиоле-
товом свете на трансиллюминаторе Vilber Lourmat
(Франция). В качестве маркера молекулярных масс
использовали 100bp DNA Ladder (Fermentas).

Молекулярное кариотипирование 
и Саузерн-гибридизация

Выделение хромосомной ДНК проводили как
описано ранее [15]. Для разделения хромосомной
ДНК использовали аппарат CHEF-DR III (Bio-
Rad, США). Образцы помещали в щели 1%-ного
агарозного геля. Для разделения хромосомных по-
лос использовали два режима кариотипирования:
1) 200 В, в течение 15 ч при времени переключе-
ния полей 60 с и 9 ч при времени переключения
полей 90 с; 2) 200 В, в течение 24 ч при времени пе-
реключения полей 15–40 с. В качестве буфера ис-
пользовали 0.5× TBE, охлажденный до 14°C.
Штамм Saccharomyces cerevisiae YNN 295 (Bio-
Rad), имеющий известный порядок и размеры хро-
мосом, служил кариотипическим стандартом. По-
сле электрофореза гель окрашивали бромистым
этидием в течение 2–3 ч, затем промывали в ди-
стиллированной воде в течение 2 ч и фотографи-
ровали в УФ-свете. Использовали 1%-ную агарозу.

Хромосомную ДНК переносили на нитроцел-
люлозную мембрану, используя аппарат Vacuum
blotter (Bio-Rad). ДНК фиксировали на мембране
путем отжига при 80°C в течение 2 ч. В качестве
зонда использовали ПЦР-амплифицированный
ген ACT1 дрожжей S. cerevisiae S288C. Метку вво-
дили нерадиоактивным методом с использованием
dUTP, меченного дигоксигенином (dig-II-dUTP)
из набора DIG High Prime DNA Labeling and De-
tection Starter Kit I (Roche, Швейцария), согласно
инструкции производителя. Гибридизацию и

Таблица 2. Использованные в работе праймеры [12, 32]

Ген или район 
амплификации Последовательность праймера (5'–3') Размер амплифицированного 

фрагмента, пн

IGS2 рДНК
NTS2: AACGGTGCTTTCTGGTAG

1300
ETS1: TGTCTTCAACTGCTTT

FSY1
FSY11: GGATCYTCRACAAGCGTTTCTC

1247
FSY12: AAGGCAAACAYGTAAAGCAAAG

MET2
MET21: CGAAAACGCTCCAAGAGCTGG

415
MET22: GACCACGATATGCACCAGGCAG

HIS3
HIS31: ATGTCAGAGCAAAAGGCCCTA

579
HIS32: CATGAGAACACCCTTTGTGGA

COX2
COX21: GGTATTTTAGAATTACATGA

564
COX22: ATTTATTGTTCRTTTAATCA

FUN14
FUN14D: TATTAAGCTGGGAGTGCCCTT

429
FUN14R: TTATTGGCGTTTAGGCTTGA
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проявление гибридизационных полос также про-
водили по инструкции указанной фирмы.

Гибридологический анализ

Дрожжи скрещивали на полной агаризован-
ной среде YPD; спорообразование индуцировали
на ацетатной среде (г/л): CH3COONa – 10, KCl – 5,
агар – 20. Спонтанные ауксотрофные мутации lys
и ura отбирали на селективных средах, содержа-
щих соответственно DL-аминоадипиновую и
5'-фтороротовую кислоты [42, 43]. Гибридизацию
проводили методом “спора на спору” с использо-
ванием микроманипулятора или массовым скре-
щиванием спор на полной среде с последующим
отбором гибридов на минимальных селективных
средах. Состав минимальной среды (г/л): дрож-
жевая азотная основа без аминокислот (фирмы
“Difco”, США) – 6.7, глюкоза – 20, агар – 20. Ас-
коспоры изолировали с помощью микроманипу-
лятора, предварительно разрушив оболочки ас-
ков ферментативным препаратом из желудка ви-
ноградных улиток Helix pomatia.

РЕЗУЛЬТАТЫ

С помощью различных молекулярных методов
и гибридологиического анализа мы изучили гене-
тическое родство 33 штаммов комплекса S. bayanus.
Штаммы выделены из ферментационных про-
цессов и различных природных источников в раз-
ных регионах мира: Россия, Нидерланды, Швей-
цария, Испания, Германия, Франция, Словакия,
Венгрия, Молдавия, Аргентина, США, Австралия и
Новая Зеландия (табл. 1).

