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Изучено распространение и особенности пектиназных генов PGU у дрожжей Saccharomyces разной
видовой принадлежности. С помощью молекулярного кариотипирования и Саузерн-гибридизации
установлено, что дрожжи S. arboricola, S. cariocanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii и S. paradoxus облада-
ют только одним геном PGU, расположенным в хромосоме X. У остальных трех видов обнаружены
полимерные гены PGU разной хромосомной локализации: S. mikatae и S. jurei (хромосомы X и VIII),
S. bayanus (X, I и XIV). Впервые проведен сравнительный анализ нуклеотидных и аминокислотных
последовательностей генов PGU у всех восьми видов рода Saccharomyces. Обнаружена видоспеци-
фичность генов PGU, а также их внутривидовой полиморфизм у дрожжей S. kudriavzevii и S. paradox-
us, связанный с географическим происхождением штаммов. Наиболее дивергентными являются
белки Pgu1a (S. arboricola) и Pgu1b, Pgu2b, Pgu3b (S. bayanus), уровень сходства которых с белками Pgu
остальных видов Saccharomyces не превышал 89%. Наибольшее сходство (>95%) отмечено для белков Pgu
S. cerevisiae, S. paradoxus и S. cariocanus, а также S. mikatae и S. jurei. Наблюдался значительный внутриви-
довой полиморфизм секреции эндо-полигалактуроназы у изученных видов Saccharomyces. Исключением
является вид S. bayanus, все изученные штаммы которого обладали достаточно высокой активностью.
По-видимому, способность секретировать активную эндо-полигалактуроназу является видовой осо-
бенностью этих дрожжей.
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Пектин – полисахарид растительного проис-
хождения, состоящий из соединенных между со-
бой α(1–4)-гликозидной связью остатков галак-
туроновой кислоты, присутствующих в виде ме-
тилового эфира. Являясь структурным элементом
растительных тканей, пектин способствует
устойчивости растений к биотическим и абиоти-
ческим факторам окружающей среды. Содержа-
ние пектиновых веществ в ягодах винограда зави-
сит от сорта и составляет от 0.5 до 5 г/л. Известно,
что даже незначительное содержание пектиновых
веществ в вине может приводить к появлению
коллоидных помутнений и засорению фильтров
(Van Rensburg, Pretorious, 2000). Расщепление высо-
комолекулярных пектиновых веществ растительно-
го происхождения является сложным процессом с
участием нескольких ферментов, основным из ко-

торых является пектиназа (эндо-полигалактурона-
за, К.Ф. 3.2.1.15). В виноделии для биохимическо-
го гидролиза пектиновых соединений использу-
ют коммерческие, как правило, неочищенные
ферментные препараты грибов Aspergillus и
Trichoderma, в которых, помимо эндо-полигалак-
туроназы, могут присутствовать примеси и фер-
менты с нежелательной побочной активностью,
например, пектин-эстеразной, приводящей к по-
вышенному содержанию метанола в вине (Louw
et al., 2006). В этой связи, целесообразно в каче-
стве стартовых культур в виноделии использовать
штаммы сахаромицетов, обладающие высокой
пектинолитической активностью.

Род Saccharomyces включает восемь видов:
S. cerevisiae, S. arboricola, S. cariocanus, S. bayanus,
S. kudriavzevii, S. jurei, S. mikatae и S. paradoxus

Г. И. Наумов

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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(Naumov et al., 2000a; Kurtzman, 2003; Wang, Bai,
2008; Vaughan-Martini, Martini, 2011; Naseeb et al.,
2017). Традиционно в виноделии используются
дрожжи S. cerevisiae, для которых не характерна пек-
тинолитическая активность (Fernández-González
et al., 2004; Divol, Rensburg, 2007; Louw et al., 2010).
Большинство изученных штаммов этого вида не
способны расщеплять пектин или обладают
очень слабой пектинолитической активностью.
Это может быть связано с мутациями в кодирую-
щем эндо-полигалактуроназу структурном гене
PGU1 (псевдоген), его полным отсутствием или с
мутациями в регуляторных генах. Высокой пек-
тинолитической активностью обладает француз-
ский шампанский штамм SCPP (Gainvors et al.,
1994; Gognies et al., 1999), который, согласно ги-
бридологическому и кариотипическому анали-
зам, относится к виду S. bayanus (Naumov et al.,
2001a). В отличие от штаммов S. cerevisiae, имею-
щих по одному гену PGU, дрожжи S. bayanus обла-
дают тремя полимерными генами PGU1b, PGU2b
и PGU3b (Наумов и соавт., 2016a, 2016b; Наумова
и соавт., 2019). В отличие от S. cerevisiae, дрожжи
S. bayanus способны расти при пониженных тем-
пературах и часто выделяются при более позднем
сборе ягод винограда (Naumov, 1996; Наумов и
соавт., 2011). Доказана большая роль этих дрож-
жей в производстве белых, сладких и игристых
вин, а также сидра (Naumov et al., 1993, 2000b,
2001b, 2002; Panon et al., 1995; Torriani et al., 1999; Re-
menteria et al., 2003). Вид S. paradoxus встречается по-
всеместно, его штаммы часто выделяются из сокоте-
чений широколиственных деревьев, насекомых, не-
окультуренных почв, листьев растений и гораздо
реже с различных ягод, включая виноград. Недавно
показано, что выделенный с виноградников в Хор-
ватии штамм S. paradoxus RO88 характеризуется вы-
сокой пектинолитической активностью (Eschstruth,
Divol, 2011).

Ничего не известно о пектинолитической ак-
тивности остальных видов рода Saccharomyces:
S. arboricola, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. jurei и
S. mikatae. Эти дрожжи выделяются из различных
природных источников: в разных регионах мира.
Интересно отметить, что многие коммерческие
штаммы, используемые в виноделии Франции,
Испании, Австрии, Швейцарии и Австралии, яв-
ляются межвидовыми гибридами с участием
дрожжей S. kuriavzevii: S. cerevisiae × S. kudriavzevii
и S. cerevisiae × S. bayanus × S. kudriavzevii (Naumo-
va et al., 2005; Pérez-Torrado et al., 2018).

