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Согласно современной классификации дрожжей, вид Kluyveromyces lactis включает две таксономи-
ческие разновидности: культурные молочные дрожжи К. lactis var. lactis и не сбраживающие лактозу
природные штаммы K. lactis var. drosophilarum. Основанное только на фенотипических и экологиче-
ских критериях разделение на разновидности является достаточно условным и не отражает суще-
ствующей гетерогенности вида K. lactis. С помощью различных молекулярных методов и гибридо-
логического анализа мы изучили генетическое родство 35 штаммов K. lactis, выделенных из молоч-
ных продуктов и природных источников в разных регионах мира. Сбраживающие лактозу дрожжи
K. lactis, включая молочные штаммы, клинические и почвенные изоляты, имели идентичные моле-
кулярные кариотипы, не отличались по нуклеотидным последовательностям ряда молекулярных
маркеров и образовывали фертильные гибриды: 84–99% выживаемости аскоспор. С другой сторо-
ны, не сбраживающие лактозу дрожжи разделились на три генетически изолированные популяции:
“krassilnikovii”, “drosophilarum” и “phaseolosporus”, которые отличаются по молекулярным карио-
типам, имеют уникальные SNP-замены в гене ACT1 и образуют полустерильные гибриды: 6–34%
выживаемости аскоспор. Несмотря на значительный полиморфизм индивидуальных размеров хро-
мосомных полос, дрожжи var. lactis, “krassilnikovii”, “drosophilarum” и “phaseolosporus”, по-видимо-
му, имеют одинаковое гаплоидное число хромосом, равное шести. Наибольший диапазон размеров
хромосомных полос отмечен у штаммов “krassilnikovii” (1000–2900 т.п.н.), а наименьший – у “dro-
sophilarum” (1600–2200 т.п.н.). Обращает на себя внимание биогеография дрожжей K. lactis. Сбра-
живающие лактозу штаммы K. lactis var. lactis выделяются в различных регионах мира, дрожжи “dro-
sophilarum” и “phaseolosporus” характерны только для Северной Америки, тогда как популяция
“krassilnikovii” представлена европейскими и среднеазиатскими изолятами. Установлено, что на ос-
новании нуклеотидных последовательностей гена ACT1 можно достоверно дифференцировать все
четыре генетические популяции дрожжей K. lactis.

Ключевые слова: дрожжи Kluyveromyces lactis, генетические популяции, филогенетический и гибри-
дологический анализы, молекулярное кариотипирование, ядерный ген ACT1
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Дрожжи Kluyveromyces lactis – второй, после
Saccharomyces cerevisiae, объект фундаментальных и
прикладных исследований. Штаммы этих дрожжей
выделяются из различных молочных продуктов
(молоко, кефир, простокваша, ряженка, творог
и др.) и природных источников (сокотечение и
кора широколиственных деревьев, почва, насеко-
мые и др.) в разных регионах мира. Несмотря на
большое научное и прикладное значение дрож-
жей K. lactis, их систематика остается дискуссион-
ной.

На основании экологических и физиологиче-
ских критериев вид K. lactis был разделен на две

разновидности: сбраживающие лактозу культурные
дрожжи K. lactis var. lactis и не утилизирующие лак-
тозу природные изоляты K. lactis var. drosophilarum
(Sidenberg, Lachance, 1983, 1986). К синонимам по-
следней разновидности были отнесены таксоно-
мические виды K. phaseolosporus и K. vanudenii,
принятые в определители дрожжей 1970 г. (van der
Walt, 1970). В список синонимов K. lactis var. dro-
sophilarum также попали европейские дрожжи Zy-
gofabospora krassilnikovii, впервые описанные Куд-
рявцевым на изолятах из сокотечений дуба в Ка-
луге (Kudrjawzew, 1960). Следует отметить, что
разделение вида K. lactis на две физиологические

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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разновидности не отражает существующей гете-
рогенности K. lactis var. drosophilarum, продемон-
стрированной с помощью различных молекуляр-
ных методов: ПДРФ-анализа мтДНК, RAPD-ПЦР,
секвенирования 5.8S-ITS-района рДНК и моле-
кулярного кариотипирования (Ragnini, Fukuhara,
1988; Sor, Fukuhara, 1989; Molnar et al., 1996; Bel-
loch et al., 1997, 1998a, 1998b, 2000, 2002; Naumov,
Naumova, 2002). Показано, что штаммы K. lactis
var. lactis имеют одинаковые мтДНК и RAPD-
профили, идентичные ITS-последовательности и
практически не отличаются по молекулярным ка-
риотипам. Тогда как не утилизирующие лактозу
дрожжи K. lactis var. drosophilarum разделились на
четыре группы: K. drosophilarum, K. phaseolosporus,
K. vanudenii и K. lactis var. krassilnikovii (Zygofabo-
spora krassilnikovii).