ПДРФ-анализ ПЦР-амплифицированных 
IGS2-участков рДНК

У изученных штаммов S. bayanus были прове-
дены амплификация IGS2-участка рДНК и по-
следующий ПДРФ-анализ с помощью рестрикта-
зы AluI. На рис. 1 представлены ПДРФ-паттерны
некоторых штаммов. С помощью этого молеку-
лярного маркера можно четко дифференцировать
виды S. cerevisiae и S. bayanus, а также внутривидо-
вые популяции последнего (рис. 1, дорожки 1, 2 и
3–22 соответственно). По сходству AluI-профи-
лей изученные штаммы S. bayanus разделились на
четыре группы. Идентичные паттерны имели
штаммы S. bayanus var. bayanus (CBS 378, CBS 424,
CBS 425, NBRC 1948) и S. eubayanus (дорожки 4–7 и
20–22 соответственно). Вторую группу состави-
ли штаммы S. bayanus var. uvarum, имеющие три
AluI-фрагмента размером 610, 520 и 170 пн (до-
рожки 8–14). В третью группу вошли пять штаммов
S. bayanus, изолированных в Австралии (Тасмания)
и Новой Зеландии (далее новозеландская популя-
ция, NZ), у которых средний фрагмент был не-
сколько меньшего размера: 500 пн (дорожки 15–
19). Четвертая группа представлена типовой куль-
турой S. bayanus var. bayanus CBS 380, в AluI-про-
филе которой объединены фрагменты, характер-
ные для S. bayanus var. bayanus и S. bayanus var.
uvarum (дорожка 3).

Мультигенный филогенетический анализ

Для установления филогенетического родства
изученных штаммов мы провели сравнительный
анализ нуклеотидных последовательностей трех
ядерных (FSY1, HIS3, MET2) и двух митохондри-
альных (FUN14, COX2) генов.

Рис. 1. ПДРФ-анализ амплифицированных фрагментов межгенного спейсера IGS2 дрожжей комплекса Saccharomyces
bayanus с помощью эндонуклеазы AluI. S. cerevisiae (контроль): 1 – S288C, 2 – ВКМ Y–502; S. bayanus var. bayanus: 3 – CBS
380, 4 – CBS 378, 5 – CBS 424, 6 – CBS 425, 7 – NBRC 1948; S. bayanus var. uvarum: 8 – ВКМ Y–1146, 9 – M488, 10 –
NCAIM Y.00677, 11 – PJS 2.95, 12 – 148.01, 13 – UWO(PS) 99-808, 14 – M300; Новозеландская (NZ) популяция дрож-
жей S. bayanus: 15 – PYCC 6864, 16 – PYCC 6865, 17 – PYCC 6867, 18 – PYCC 6868, 19 – PYCC 6869; S. eubayanus: 20 –
CBS 12357, 21 – PYCC 7085, 22 – yHKS 210. М – маркер молекулярных масс. 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Литва).

пн
1031

М

S. cerevisiae S. bayanus
NZ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1817 19 20 21 22
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Рис. 2. Филогенетические деревья, построенные по нуклеотидным последовательностям ядерных (FSY1, HIS3, MET2) (а)
и митохондриальных (FUN14, COX2) (б) генов дрожжей комплекса Saccharomyces bayanus. Приводятся значения бут-
стрепа >70%. Шкала соответствует пяти нуклеотидным заменам на 1000 нуклеотидных позиций. NZ – новозеландская
популяция дрожжей S. bayanus.
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На филогенетическом дереве, построенном по
нуклеотидным последовательностям генов FSY1,
HIS3 и MET2, со 100%-ной статистической под-
держкой выделяются два кластера (рис. 2,а). Пер-
вый включает два подкластера: S. bayanus var.
uvarum и новозеландские штаммы S. bayanus, нук-
леотидные последовательности которых отлича-
ются 17–56 заменами. Наибольшие различия от-
мечены по последовательностям гена FSY1. Внут-
ри каждого подкластера штаммы, как правило,
имели идентичные последовательности или раз-
личались одной–восьмью заменами. К первому
кластеру примыкает S. bayanus var. bayanus CBS 425,
выделенный из яблочного сока в Швейцарии.
Второй кластер также разделен на два подкласте-
ра: S. eubayanus и S. bayanus var. bayanus.