Целью настоящего исследования является
изучение распространения и особенностей пек-
тиназных генов PGU разных видов рода Saccharo-
myces на материале штаммов различного проис-
хождения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. Происхождение изу-

ченных штаммов дрожжей Saccharomyces приве-
дено в табл. 1. Дрожжи культивировали при 28°С на
полной среде YPD состава (г/л): бакто-агар – 20,
глюкоза – 20, дрожжевой экстракт – 10, пептон – 20.

Пектинолитическая активность. Скрининг на
наличие пектинолитической активности осу-
ществляли согласно Louw et al. (2010) в нашей мо-
дификации. Дрожжи культивировали в течение
1 сут на твердой YPD среде. Суточные культуры
дрожжей уколом микробиологической петли вы-
севали на минимальную среду с полигалактуро-
новой кислотой (PG) следующего состава (г/л):
дрожжевая азотная основа с аминокислотами
(“Difco”, США) – 6.7, полигалактуроновая кис-
лота (“Sigma”, США) – 12.5, глюкоза – 10, агар
(“Difco”, США) – 20, Na2HPO4, – 6.8 (pH 4.0).
Культивировали при 28°С в течение 3 сут, затем
выросшие колонии дрожжей смывали дистилли-
рованной водой и визуализацию производили 6
М раствором HCl. Ферментативную активность
определяли по четким зонам гидролиза (ореолам)
полигалактуроновой кислоты вокруг колоний
дрожжей. Чашки Петри фотографировали и
определяли размер ореолов с помощью ПО IC
Measure_2.0.0.272 (www.helicon.ru). Для каждого
штамма были проведены два независимых экспе-
римента. Размер ореолов указывал на способ-
ность различных штаммов разлагать полигалак-
туроновую кислоту. В качестве контроля исполь-
зовали запатентованный штамм S. cerevisiae ВКПМ
Y-718, обладающий высокой пектинолитической
активностью (Патент SU 1495368). Этот штамм
является экспериментально полученным полип-
лоидом винного штамма Кокур-3.

Пульс-электрофорез нативных хромосомных
ДНК и Саузерн-гибридизация. Приготовление
препаратов хромосомных ДНК описано ранее
(Наумова и соавт., 1993). Электрофоретическое
разделение хромосомных ДНК проводили на ап-
парате CHEF-DR III (“Bio-Rad”, США) при 200 В в
следующем режиме: 15 ч при времени переключе-
ния полей 60 с и 8 ч при времени переключения
полей 90 с. В качестве буфера использовали 0.5×
TBE (45 мМ Трис-HCl, рН 8.0, 10 мМ EDTA,
45 мМ борная кислота), охлажденный до 14°С.
После электрофореза гель окрашивали бромистым
этидием, промывали в дистиллированной воде и
фотографировали в УФ-свете. В качестве кариоти-
пического стандарта использовали штамм S. cerevi-
siae YNN 295 (“Bio-Rad”, США), имеющий из-
вестный порядок и размеры хромосом.

После пульс-электрофореза хромосомные
ДНК переносили вакуумным методом на нитро-
целлюлозную мембрану на аппарате “Vacuum
blotter” (“Bio-Rad”, США). ДНК фиксировали на
мембране отжигом при 80°С в течение 2 ч. В каче-
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Таблица 1. Изученные штаммы дрожжей Saccharomyces, их происхождение и пектинолитическая активность

Штамм Источник и место выделения Диаметр, мм*

S. arboricola
CBS 10644 (T) Кора дуба Quercus fabric, Китай 3.5
AS 2.3319 Кора каштана Castanopsis orthacantha, Китай 5.0
AS 2.3318 Кора каштана Castanopsis orthacantha, Китай 8.9
NRRL Y-63703 Плодовое тело Auricularia polytricha, Тайвань 6.1

S. bayanus
CBS 7001 Ручейник Mesophylax adopersus, Испания 15.5
UWO(PS) 99-808 Нектар Nothofagus sp., Патагония, Аргентина 10.7
148.01 Экссудат вяза Ulmus pumila, Благовещенск, Россия 13.9
PYCC 6866 Кора Nothofagus cunninghamii, Тасмания, Австралия 14.6
TBVIс2.95 Бродящая мезга, Бордо, Сотерн, Франция 15.3
PYCC 6330 Плодовое тело Cyttaria hariotii, Патагония, Аргентина 11.7
M300 Красное вино, Ростов, Россия 11.2
D13 Белове вино, Эльзас, Франция 15.6
ВКМ Y-1146 Виноград, Мичуринск, Россия 17.2
DDI4.95.4A Бродящая мезга, Бордо, Барсак, Франция 17.5
T5/6 Токайское вино, Венгрия 17.0
T13/30 Токайское вино, Венгрия 18.8
ВКМ Y-361 Токайское вино, Словакия 17.6
CBS 395 Сок черной смородины Ribes nigrum, Нидерланды 18.0
CBS 8711 Вино, долина Луары, Тур, Франция 20.1
NCAIM Y.00676 Алкогольный напиток, Венгрия 23.8
NCAIM Y.00677 Алкогольный напиток, Венгрия 18.9

S. cariocanus
UFRJ 50816 (T) Drosophila sp., Бразилия 11.8
UFRJ 50791 Drosophila sp., Бразилия 14.6

S. cerevisiae
CBS1171 (T) Пивоварня Oranjeboom, Роттердам, Нидерланды 0
YNN 295 Генетическая линия 0
S288C Генетическая линия 0
ВКМ Y-502 Виноград, Дальний Восток 0
КБП-3793 Виноград, Белоруссия 0
М435 Виноградное сусло, Закарпатская область, Украина 0
SRC 120 Сидр, Бретань, Франция 0
DDI27.95 Бродящая мезга, Барсак, Франция 0
СЕСТ 10484 Альпехин, Испания 0
CBS 7962 Бродящий сироп из сахарного тростника, Бразилия 0
М212 Шампанское, Украина 6.5
MUCL 30909 Ферментированная маниока, Бурунди, Африка 11.4
СЕСТ 10485 Альпехин, Испания 13.7
GIV 51 Вино, Грузия 13.9
АТСС 66812 Альпехин, Греция 14.3
ВКМ Y-1553 Виноградная лоза, Братислава, Словакия 15.4
ВКМ Y-1554 Виноградное сусло, Словакия 15.6

