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Дана генетическая характеристика и проведен филогенетический анализ голотипа вида Rhodotorula
pinalis, штамм ВКМ Y-2963. Полученные данные для ITS региона и D1/D2 доменов LSU размещены
в генбанке NCBI (OM666053). Выявлена конспецифичность подмосковных штаммов Fellozyma sp.
КБП 3851 со сфагновых мхов и Rh. pinalis ВКМ Y-2963 с хвойного опада. Полученные данные по фило-
гении показали, что вид Rh. pinalis должен быть отнесен к роду Fellozyma. В данной работе публикуется
новая комбинация Fellozyma pinalis comb. nov., зарегистрированная в базе MycoBank MB842988.
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В настоящее время насчитывается около 2000
видов дрожжей, которые относятся к аскомице-
товым и базидиомицетовым одноклеточным или
диморфным грибам (Boekhout et al., 2021a). Си-
стематика дрожжевых грибов, впрочем, как и лю-
бой другой группы микроорганизмов, к настоя-
щему времени прошла сложный путь преобразо-
ваний со сменой основных критериев и подходов
к таксономии, и ведущая роль в таксономических
исследованиях теперь отводится молекулярному
филогенетичекому анализу (Boekhout et al., 2021b).
В 2012 году внутренний транскрибируемый спей-
сер (ITS регион) рРНК был предложен в качестве
универсального генетического маркера для грибов
(Schoch et al., 2012). Однако еще ранее для многих
типовых штаммов дрожжей были сделаны сиквен-
сы рибосомальных генов и проведены первые мас-
штабные филогенетические исследования (Kurtz-
man, Robnett, 1998; Fell et al., 2000; Scorzetti et al.,
2002). С этого же периода ведущие микробиоло-
гические журналы не принимали статьи с описа-
ниями новых видов дрожжей без филогенетиче-
ских данных по рибосомальным генам.

Текущие таксономические исследования мно-
гих групп мицелиальных грибов и дрожжей связаны
с анализом генов рРНК (например, Liu et al.,
2015a; Wang et al., 2015a; Kachalkin et al., 2019) и с
мультигенным подходом для систематики выс-
ших таксонов (например, Liu et al., 2015b; Wang et al.,
2015b; Li et al., 2020). Данные по ITS регионам
широко используются для метабаркодинга гриб-

ного населения природных и антропогенных суб-
стратов (например, Tedersoo et al., 2014; Kuznetso-
va et al., 2021). При метабаркодинге сравнение по-
лученных данных с информацией о референсных
штаммах не только дает представление о составе
грибных группировок, но и помогают лучше по-
нять разнообразие всего царства грибов, среди
которого нам известно не более 5‒10% видов
(Boekhout et al., 2021a).

Однако ранее при исследовании многих групп
дрожжей, по тем или иным причинам, основной
упор был сделан на данные о нуклеотидной по-
следовательности гена большой субъединицы
(LSU) рРНК. Особенно это касается аскомицетовых
дрожжей, для ряда описанных видов нуклеотидные
последовательности ITS региона неизвестны (дан-
ные YeastIP, http://genome.jouy.inra.fr/yeastip/). По-
этому в настоящее время требуется дополнитель-
ная генетическая характеристика коллекционных
штаммов. Например, такая характеристика была
сделана для дрожжей из коллекции CBS (Vu et al.,
2016). Отсутствие данных о хотя бы одном генети-
ческом маркере в настоящее время делает невоз-
можным ни таксономические исследования, ни
современную генетическую характеристику со-
обществ с помощью метабаркодинга.

Среди дрожжей видом с отсутствующими дан-
ными о генетических маркерах является Rhodotorula
pinalis (Голубев, 2010), описание которого было сде-
лано на изолятах с хвойного опада Pinus sylvestris.
Цель данного исследования – генетическая харак-
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теристика и филогенетический анализ голотипа
Rh. pinalis ВКМ Y-2963.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для исследования был использован голотип

Rh. pinalis, штамм ВКМ Y-2963. Выделение ДНК
проводили с применением стеклянной дроби
(диаметром 300‒500 мкм) и лизирующего буфера
(TrisBase 50 мM, NaCl 250 мM, ЭДТА 50 мM, SDS
0.3%; pH 8), используя гомогенизатор TissueLyser
LT (“Qiagen”, Германия) и инкубирование при
температуре 65°С. Для амплификации региона
гена рРНК, содержащего ITS регион и D1/D2 до-
мены LSU, использовали праймеры ITS1f (5'-CTT
GGT CAT TTA GAG GAA GTA) и LR5 (5'-TCC
TGA GGG AAA CTT CG). Секвенирование ДНК
проводили с помощью набора реактивов BigDye
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (“Applied Bio-
systems”, США) с последующим анализом продук-
тов реакции на секвенаторе 3130xl Genetic Analyzer
(“Applied Biosystems”, США) в ЗАО “Евроген”
(Москва). Для секвенирования были использованы
праймеры ITS5 и LR5. Полученная в ходе генети-
ческого исследования нуклеотидная последова-
тельность размещена в генбанке NCBI под номе-
ром OM666053.