По последовательностям митохондриальных
генов FUN14 и COX2 штаммы S. bayanus var. bayanus
попали в два разных кластера: три штамма (CBS
424, CBS 425, NBRC 1948) вошли в один кластер с
дрожжами S. eubayanus, а два (CBS 378 и CBS 380) –
с S. bayanus var. uvarum (рис. 2,б). Третий кластер
сформировали штаммы новозеландской популяции.

На рис. 3 представлено филогенетическое де-
рево, построенное по нуклеотидным последова-
тельностям ядерных и митохондриальных генов.
Следует отметить, что штаммы новозеландской
популяции на всех трех филогенетических дере-

вьях формируют отдельный кластер со статисти-
ческой поддержкой 99–100%. Эти штаммы зна-
чительно отличаются от S. bayanus var. uvarum по
нуклеотидным последовательностям всех пяти
проанализированных генов: 55–56 замен (FSY1),
16–18 (MET2), 24–26 (HIS3), 21 замена (FUN14) и
43–46 (COX2). Различий с дрожжами S. eubayanus и
S. bayanus var. bayanus было значительно больше.

Молекулярное кариотипирование 
и Саузерн-гибридизация

Виды S. cerevisiae и S. bayanus имеют неколли-
неарные кариотипы. В геноме последних дрож-
жей имеется три реципрокные транслокации, за-
трагивающие хромосомы XV/VIII, IV/II и X/VI [7,
44]. Последняя транслокация характерна для дрож-
жей S. bayanus var. uvarum и отсутствует у штаммов
S. bayanus var. bayanus и S. eubayanus [7, 39]. Следу-
ет отметить, что молекулярное кариотипирова-
ние штаммов S. bayanus из новозеландской попу-
ляции ранее не проводилось.

Мы сравнили молекулярные кариотипы 33 изу-
ченных штаммов. Кариотипы некоторых из них
представлены на рис. 4,а. Идентификацию от-
дельных хромосомных полос проводили по карио-
типу стандартного штамма S. cerevisiae YNN 295,
имеющего известные размеры и порядок хромо-
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сом (рис. 4,а, дорожка 1). Новозеландские штам-
мы имеют сходные кариотипические профили,
незначительный полиморфизм размеров отмечен
только для хромосомных полос размером 2200–
770 тпн (дорожки 12–15). Эти штаммы имеют в
своем кариотипе три хромосомные полосы разме-
ром 245–370 тпн, вместо двух у S. bayanus var. uvarum
(дорожки 10 и 11). Молекулярные кариотипы
S. eubayanus также характеризовались наличием
хромосомы VI размером около 290 тпн (рис. 4,а,
дорожки 7–9). Три штамма S. bayanus var. bayanus
(CBS 380, CBS 424 и CBS 425) характеризовались
тремя хромосомными полосами размером 245–
370 тпн, тогда как у CBS 378 и NBRC 1948 имеется
соответственно две и одна хромосомные полосы
(дорожки 2–4, 5 и 6). Согласно интенсивности
свечения указанные полосы штаммов CBS 378 и
NBRC 1948, по-видимому, содержат несколько
хромосом. Действительно, с помощью одноступен-
чатого режима кариотипирования удалось разде-
лить на две хромосомы нижнюю полосу штамма
NBRC 1948 и хромосомную полосу размером около
370 тпн у штамма CBS 378 (рисунок не приводится).

Хромосомные ДНК изученных штаммов были
перенесены на нитроцеллюлозную мембрану для
последующей Саузерн-гибридизации с зондом

ACT1 (хромосома VI) дрожжей S. cerevisiae (рис. 4,б).
У всех изученных штаммов S. eubayanus, новозе-
ландской популяции и трех штаммов S. bayanus
var. bayanus (CBS 380, CBS 424 и CBS 425) зонд
ACT1 гибридизовался к хромосомной полосе раз-
мером около 290 тпн, соответствующей хромо-
соме VI кариотипического стандарта S. cerevisiae
YNN 295 (рис. 2,б, дорожка 1). У штамма S. bayanus
var. bayanus CBS 378 выявлено два гибридизаци-
онных сигнала: var. bayanus-типа и var. uvarum-ти-
па (рис. 4,б, дорожка 5). У NBRC 1948 и всех изу-
ченных штаммов S. bayanus var. uvarum обнаружен
только один гибридизационный сигнал в районе
хромосомы размером около 580 тпн (рис. 4,б, до-
рожки 6, 10 и 11).