ВКПМ Y-4748 Ягоды винограда, Дагестан, Россия 17.5
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ВКПМ Y-718 Полиплоидный мутант штамма Кокур-3, сухое белое вино, Крым 27.0
S. jurei

NCYC 3947 (Т) Кора дуба Q. robur, Франция 17.2
NCYC 3962 Кора дуба Q. robur, Франция 14.7

S. kudriavzevii
NBRC 1802 (T) Гниющие листья, Япония 5.0
NBRC 1803 Гниющие листья, Япония 12.5
NBRC 10991 Гниющие листья, Япония 0
NBRC 10990 Почва, Япония 7.8
PYCC 5979 Кора дуба Quercus sp., Португалия 6.1
PYCC 5977 Кора дуба Quercus sp., Португалия 6.7
ВКПМ Y-4736 Кора дуба Quercus sp., Португалия 8.5
TJ13M05 Bolbitius sp., Хуалянь, Тайвань 5.0
NRRL Y-63706 Почва, Хуалянь, Тайвань 8.9
ES14S09 Почва, Наньтоу, Тaйвань 9.9
TJ11S04 Почва, Хуалянь, Тайвань 10.9
NRRL Y-63705 Почва, Гаосюн, Тайвань 11.1
NRRL Y-63704 Листья Eupatorium tashiroi, Гаосюн, Тайвань 10.7
PYCC 5978 Дуб Q. pyrenaica, Португалия Нд
SR85 Дуб, Испания Нд

S. mikatae
NBRC 1815 (T) Почва, Япония 5.0
NBRC 10996 Почва, Япония 6.0
NBRC 10999 Почва, Япония 8.1
NBRC 1816 Опавшие листья, Япония 5.0
NBRC 11000 Сокотечение Q. crispula, Япония 12.7
NBRC 11001 Сокотечение Camellia japonica, Япония 5.0
NBRC 11002 Сокотечение Fagus crenata, Япония 7.0
NBRC 11003 Сокотечение Q. myrsinaefolia, Япония 10.9
NBRC 10992 Опавшие листья, Япония 11.5
NBRC 10993 Опавшие листья, Япония 12.3
NBRC 10995 Опавшие листья, Япония 12.4
NBRC 10997 Опавшие листья, Япония 13.1
NBRC 10998 Опавшие листья, Япония 13.5
NBRC 10994 Опавшие листья, Япония 14.9

S. paradoxus
CBS 432 (T) Кора дуба Quercus sp., Россия 16.2
CBS 406 Сокотечение Quercus sp., Нидерланды 18.4
CBS 5829 Лесная почва, Дания 16.8
CBS 7400 Испорченный майонез, Европа 11.8
N17 Сокотечение дуба Q. robur, Татарстан, Россия 13.1
ВКМ Y-1707 Дикий виноград, Армения 15.1

ВКМ Y-1708 Полу-культурный виноград, Армения 14.0
D1 Кора дуба, Новосибирск, Россия 13.4
N43 Сокотечение Q. mongolica, Дальний восток, Россия 12.7

Штамм Источник и место выделения Диаметр, мм*

Таблица 1. Продолжение
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стве зондов использовали ПЦР-амплифицирован-
ные фрагменты длиной 1077 п.н., что покрывает
большую часть кодирующей области генов PGU1
(S. cerevisiae S288C), PGU1b (S. bayanus MCYC 623),
PGU1m (S. mikatae NBRC 1815), PGU1a (S. arborico-
la CBS 10644). Последовательности использован-
ных праймеров приведены ниже. Метку вводили
нерадиоактивным методом с использованием ди-
гоксигенина (dig-II-dUTP) из набора DIG High
Prime DNA Labeling Detection Starter Kit I (“Roche”,
Швейцария). Гибридизацию и детекцию гибри-
дизационных сигналов проводили согласно про-
токолу фирмы-изготовителя.

Секвенирование и филогенетический анализ.
Полимеразную цепную реакцию осуществляли
на ДНК-амплификаторе ”Bio-Rad” (США).
Дрожжевую ДНК выделяли согласно Lõoke et al.
(2011). Дизайн олигонуклеотидных праймеров
для амплификации и секвенирования генов PGU
осуществляли онлайн на сайте https://www.yeast-
genome.org. Для амплификации генов PGU видов
Saccharomyces использовали следующие праймеры:
S. cerevisiae PGU11 (5'-CACATTGATGGACAAAC-
GCA-3')/PGU12 (5'-AGGATTAACAGCTTGCAC-
CA-3'); S. arboricola PGU17 (5'-CTTTTGT-
CAACTTTGTGCGCT-3')/PGU18 (5'-ATGATG-
CACCTGAGCCAGAT-3'); S. bayanus PGU13