Выполнен филогенетический анализ для срав-
нения нуклеотидных последовательностей генов
рРНК, полученных после секвенирования, и дан-
ные для типовых штаммов по недавним ревизиям
дрожжей подотдела Pucciniomycotina (Wang et al.,
2015a, 2015b; Li et al., 2020). Филогенетический
анализ (Maximum Likelihood) на основе данных
нуклеотидных последовательностей региона ITS1-
5.8S-ITS2 и D1/D2 доменов LSU проводился с ис-
пользованием программы MEGA v.6 (Tamura et al.,
2013). GTR модель c гамма-распределением и инва-
риантными сайтами (G + I) использована в каче-
стве модели нуклеотидных замен. Множественное
выравнивание последовательностей выполнено в
программе MAFFT v.7 (Katoh et al., 2019).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного исследования была

получена нуклеотидная последовательность разме-
ром 1388 п.н. для штамма ВКМ Y-2963, содержащая
ITS регион и D1/D2 домены LSU рДНК. Используя
эти данные, был проведен поиск (BLASTn) через
генбанк NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) и базу дан-
ных MycoID (www.mycobank.org) для обнаруже-
ния схожих нуклеотидных последовательностей.
Результаты поиска по генбанку NCBI показали
сходство 100% с нуклеотидной последовательно-
стью LSU региона штамма Fellozyma sp. КБП 3851
(= (,/gh) КБП Y-6581, CBS 11782, DSM 108826),
выделенным в ходе исследования дрожжевого на-
селения сфагновых мхов в Московской области

(Качалкин и соавт., 2008). Сравнение ITS регионов
штаммов КБП 3851 и ВКМ Y-2963 показало разли-
чие в 1 п.н. (сходство 99.8%). Сходство 99.8‒100%
ITS региона и D1/D2 доменов рДНК соответствует
уровню внутривидовой вариабельности для дрож-
жей (Vu et al., 2016). Проведенный поиск в базе
данных MycoID показал отсутствие культур со
сходством 99‒100% по ITS региону со штаммом
ВКМ Y-2963. Таким образом, полученные нами
результаты указывают, что для типового штамма
(голотипа) Rh. pinalis ВКМ Y-2963 в генбанке NCBI
и базе MycoID отсутствуют данные о нуклеотидных
последовательностях ITS региона и/или D1/D2 до-
менов LSU, но имеется информация о другом
представителе этого вида дрожжей – Fellozyma sp.
КБП 3851.

В качестве генетической характеристики вида
Rh. pinalis при описании было указано различие
по рДНК с близкородственным видом Sporobolo-
myces inositophilus (нынешнее название Fellozyma
inositophila) – четыре нуклеотида в D1/D2 доменах и
более 20 нуклеотидов в ITS регионах (Голубев,
2010). Полученные нами результаты показали, что
различие по рДНК с типовым штаммом F. inosi-
tophila CBS 7310 составляет шесть нуклеотидных
замен и шесть делеций в D1/D2 доменах по данным
секвенирования 2016 г. (NG_066180) и четыре нук-
леотида – по данным 1999 г. (AF189987). Различие
между сиквенсами D1/D2 доменов за разные годы
для штамма F. inositophila CBS 7310 составляет 0.80%
(5 делеций). Используя данные ITS региона, разли-
чия Rh. pinalis ВКМ Y-2963 и F. inositophila CBS 7310
составляют 18 замен и 18 делеций по данным се-
квенирования 2001 г. (AF444559) и 18 замен и 19
делеций – по данным 2016 г. (KY103411). Разли-
чие между ITS сиквенсами за разные годы для
штамма F. inositophila CBS 7310 составляет 0.16%
(одна делеция). Таким образом, приведенная гене-
тическая характеристика в описании вида Rh. pinalis
соответствует полученным нами данным для го-
лотипа ВКМ Y-2963. В то же время ситуация с до-
статочно сильно различающимися сиквенсами
D1/D2 доменов для типового штамма F. inositophila
CBS 7310 требует прояснения в будущем. Несмотря
на это, полученные результаты показывают, что вид
Rh. pinalis, действительно, является близкород-
ственным F. inositophila. Различие между штаммами
CBS 7310 и ВКМ Y-2963 соответствует межвидовому
уровню по данным нуклеотидных последователь-
ностей ITS региона и D1/D2 доменов (Vu et al.,
2016).

Монотиповой род Fellozyma был выделен в ходе
ревизии полифилетических родов базидиомице-
товых дрожжей подотдела Pucciniomycotina: Bens-
ingtonia, Bullera, Rhodosporidium, Rhodotorula, Spo-
ridiobolus и Sporobolomyces и др. (Wang et al., 2015a).
С внедрением принципа “Один гриб = одно имя”
(McNeill et al., 2012) подобные полифилетические
роды подвергаются такономическим ревизиям.
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Такие таксономеческие изменения базируются
на молекулярномом филогенетичеком анализе
(например, Liu et al., 2015a; Wang et al., 2015a), но
если для того или иного описанного вида дрож-
жей отсутствуют данные в виде сиквенсов в пуб-
лично доступном генбанке NCBI, то вид просто
не включается в ревизию. Именно такая ситуация
и произошла с Rh. pinalis, который должен был бы
быть переописан вместе с видом Sp. inositophilus
как род Fellozyma (Wang et al., 2015a).