Таким образом, реципрокная транслокация
между хромосомами VI и X характерна только для
S. bayanus var. uvarum и отсутствует у штаммов но-
возеландской популяции и S. eubayanus. Среди
дрожжей S. bayanus var. bayanus встречаются штам-
мы обоих типов.

Для определения генетического родства ново-
зеландских и остальных популяций комплекса
S. bayanus мы провели гибридологический анализ.

Рис. 3. Филогенетический анализ ядерных (FSY1, HIS3, MET2) и митохондриальных (FUN14, COX2) генов дрожжей
комплекса Saccharomyces bayanus. Приводятся значения бутстрепа >70%. Шкала соответствует пяти нуклеотидным за-
менам на 1000 нуклеотидных позиций. NZ – новозеландская популяция дрожжей S. bayanus.
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Гибридологический анализ

Были созданы гомозиготные моноспоровые ли-
нии штаммов PYCC 6867, PYCC 6868, PYCC 6869
(Новая Зеландия) и NBRC 1948 (S. bayanus var.
bayanus) c высокой выживаемостью аскоспор: 83.3–
91.7%. Несколько пониженную выживаемость ас-
коспор имела только моноспоровая культура но-
возеландского штамма PYCC 6868: 53.6%. Моно-
споровые культуры были маркированы ауксо-
трофными мутациями lys и ura. В скрещиваниях
использовали ранее полученные ауксотрофные
мутанты штаммов CBS 424, CBS 7001, NCAIM
Y.00677, UWO(PS) 99-808 и CBS 12357 [7, 38, 45].

Все полученные гибриды спорулировали и были
пригодны для тетрадного анализа. Результаты ги-
бридологического анализа представлены в табл. 3.
Внутрипопуляционные гибриды PYCC 6867 × PYCC
6869 характеризовались 68.1%-ной выживаемо-
стью аскоспор и регулярным мейотическим
расщеплением контрольных ауксотрофных мар-
керов. С другой стороны, межпопуляционные
гибриды новозеландских штаммов с S. bayanus
var. bayanus (CBS 424, NBRC 1948), S. bayanus
var. uvarum (CBS 7001, NCAIM Y.00677, UWO(PS)
99-808) и S. eubayanus (CBS 12357) обладали низ-
кой выживаемостью аскоспор: 6.2–23.3%. Не-
смотря на полустерильность межпопуляционных
гибридов, во всех гибридных комбинациях на-
блюдалась рекомбинация родительских маркеров
(табл. 3). Заслуживает внимания гибрид S. bayanus
var. bayanus (NBRC 1948) × S. bayanus var. uvarum
(CBS 7001), имеющий достаточно высокую вы-
живаемость аскоспор: 54.3% (табл. 3). Следует от-
метить, что ранее изученные нами гибриды штам-

мов CBS 380, CBS 424 и CBS 425 (S. bayanus var.
bayanus) и CBS 7001 (S. bayanus var. uvarum) характе-
ризовались пониженной выживаемостью спор: 9–
39% [7, 14, 38].

Мы суммировали результаты гибридологиче-
ского анализа генетических популяций комплек-
са S. bayanus, полученные в настоящей работе, и
ранее опубликованные данные [7, 14, 16, 38, 46].
По выживаемости гибридных аскоспор изученные
популяции можно разделить на две группы (рис. 5).
Выживаемость аскоспор гибридов S. bayanus var.
bayanus × S. eubayanus составила 55–62%, что со-
поставимо с фертильностью гибридов при скре-
щивании разных штаммов S. bayanus var. bayanus:
64%. Новозеландские штаммы образовывали низко
фертильные гибриды со всеми генетическими по-
пуляциями: 6.2–23.3%. Низкую выживаемость ас-
коспор также имели гибриды S. bayanus var. uvarum
с S. bayanus var. bayanus и S. eubayanus: 9–39 и 2.5–
11% (рис. 5). Исключением является достаточно
фертильный гибрид CBS 7001 × NBRC 1948: 54.5%.
Следует отметить, что гибриды штамма NBRC
1948 со штаммами новозеландской популяции,
S. bayanus var. bayanus и S. eubayanus характеризо-
вались низкой выживаемостью аскоспор: 17.1–
23.4% (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование подтвердило слож-
ное строение комплекса S. bayanus, включающего,
по крайней мере, четыре генетические популя-
ции: S. bayanus var. bayanus, S. bayanus var. uvarum,
S. eubayanus и новозеландская. Выживаемость ас-