(5'-CCACCAAACGCAATGATTT-3')/PGU14 (5'-AT-
GATGCACCTGAGCCAGAT-3'); S. mikatae PGU15
(5'-GGCAAACGCGATGGTTTTTA-3')/PGU16 (5'-
AGGTTTAGCATGTTGCACCA-3'); S. paradoxus PGU21
(5'-TTTGTGCGCTTTTGCTGTCG-3')/PGU23
(5'-AAATTGACACCCCGGACCAC-3'). ПЦР прово-
дили в 30 мкл буфера, содержащего 2.5 мМ MgCl2,
0.1 мМ каждого dNTP, 50 пмоль каждого прайме-
ра, 2.5 единицы Taq-полимеразы (“Синтол”, Рос-
сия), 20–200 нг ДНК по следующей схеме: на-
чальная денатурация ДНК при 94°C в течение
5 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 до-
стройка при 72°С – 10 мин. Продукты амплифи-
кации разделяли электрофорезом в 1%-ном ага-
розном геле при 60–65 В в 0.5× ТВЕ буфере в те-
чение 1–1.5 ч. Гель окрашивали бромистым
этидием, промывали в дистиллированной воде и
фотографировали в ультрафиолетовом свете на
трансиллюминаторе Vilber Lourmat (Франция). В
качестве маркера молекулярных весов использо-
вали препарат 1 kb DNA Ladder (“Thermo Fisher
Scientific”, США). Амплифицованныe фрагмен-
ты элюировали из геля с помощью набора Silica
Beads DNA Gel Extraction Kit (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США), согласно протоколу фирмы-изго-

Примечание. Сокращенные названия коллекций: ВКМ – Всероссийская коллекция микроорганизмов (Пущино, Россия);
ВКПМ – Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов (Москва, Россия); КБП – коллекция кафедры биоло-
гии почв МГУ (Москва, Россия); М – Коллекция микроорганизмов виноделия “Магарач” (КМВ “Магарач”), ФГБУН
ВННИИВиВ “Магарач” РАН (Ялта, Россия); ATTC – American Type Culture Collection (Манассас, США); CBS – The Wester-
dijk Fungal Biodiversity Institute (Утрехт, Нидерланды); CECT – Spanish Type Culture Collection, University of Valencia (Вален-
сия, Испания); MUCL – Mycotheque de L’Universite, Catholique de Louvain (Лёвен, Бельгия); NBRC/IFO – National Institute
of Technology and Evaluation (Tокио, Япония); NCAIM – National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (Бу-
дапешт, Венгрия); NCYC – National Collection of Yeast Cultures (Норидж, Великобритания); PYCC – Portuguese Yeast Culture
Collection (Лиссабон, Португалия); SRC – The Yeast Collection of Station de Recherche Cidricoles (Ле-Рё, Франция); UCDFST – Her-
man J. Phaff Yeast Culture Collection of the Department of Food Science and Technology, University of California (Дэвис, Калифор-
ния, США); UFRJ – Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro (Бразилия); UWO (PS) – Culture collection
of the Departament of Biology, University of Western Ontario (Онтарио, Канада); D13, TBVIс2.95, DDI27.95, DDI4.95.4A – штам-
мы из коллекции Institut des Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV) (Вильнав-д’Орнон, Франция); TJ13M05, ES14S09, TJ11S04 –
штаммы из коллекции Dr. Ch.F. Lee, Department of Applied Science, National Tsing Hua University (Синьчжу, Тайвань). Осталь-
ные штаммы из коллекции лаборатории молекулярной генетики дрожжей ФГБУ “ГосНИИгенетика НИЦ “Курчатовский
институт” (Москва, Россия); соответствие штаммов различных коллекций: CBS 8711 = L19, S288C = CBS 8803, CBS 7001 =
MCYC 623, NBRC 1815 = CBS 8839, NBRC 1802 = CBS 8840, NCYC 3947 = CBS 14759, UFRJ 50816 = CBS 8841, UFRJ 50791 = CBS
7994. T – типовая культура.

* Диаметр зоны гидролиза полигалактуроновой кислоты вокруг колоний дрожжей на PG-среде, мм.
** Нд – нет данных.

N44 Сокотечение Q. mongolica, Дальний восток, Россия 12.5
61.02-2B Сокотечение осины Populus davidiana, Приморский край, Россия 13.9
ВКМ Y-505 Виноград, Дальний Восток, Россия 14.6
ВКМ Y-1704 Сок амурского винограда, Дальний Восток, Россия 13.1
95-1 Сокотечение Quercus sp., Мичиган, США 13.5
UCDFST 52-153 Drosophila sp., Калифорния, США 17.4
UCDFST 72-149 Течь Myoporum sandwicense, Гавайи, США 0
UWO (PS) 91-917.1 Течь M. sandwicense, Гавайи, США 0

Штамм Источник и место выделения Диаметр, мм*

Таблица 1. Окончание
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товителя. Нуклеотидные последовательности ге-
на PGU определяли по двум цепям с помощью
прямого секвенирования по методу Сенгера на
автоматическом секвенаторе “Applied Biosystems
3730” (США).

Поиск гомологии с известными нуклеотидными
последовательностями PGU проводили с помощью
программы BLAST в базе данных GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) и SGD (http://
www.yeastgenome.org/). Множественные выравни-
вания изученных нуклеотидных и аминокислот-
ных последовательностей проводили с помощью
программы BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html). Филогенетические деревья
строили методом объединения соседей (Neigh-
bor-Joining) в программе MEGA 7 (Kumar et al.,
2013). В качестве внешней группы использовали
эндо-полигалактуроназный ген EPG1 дрожжей
Kluyveromyces marxianus CBS 6566 (=КСТС17555),
выделенных из ферментированного кукурузного
теста (Мексика).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Пектинолитическая активность была определе-
на у 87 штаммов Saccharomyces разной видовой
принадлежности (табл. 1). Почти все изученные
штаммы в той или иной степени были способны
секретировать активную эндо-полигалактурона-
зу (рис. 1). Ферментативную активность изучен-
ных штаммов оценивали по размеру зон гидроли-
за полигалактуроновой кислоты вокруг колоний

дрожжей. В зависимости от диаметра образую-
щихся ореолов изученные штаммы были разделе-
ны на три группы: 1) 0–8 мм; 2) 8–15 мм; 3) более
15 мм.