Проведенный филогенетический анализ для
представителей семейства Chrysozymaceae, близко-
родственных к Fellozyma, на основании нуклеотид-
ных последовательностей ITS региона и D1/D2
доменов LSU рДНК показал достоверную под-
держку клада (бутстрэп 100%), который объеди-
няет штаммы F. inositophila CBS 7310 и Rh. pinalis
ВКМ Y-2963, а также штамм Fellozyma sp. КБП
3851 (рис. 1). Выявленные вариации в сиквенсах
F. inositophila CBS 7310 за разные периоды распо-
лагаются на начальном участке прочтения нук-
леотидных последовательностей, поэтому они
не учитывались при филогенетическом анализе.
Полученные нами данные по филогении под-
тверждают, что виды F. inositophila и Rh. pinalis
должны быть отнесены к одному роду. В данной
работе публикуется новая комбинация для рода
Fellozyma.

Новая комбинация для рода Fellozyma
Q.M. Wang, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout.

Fellozyma pinalis (Golubev) Kachalkin, comb. nov.
MycoBank MB842988.

Базионим: Rhodotorula pinalis Golubev, Мико-
логия и Фитопатология 44(4):310. 2010.

Голотип: ВКМ Y-2963 (хранится в метаболиче-
ски неактивном состоянии).

New combination for Fellozyma Q.M. Wang,
F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout.

Fellozyma pinalis (Golubev) Kachalkin, comb. nov.
MycoBank MB842988.

Basionym: Rhodotorula pinalis Golubev, Mikolo-
giya i Fitopatologiya 44(4):310. 2010.

Holotype: VKM Y-2963 (preserved in a metaboli-
cally inactive state).

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации, соглашение № 075-15-2021-
1051.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Статья не содержит каких-либо исследований с ис-
пользованием животных в качестве объектов.

Рис. 1. Филогенетический анализ для представителей семейства Chrysozymaceae на основе нуклеотидных последова-
тельностей ITS региона и D1/D2 доменов рДНК. Бутстрэп более 50% (отмечен на древе) получен для 1000 альтерна-
тивных построений. В скобках указаны номера нуклеотидных последовательностей для типовых штаммов.
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Bannozyma arctica JCM 13290 (NR_153630/NG_058612)
Hamamotoa telluris CBS 11713 (NR_173419/FN428971)

Hamamotoa cerberi CBS 11585 (NR_173420/FN428972)
Fellozyma inositophila CBS 7310 (AF444559/AF189987)

‘Rhodotorula’ pinalis VKM Y-2963 (OM666053)
Fellozyma sp. KBP 3851 (MK493333/FN868157)

Bannozyma yamatoana CBS 7243 (NR_167940/NG_070544)
Yurkovia mendeliana KT152 (KU187884/KU187888)

Yurkovia longicylindrica CGMCC 2.5603 (MK050441/MK050441)
Yurkovia nerthusi CBS 11560 (NR_173424/FN428970)

Hamamotoa lignophila CBS 7109 (AF444513/AF189943)
Hamamotoa singularis CBS 5109 (AF444600/KY107777)

Chrysozyma fushanensis JCM 12422 (KP216522/AB176591)
Chrysozyma flava CGMCC 2.5611 (MK050440/MK050440)

Chrysozyma cylindrica CGMCC 2.3455 (MK050439/MK050439)
Chrysozyma fusiformis CGMCC 2.2765 (MK050437/MK050437)

Chrysozyma iridis CGMCC 2.2769 (MK050434/MK050434)
Chrysozyma rhododendri CGMCC 2.5821 (MK050433/MK050433)

Chrysozyma sambuci CGMCC 2.2618 (MK050431/MK050431)
Chrysozyma griseoflava CBS 7284 (AF444557/AF189986)
Chrysozyma pseudogriseoflava CGMCC 2.5629 (MK050428/MK050428)

Colacogloea diffluens CBS 5233 (NR_073289/NG_058991)
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Phylogeny of Rhodotorula pinalis and Its Reclassification 
as Fellozyma pinalis comb. nov.

A. V. Kachalkin1, 2, *
1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

2Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Russian Academy of Science, Pushchino, 142290 Russia

*e-mail: kachalkin_a@mail.ru

Received February 14, 2022; revised March 4, 2022; accepted March 5, 2022

Abstract—The type strain Rhodotorula pinalis VKM Y-2963 has been characterized genetically and phyloge-
netically. The rDNA sequences obtained for the ITS region and D1/D2 domains of LSU have been deposited
to NCBI GenBank (OM666053). Strains from the Moscow region, Fellozyma sp. KBP 3851 from Sphagnum
mosses and Rh. pinalis VKM Y-2963 from dead conifer needles, were found to be conspecific. The results of
phylogenetic analysis suggested that the species Rh. pinalis should be reassigned to the genus Fellozyma. The
new combination, Fellozyma pinalis comb. nov., is proposed, MycoBank MB842988.
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