Рис. 4. Пульс-электрофорез (а) и Саузерн-гибридизация (б) хромосомной ДНК дрожжей комплекса Saccharomyces
bayanus с зондом ACT1 дрожжей S. cerevisiae. S. bayanus var. bayanus: 2 – CBS 380, 3 – CBS 424, 4 – CBS 425, 5 – CBS 378,
6 – NBRC 1948; S. eubayanus: 7 – CBS 12357, 8 – yHKS210, 9 – PYCC 7086; S. bayanus var. uvarum: 10 – CBS 7001, 11 –
CBS 395; новозеландская популяция S. bayanus: 12 – PYCC 6864, 13 – PYCC 6867, 14 – PYCC 6868, 15 – PYCC 6869.
Нумерация и размеры хромосом приводятся согласно стандартному штамму S. cerevisiae YNN295 (дорожка 1).
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коспор существенно зависела от родительских ком-
бинаций и составила 55–62% у гибридов S. bayanus
var. bayanus × S. eubayanus, 9–39% у S. bayanus var.
bayanus × S. bayanus var. uvarum и 2.5–11% у
S. bayanus var. uvarum × S. eubayanus (рис. 5). Ре-
зультаты гибридологического и молекулярного
анализов свидетельствуют о генетической дивер-

генции штаммов новозеландской популяции, ко-
торые значительно отличаются по всем пяти изу-
ченным молекулярным маркерам и образуют полу-
стерильные гибриды с представителями остальных
популяций: 6.2–23.3% (рис. 5). Независимо от вы-
живаемости аскоспор у всех изученных гибридов
наблюдалось регулярное мейотическое расщеп-

Таблица 3. Анализ гибридов генетических популяций комплекса S. bayanus: новозеландская (PYCC 6867, PYCC 6869),
S. bayanus var. bayanus (CBS 424, NBRC 1948), S. bayanus var. uvarum (CBS 7001, NCAIM Y.00677, UWO(PS) 99-808
и PYCC 7083) и S. eubayanus (CBS 12357)

* Соотношение тетрад родительского (Р), неродительского (N) дитипов и тетратипа (Т).