У большинства штаммов S. cerevisiae пектино-
литическая активность полностью отсутствовала
или была очень низкой (табл. 1). К третьей группе
отнесены только 3 из 18 изученных штаммов:
ВКМ Y-1553, ВКМ Y-1554 и ВКПМ Y-4748. Пер-
вые два штамма выделены в условиях виноделия в
Словакии, а последний штамм – с ягод винограда
в Дагестане. Все изученные штаммы дрожжей
S. arboricola, S. cariocanus, S. kudriavzevii и S. mika-
tae также имели достаточно низкую активность и
попали в первые две группы (рис. 1, табл. 1). В на-
стоящее время известно только два штамма
S. jurei, выделенных в 2013 году с коры дуба во
Франции (Naseb et al., 2017). Несмотря на общее
происхождение, штаммы имели различную пек-
тинолитическую активность: NCYC 3947 (диа-
метр ореола 17.2 мм) и NCYC 3962 (<15 мм).

Изученные штаммы S. paradoxus существенно
различались по пектинолитической активности
(рис. 1). У гавайских штаммов UCDFST 72-149 и
UWO(PS) 91-917.1 активность не обнаружена. Де-
сять штаммов S. paradoxus различного происхож-
дения отнесены ко второй группе. В третью груп-
пу попали 5 штаммов: типовая культура CBS 432,
CBS 406, CBS 5829, ВКМ Y-1707 и UCDFST 52-153.
Наибольшей активностью обладал штамм CBS 406
(d = 18.4 мм), выделенный из сокотечения Quercus sp.
в Нидерландах (табл. 1).

Рис. 1. Скрининг штаммов Saccharomyces на наличие пектиназной активности на PG-среде. S. cerevisiae: 1 – S288C; 2 –
ВКПМ Y-4748; 3 – GIV51; S. cariocanus: 4 – UFRJ 50791; S. paradoxus: 5 – CBS 432; 6 – CBS 406; S. kudriavzevii: 7 – NRRL
63705; 8 – NRRL 63704; S. mikatae: 9 – NBRC 1815; 10 – NBRC 10994; S. jurei: 11 – NCYC 3947; 12 – NCYC 3962; S. ar-
boricola: 13 – NRRL Y-63703; S. bayanus: 14 – 148.01; 15 – CBS 8711; 16 – T5/6; 17 – NCAIM Y.00677; 18 – контрольный
штамм S. cerevisiae ВКПМ Y-718. Пунктирной линией обозначены зоны гидролиза полигалактуроновой кислоты во-
круг колоний дрожжей.

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18
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Штаммы S. bayanus обладали достаточно высо-
кой активностью: 12 отнесены к третьей группе, а
остальные 6 ко второй (рис. 1, табл. 1). Наиболь-
шей активностью обладали три штамма: венгер-
ский токайский штамм T13/30 (18.8 мм), фран-
цузский винный штамм CBS 8711 (20.1 мм) и вы-
деленный из алкогольного напитка в Венгрии
штамм NCAIM Y.00676 (23.8 мм). Следует отме-
тить, что уровень секреции эндо-полигалактуро-
назы у последнего штамма сопоставим с кон-
трольным штаммом S. cerevisiae ВКПМ Y-718
(27.0 мм).

Хромосомная локализация генов PGU у 87 изу-
ченных штаммов Saccharomyces была определена
с помощью пульс-электрофореза нативных хро-
мосомных ДНК и Саузерн-гибридизации. Иден-
тификацию отдельных хромосомных полос про-
водили по кариотипу стандартного штамма S. cer-
evisiae YNN 295, имеющего известные размеры и
порядок хромосом (рис. 2–4, дорожка 1). В каче-
стве стандарта также использовали генетическую
линию S. cerevisiae S288C (рис. 2 и 3, дорожка 2), у
которой определена полная нуклеотидная после-
довательность генома (Saccharomyces Genome Da-
tabase, SGD htpp://www.yeast-genome.org). Этот
штамм используется в качестве референсного при
изучении генов различных эукариотических ор-
ганизмов.

На рис. 2 представлены результаты Саузерн-
гибридизации хромосомных ДНК дрожжей S. cer-
evisiae, S. cariocanus, S. paradoxus и S. kudriavzevii с
зондом PGU1 штамма S. cerevisiae S288C. Все изу-
ченные штаммы S. cerevisiae, S. cariocanus, S. para-
doxus и S. kudriavzevii обладали только одним пек-
тиназным геном PGU, расположенным в районе
хромосомы X размером около 770 т.п.н. стандарт-
ного штамма YNN 295 (рис. 2, дорожки 1, 2, 3–11,
12, 13 и 14–20). Гибридизационные сигналы не

были обнаружены у трех из 18 изученных штам-
мов S. cerevisiae: М435, CBS 7962 и СЕСТ 10484,
тогда как у остальных 8 штаммов первой группы
без пектинолитической активности гибридиза-
ционные сигналы выявлены (рисунок не приво-
дится). По-видимому, эти штаммы обладают не-
функциональными генами PGU из-за мутаций в
промоторной области или регуляторных генах.
Псевдогенов среди них обнаружено не было. Из-
вестно, что виды S. cerevisiae, S. paradoxus и
S. kudriavzevii имеют коллинеарные молекулярные
кариотипы (Fisher et al., 2000). Дрожжи S. cario-
canus имеют видоспецифичный кариотип благода-
ря наличию четырех реципрокных транслокаций
(IX/XV, II/XVI, XI/IV и XII/XIV), которые, одна-
ко, не затрагивает хромосому X. Таким образом,
гены S. paradoxus PGU1p, S. kudriavzevii PGU1k,
S. cariocanus PGU1c и S. cerevisiae PGU1 имеют
одинаковую локализацию: хромосома X. Следует
отметить, что интенсивность гибридизационных
сигналов у штаммов S. kudriavzevii с зондом PGU1
была значительно слабее, чем у S. cerevisiae, S. par-
adoxus и S. cariocanus.

Согласно Саузерн-гибридизации, у дрожжей
S. arboricola ген PGU1a также расположен в хро-
мосоме X (рис. 3, дорожки 19–22). У этих дрож-
жей имеется одна хромосомная транслокация
(IV/XIII), также не затрагивающая хромосому X
(Liti et al., 2013). У дрожжей S. mikatae и S. jurei вы-
явлено по два гибридизационных сигнала, распо-
ложенных в районе хромосом X (∼770 т.п.н.) и
VIII (∼580 т.п.н.) стандартного штамма YNN 295
(рис. 3, дорожки 3–16, 17, 18 и 1 соответственно).
Молекулярные кариотипы дрожжей S. mikatae и
S. jurei характеризуются общей реципрокной транс-
локацией между хромосомами VI и VII, а у послед-
него вида имеется дополнительная хромосомная
транслокация I/XIII (Наумова и соавт., 2011; Na-

Рис. 2. Саузерн-гибридизация хромосомной ДНК дрожжей S. cerevisiae, S. paradoxus, S. cariocanus и S. kudriavzevii с зон-
дом PGU1 S. cerevisiae S288C. S. cerevisiae : 1 – YNN 295; 2 – S288C; S. paradoxus: 3 – CBS 432; 4 – CBS 5829; 5 – CBS 406;
6 – N17; 7 – N43; 8 – N44; 9 – 95-1; 10 – UCDFST 52-153; 11 – UWO (PS) 91-917.1; S. cariocanus: 12 – UFRJ 50816; 13 –
UFRJ 50791; S. kudriavzevii: 14 – NBRC 1802; 15 – NBRC 1803; 16 – NRRL 63704; 17 – NRRL 63705; 18 – PYCC 5977;
19 – ВКПМ Y-4736; 20 – PYCC 5979. Нумерация и размеры хромосом приводятся согласно стандартному штамму
S. cerevisiae YNN 295 (дорожка 1).

1Хр. т.п.н.
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seeb et al., 2017; Боровкова и соавт., 2020). Таким
образом, хромосомы X и VIII у S. mikatae, S. jurei и
S. cerevisiae имеют примерно одинаковые размеры.

На рис. 4 представлены молекулярные карио-
типы и результаты Саузерн-гибридизации дрож-
жей S. bayanus. В качестве зонда использовали
ПЦР-амплифицированный ген PGU1b штамма
CBS 7001, геном которого полностью секвениро-
ван (Bon et al., 2000). У всех изученных штаммов
S. bayanus обнаружено по три гибридизационных

сигнала (рис. 4, дорожки 2–14). Сильный гибри-
дизационный сигнал отмечен в четвертой, начи-
ная с низа геля, хромосоме. Дрожжи S. bayanus
имеют видоспецифичный кариотип за счет трех
реципрокных транслокаций, одна из которых
между хромосомами X и VI (Fisher et al., 2000;
Naumova et al., 2005). Еще два гибридизационных
сигнала расположены в хромосомных полосах,
которые по размеру соответствуют хромосомам I
(∼245 т.п.н.) и XIV (∼800 т.п.н.) стандартного

Рис. 3. Саузерн-гибридизация хромосомной ДНК дрожжей S. mikatae, S. jurei с зондом PGU1m NBRC 1815 и S. arboricola
c зондом PGU1a CBS 10644. S. cerevisiae: 1 – YNN 295; 2 – S288C S. mikatae: 3 – NBRC 1815; 4 – NBRC 1816; 5 – NBRC
10992; 6 – NBRC 10993; 7 – NBRC 10994; 8 – NBRC 10995; 9 – NBRC 10996; 10 – NBRC 10997; 11 – NBRC 10998; 12 –
NBRC 10999; 13 – NBRC 11000; 14 – NBRC 11001; 15 – NBRC 11002; 16 – NBRC 11003; S. jurei: 17 – NCYC 3947; 18 –
NCYC 3962; S. arboricola: 19 – CBS 10644; 20 – AS 2.3318; 21 – AS 2.3319; 22 – NRRL Y-63703. Нумерация и размеры
хромосом приводятся согласно стандартному штамму S. cerevisiae YNN 295 (дорожка 1).

1Хр. т.п.н.
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ХIII 580

Рис. 4. Пульс-электрофорез (а) и Саузерн-гибридизация (б) хромосомных ДНК дрожжей S. bayanus с зондом PGU1b
CBS 7001. S. cerevisiae: 1 –YNN 295; S. bayanus: 2 – CBS 395, 3 – M300, 4 – T5/6, 5 – CBS 7001, 6 – CBS 1146, 7 – D13,
8 – ВКМ Y-361, 9 – ВКПМ Y-2528, 10 – CBS 8711, 11 – PYCC 6866, 12 – TBVIс2.95, 13 – NCAIM Y.00676, 14 – NCAIM
Y.00677. Нумерация и размеры хромосом приводятся согласно стандартному штамму S. cerevisiae YNN 295 (дорожка 1).
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штамма YNN 295 (рис. 4, дорожка 1). Следует от-
метить слабую гибридизацию зонда PGU1b с генами
PGU2b и PGU3b, при этом гибридизация с геном
PGU1 дрожжей S. cerevisiae YNN 295 полностью
отсутствовала (рис. 4, дорожка 1).

Сравнительный анализ аминокислотных после-
довательностей эндо-полигалактуроназ дрожжей
Saccharomyces. Мы провели секвенирование генов
PGU у 24 штаммов Saccharomyces разной видовой
принадлежности, которые выделены из различ-
ных источников и отличаются по пектинолитиче-
ской активности. Полученные нуклеотидные по-
следовательности имели длину 1077 нуклеотида,
что покрывает большую часть кодирующей обла-
сти генов PGU. По полученным нуклеотидным
последовательностям генов PGU дрожжей Saccha-
romyces были определены аминокислотные по-
следовательности соответствующих белков из
359 аминокислотных остатков. На основании
анализа аминокислотных последовательностей
было построено филогенетическое древо (рис. 5).

В качестве внешней группы использовали эндо-
полигалактуроназу Epg1 дрожжей Kluyveromyces
marxianus.