Происхождение 
гибридов и их генотипы

Число изолированных 
тетрад

Жизнеспособность 
аскоспор, %

Мейотическое 
расщепление гибридов

6867 × 6869
ura/lys

36 68.1 3P:12N:4T*

6867 × 7001
ura/lys

136 11.4 11 ura LYS : 24 URA lys : 22 URA LYS : 5 ura lys

6867 × 00677
ura/lys

105 6.2 1 ura LYS : 12 URA lys : 9 URA LYS : 4 ura lys

6867 × 99-808
ura/lys

101 23.3 10 ura LYS : 19 URA lys : 37 URA LYS : 28 ura lys

6867 × 424
ADE/ade

35 18.6 10 ADE : 16 ade

6869 × 1948
lys/ura

29 19.0 6 ura LYS : 6 URA lys : 3 URA LYS : 7 ura lys

6867 × 12357
ura/lys

118 19.5 14 ura LYS : 34 URA lys : 31 URA LYS : 13 ura lys

7083×12357
ura/lys

20 2.5 2 URA lys

1948 × 7001
LYS/lys

35 54.3 44 LYS : 32 lys

1948 × 424
ADE/ade

31 23.4 17 ADE : 12 ade

1948 × 12357
ura/lys

19 17.1 2 ura LYS : 4 URA lys : 5 URA LYS : 2 ura lys
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ление контрольных маркеров, включая двой-
ные ауксотрофы. Внутрипопуляционные скрещи-
вания были фертильны и также характеризовались
мейотической рекомбинацией контрольных мар-
керов. Проведенный нами ранее гибридологиче-
ский анализ более 100 штаммов S. bayanus var. uvar-
um, выделенных из различных ферментационных
и природных источников в разных регионах мира
(Западной, Центральной и Восточной Европы,
Дальневосточной и Юго-восточной Азии, Север-
ной и Южной Америки, Гавайских островов), вы-
явил высокую выживаемость гибридных аскос-
пор: 89–100% [1, 15–18, 46]. Дрожжи S. eubayanus
также обнаружены в разных регионах мира: Ар-
гентине, Чили, США, Канаде, Китае, Австралии
и Новой Зеландии [24, 32–35]. С другой стороны,
все известные штаммы дрожжей S. bayanus var.
bayanus были выделены исключительно в Европе,
в основном из пивоварения [7, 13].

С помощью ПДРФ-анализа межгенного спей-
сера IGS2 рДНК можно четко дифференцировать
S. bayanus var. uvarum и новозеландские изоляты
от штаммов S. bayanus var. bayanus и S. eubayanus,
имеющих идентичные AluI-паттерны. Сравнитель-
ный анализ ядерных и митохондриальных ге-
нов также выявил более близкое генетическое
родство последних двух популяций. Характерная
для S. bayanus var. uvarum реципрокная транслока-

ция, затрагивающая хромосомы VI и X, отсутствует
у штаммов S. bayanus var. bayanus, S. eubayanus и но-
возеландской популяции. Исключением являются
выделенные из пивоварения штаммы S. bayanus
var. bayanus NBRC 1948 и CBS 378, у которых
также имеется указанная реципрокная трансло-
кация. Следует отметить, что гибрид штамма
NBRC 1948 с S. bayanus var. uvarum CBS 7001
имел 54%-ную выживаемость аскоспор, тогда
как гибрид NBRC 1948 × S. bayanus var. bayanus
CBS 424 был полустерильным: 23.4%. По-види-
мому, европейская популяция S. bayanus var. bayanus
является связующим звеном между S. eubayanus и
S. bayanus var. uvarum.

Таким образом, между S. bayanus var. bayanus,
S. bayanus var. uvarum, S. eubayanus и новозеланд-
ской популяциями нет полной межвидовой постзи-
готической изоляции. Согласно полученным гене-
тическим и молекулярным данным указанные так-
соны относятся к одному биологическому виду,
обладая дивергенцией геномов на уровне таксо-
номических разновидностей.

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания АААА-А20-120093090015-2.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Рис. 5. Суммарные результаты гибридологического анализа генетических популяций комплекса Saccharomyces bayanus
([7, 14–18, 38, 46]; настоящее исследование).
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Genetically Isolated Population of Saccharomyces bayanus in New Zealand and Australia
A. N. Borovkovaa, b, G. I. Naumova, A. V. Shnyrevab, and E. S. Naumovaa, *

aNational Research Center “Kurchatov Institute”, Kurchatov Complex
for Genetic Research (GosNIIgenetika), Moscow, 123098 Russia
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The genetic relatedness of yeasts in the Saccharomyces bayanus complex has been studied using the methods
of molecular and classical genetics. A divergent population of S. bayanus has been found in New Zealand and
Australia. The S. bayanus complex includes four genetic populations: S. bayanus var. bayanus, S. bayanus var.
uvarum, S. eubayanus and New Zealand population. The strains of the New Zealand population differ sig-
nificantly in the nucleotide sequences of nuclear (FSY1, HIS3, MET2) and mitochondrial (FUN14, COX2)
genes and form semi-sterile hybrids with other populations: viability of ascospores is 6.2–23.3%. There is no
complete interspecific postzygotic isolation between S. bayanus var. bayanus, S. bayanus var. uvarum,
S. eubayanus, and New Zealand populations: all hybrids showed regular meiotic segregation of control aux-
otrophic markers. According to the results obtained, four genetic populations belong to the same biological
species with genomic divergence at the level of taxonomic varieties.

Keywords: Saccharomyces bayanus complex, S. bayanus var. bayanus, S. bayanus var. uvarum, S. eubayanus,
New Zealand population, genetic hybridization and phylogenetic analyses, molecular karyotyping.
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