Все изученные эндо-полигалактуроназы дрож-
жей Saccharomyces разделились на два основных
кластера. Внутри первого кластера со 100%-ной
статистической достоверностью выделяются три
подкластера. Первый включает штаммы S. cerevi-
siae (99.2–100% сходства), а также дрожжи S. par-
adoxus и S. cariocanus, эндо-полигалактуроназы
которых идентичны на 96.4–100% (рис. 5). Севе-
роамериканские штаммы S. paradoxus и дрожжи
S. cariocanus имеют идентичные последователь-
ности, которые сходны с эндо-полигалукторона-
зами штаммов S. paradoxus, выделенных на Гавай-
ях, Дальнем Востоке и в Европе, соответственно,
на 98.3, 98.6 и 98.1–98.3%. Белки Pgu1р дальнево-
сточных и европейских штаммов идентичны на
99.4–99.7%, а их сходство с эндо-полигалактуро-
назами гавайских штаммов не превышало 97%.
Сходство эндо-полигалактуроназ дрожжей S. cer-

Рис. 5. Филогенетический анализ аминокислотных последовательностей эндо-полигалактуроназ дрожжей рода Sac-
charomyces. В качестве внешней группы использована эндо-полигилактуроназа (Epg1) дрожжей Kluyveromyces marx-
ianus. Приводятся значения бутстрепа >70%. Шкала соответствует 50 аминокислотным заменам на 1000 аминокислот-
ных позиций. Цифрами в скобках обозначены группы штаммов, имеющие идентичные аминокислотные последова-
тельности: (1) – GIV51, (2) – NCYC 2908, 95-1, UCDFST 52-153, (3) – N43, ВКМ Y-505, ВКМ Y-1704, (4) – CBS 406,
N17, (5) – ВКМ Y-1708, (6) – NBRC 1816, NBRC 11000, (7) – SR85, (8) – AS 2.3319, AS 2.3318, NRRL Y-63703, (9) – CBS
395, M300, ВКМ Y-361, (10) – CBS 395. В косых скобках показаны различные эндо-полигалактуроназы Pgu.
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evisiae и S. paradoxus/S. cariocanus составило 95.6–
96.8%. Второй подкластер объединяет дрожжи
S. mikatae и S. jurei, эндо-полигалактуроназы ко-
торых сходны на 95.0–96.4%. Белки Pgu1m (хро-
мосома X) дрожжей S. mikatae идентичны на 97.2–
100%, тогда как белки Pgu2m (хр. VIII) сходны на
96.7–99.7%. Сходство Pgu1m и Pgu2m составляет
95.8–98.6%. Интересно отметить, что по последо-
вательностям Pgu штаммы S. mikatae разделились
на две группы: NBRC 1815, NBRC 1816, NBRC
11000 и NBRC 10992, NBRC 10994 (рис. 5). Ранее
нами было обнаружено аналогичное деление на
две группы штаммов S. mikatae по ITS-последова-
тельностям рДНК (Наумова и соавт., 2011). В тре-
тий подкластер вошли белки Pgu1k дрожжей
S. kusriavzevii, которые идентичны на 98.3–100%.
Последовательности Pguk европейских и дальне-
восточных штаммов сходны на 98.3–98.9%, тогда
как эндо-полигалактуроназы последних штам-
мов практически идентичны: 99.2–99.7%. Сход-
ство эндо-полигалактуроназ трех подкластеров
составило 87.7–91.9%. К первому кластеру примы-
кает белок Pgu1a дрожжей S. arboricola, сходство ко-
торого с соответствующими белками дрожжей
S. cerevisiae, S. cariocanus, S. jurei, S. kudriavzevii, S. mi-
katae и S. paradoxus составило 85.5–87.7%.

Второй кластер включает белки Pgu дрожжей
S. bayanus, которые сходны на 88.6–100% (рис. 5).
У всех проанализированных штаммов последова-
тельности Pgu1b были идентичными, а их сход-
ство с белками PGU2b и PGU3b составило, соот-
ветственно, 88.6–90.8 и 90.0–90.5%. Последние
два белка идентичны на 96.7–97.5%. Следует от-
метить, что сходство последовательностей Pgu2b
и Pgu3b разных штаммов S. bayanus составило, со-
ответственно, 96.7–100% и 99.4–100%. Уровень
сходства эндо-полигалактуроназ дрожжей S. bayanus
и остальных семи видов рода Saccharomyces значи-
тельно ниже: 83.6–88.6%. При этом наибольшее
сходство имел белок Pgu1b (85.5–88.6%), тогда как
сходство Pgu2b и Pgu3b не превышало 87%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты проведенного исследования свиде-

тельствуют о значительном полиморфизме нук-
леотидных и аминокислотных последовательней
генов PGU дрожжей рода Saccharomyces. Согласно
проведенному филогенетическому анализу, наи-
большее сходство эндо-полигалуктороназ (>95%)
отмечено для видов S. cerevisiae, S. paradoxus и
S. cariocanus, а также S. mikatae и S. jurei. Сходство
белков Pgu остальных видов Saccharomyces было
ниже 92%. Наиболее дивергентными являются
эндо-полигалактуроназы дрожжей S. arboricola и
S. bayanus, уровень сходства которых между собой
и с белками PGU остальных видов не превышал
89%. По многим молекулярным маркерам ука-
занные виды является наиболее дивергентными в

роде Saccharomyces (Naumov et al., 2010; Naseb et al.,
2017; Боровкова и соавт., 2020). Обратим внима-
ние на внутривидовой полиморфизм эндо-поли-
галуктороназ дрожжей S. kudriavzevii и S. paradoxus,
связанный с географическим происхождением
штаммов (рис. 5, табл. 1). Так, в третьем подкласте-
ре, образованном дрожжами S. kudriavzevii, выделя-
ются две группы: европейские и дальневосточные
штаммы. Штаммы двух популяций различаются и
по другим молекулярным маркерам, например, по
галактозным генам (Hittinger et al., 2004). В отличие
от европейских штаммов, способных ферментиро-
вать галактозу, дальневосточные штаммы не спо-
собны усваивать галактозу из-за обширных повре-
ждений галактозных генов. Более того, межпо-
пуляционные гибриды имеют пониженную
фертильность, что указывает на частичную гене-
тическую изоляцию штаммов S. kudriavzevii раз-
личного географического происхождения (Нау-
мов, 2016). Известно, что вид S. paradoxus включает
четыре частично-генетически изолированные
географические популяции (европейскую, даль-
невосточную, североамериканскую и гавайскую),
которые различаются по ряду молекулярных мар-
керов (Naumov et al., 1998; Liti et al., 2009). Изу-
ченные нами штаммы S. paradoxus из четырех ука-
занных популяций также отличались по последо-
вательностям эндо-полигалактуроназ (рис. 5). В
целом, полученные результаты свидетельствуют о
видоспецифичности генов PGU дрожжей рода
Saccharomyces. Исключением является ген PGU1с
дрожжей S. cariocanus, нуклеотидная последова-
тельность которого идентична последовательно-
сти гена PGU1р североамериканских штаммов
S. paradoxus. Это неудивительно, поскольку по
многим молекулярным маркерам дрожжи S. cari-
ocanus не отличаются от штаммов S. paradoxus из
североамериканской популяции (Liti et al., 2005,
2006). В то же время, дрожжи S. cariocanus характери-
зуются специфичным молекулярным кариотипом и
обладают уникальной нуклеотидной заменой в
191 позиции консервативного гена 18S рРНК, от-
сутствующей у остальных видов Saccharomyces
(Naumov et al., 2010; Боровкова и соавт., 2020).
Более того, при скрещивании дрожжей S. cario-
canus со штаммами S. paradoxus различного гео-
графического происхождения, включая северо-
американские, образующиеся гибриды были сте-
рильны (Naumov et al., 2000a).

Согласно проведенному нами молекулярному
кариотипировнию и Саузерн-гибридизации,
дрожжи S. arboricola, S. cariocanus, S. cerevisiae,
S. kudriavzevii и S. paradoxus обладают только од-
ним геном PGU, тогда как у остальных трех видов
обнаружено несколько полимерных генов PGU: по
два у S. mikatae и S. jurei, а также три у S. bayanus.
Ген PGU1 штамма S. cerevisiae S288C расположен
в теломерном районе хромосомы X (http://
www.yeastgenome.org). Такую же хромосомную
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локализацию имеют гены S. arboricola PGU1a,
S. cariocanus PGU1c, S. kudriavzevii PGU1k, S. para-
doxus PGU1p, а также один из генов S. jurei
(PGU1j), S. mikatae (PGU1m) и S. bayanus (PGU1b).
По-видимому, расположенный в хромосоме X
ген PGU1 является предковым, тогда как гены
PGU другой хромосомной локализации появи-
лись в геномах дрожжей S. bayanus, S. jurei и S. mi-
katae в ходе эволюции позднее.

Результаты настоящего исследования свиде-
тельствуют о значительном внутривидовом поли-
морфизме секреции эндо-полигалактуроназы у
дрожжей рода Saccharomyces. Штаммы с очень
низкой, средней и достаточно высокой пектино-
литической активностью обнаружены практиче-
ски у всех видов. Исключением является вид
S. bayanus, все изученные штаммы которого обла-
дали достаточно высокой активностью (табл. 1).
По-видимому, способность секретировать актив-
ную эндо-полигалактуроназу является видовой
особенностью этих дрожжей. Обращает на себя
внимание достаточно высокая пектинолитиче-
ская активность штаммов S. paradoxus. Естествен-
ным местообитанием этих дрожжей являются со-
котечения и кора широколиственных деревьев, в
особенности различных видов дубов Европы, Се-
верной Америки и Дальневосточной Азии (Нау-
мов, 2013). Эти дрожжи также обитают в лесной
подстилке и самой почве, а также выделяются из
различных насекомых, которые являются вектора-
ми их распространения в природе. По-видимому,
полигалактуроновая составляющая пектина яв-
ляется важной частью углеводного питания оби-
тающих в природе дрожжей. Для мицелиальных
грибов, например, родов Aspergillus и Sclerotinia,
свойственно наличие мультигенных эндо-поли-
галактуроназных семейств (Bussink et al., 1992;
Fraissinet-Tacher et al., 1995), что может свидетель-
ствовать о высокой экологической значимости
этого фермента.

Принимая во внимание полученные нами ре-
зультаты и литературные данные (Eschstruth,
Divol, 2011) о высокой пектинолитической актив-
ности дрожжей S. paradoxus, есть основание реко-
мендовать генофонд этого вида для селекцион-
ной работы с винными дрожжами.
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Abstract—The distribution and properties of the pectinase PGU genes in Saccharomyces yeasts of different
species was studied. Application of molecular karyotyping and Southern hybridization revealed that S. arbo-
ricola, S. cariocanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, and S. paradoxus species had a single PGU gene located on
the X chromosome. The other three species had polymeric PGU genes of different chromosomal localization:
S. mikatae and S. jurei (chromosomes X and VIII), S. bayanus (X, I, and XIV). This is the first report on com-
parative analysis of the nucleotide and amino acid sequences of the PGU genes was carried out in all eight spe-
cies of the genus Saccharomyces. Species-specificity of the PGU genes was revealed, as well as their intraspe-
cific polymorphism in S. kudriavzevii and S. paradoxus, associated with the geographical origin of the strains.
The most divergent proteins were Pgu1a (S. arboricola) and Pgu1b, Pgu2b, Pgu3b (S. bayanus), for which the
level of similarity to the Pgu proteins of other Saccharomyces species did not exceed 89%. The highest simi-
larity (>95%) was noted for the Pgu proteins of S. cerevisiae, S. paradoxus, and S. cariocanus, as well as S. mi-
katae and S. jurei. Significant intraspecific polymorphism of endo-polygalacturonase secretion was observed
in the studied Saccharomyces species, except for the species S. bayanus, all studied strains of which had a rel-
atively high activity. The ability to secrete active endo-polygalacturonase is probably a specific feature of this
species.

Keywords: Saccharomycs yeasts, PGU genes, pectinase, endo-polygalacturonase, pectin, phylogenetic analy-
sis, molecular karyotyping
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