Молекулярные данные хорошо согласуются с
результатами гибридологического анализа (Nau-
mov, Naumova, 2002). Показано, что типовые
культуры K. drosophilarum, K. phaseolosporus и Zygofa-
bospora krassilnikovii частично-генетически изолиро-
ваны: их гибриды стерильны или полустерильны с
выживаемостью аскоспор 0–34%. В то же время,
Z. krassilnikovii образовывали фертильные гибриды с
южноафриканскими дрожжами K. vanudenii: 72–
90% выживаемости аскоспор. Принимая во вни-
мание географическую изоляцию, а также литера-
турные данные о дивергенции их молекулярных
кариотипов и мтДНК-профилей (Sor, Fukuhara,
1989; Belloch et al., 1997, 1998a, 2002), было предло-
жено рассматривать дрожжи K. vanudenii и Zygofa-
bospora krassilnikovii в качестве самостоятельных
таксонов: видов или разновидностей (Belloch et
al., 2002; Naumov, Naumova, 2002). На основании
гибридологического анализа и молекулярного
кариотипирования, а также литературных дан-
ных, была проведена таксономическая ревизия
вида K. lactis и предложено 5 разновидностей: var.
lactis (Lac+) и не утилизирующие лактозу var. dro-
sophilarum (Северная Америка), var. phaseolospora
(Северная Америка), var. krassilnikovii (Европа),
var. vanudenii (Южная Африка) (Naumov, Naumo-
va, 2002).

Однако предложенная ревизия не была принята
в последующих монографиях, посвященных систе-
матике дрожжей Kluyveromyces, и вид K. lactis, по-
прежнему, был представлен двумя разновидностя-
ми var. lactis и var. drosophilarum (Lachance, 2007,
2011). В качестве объяснения было отмечено, что
условное деление на две разновидности было
оставлено для сохранения преемственности в ли-
тературе и в связи с неоднозначной дифференци-
ацией не усваивающих лактозу дрожжей K. lactis
на разновидности var. drosophilarum, var. phaseolo-
spora, var. krassilnikovii и var. vanudenii (Lachance,
2007). На основании ПДРФ-анализа межгенного
спейсера IGS2 нами ранее было идентифициро-
вано еще четыре генетические популяции не ути-

лизирующих лактозу дрожжей K. lactis: три в Се-
верной Америке (“водная”, “pseudovanudenii” и
“новая”) и одна на Дальнем Востоке (“восточная”)
(Naumova et al., 2004).

Целью настоящего исследования является
изучение генетического внутривидового поли-
морфизма дрожжей K. lactis, определение таксо-
номического статуса дивергентных природных
популяций и обнаружение молекулярных марке-
ров для их достоверной дифференциации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. Использованные в ра-

боте штаммы и их происхождение представлены в
табл. 1. Дрожжи культивировали на полной среде
YPD (г/л): бакто-агар (“Difco”, США) – 20; глю-
коза (“Merck”, Германия) – 20; дрожжевой экс-
тракт (“Difco”) – 10; бакто-пептон (“Difco”) – 20.
Споруляцию индуцировали на агаризованной го-
лодной среде с 3%-ной мальтозой (г/л): бакто-
агар (“Difco”, США) – 20; мальтоза (“Sigma”,
США) – 30. Ферментационная среда YP (г/л):
лактоза (“Serva”, Германия) – 20; дрожжевой экс-
тракт (“Difco”) – 10; бакто-пептон (“Difco”) – 20.
Способность сбраживать лактозу определяли по
выделению углекислого газа в жидкой среде YP в
пробирках с поплавками. На всех средах дрожжи
культивировали при 28°С.

Полимеразную цепную реакцию осуществляли на
ДНК-амплификаторе “Bio-Rad” (США). Дрожже-
вую ДНК выделяли по протоколу, разработанному
Lõoke et al. (2011). Для амплификации 5.8S-ITS-
фрагмента, включающего ген 5.8S РНК и внут-
ренние транскрибируемые спейсеры ITS1/ITS2,
использовали праймеры ITS1 (5'-TCCGTAGGT-
GAACCTGCGG-3') и ITS4 (5'-TCCTCCGCT-
TATTGATATTGC-3') (White et al., 1990). Гены
ACT1 и EF-1α (фактор элонгации трансляции)
амплифицировали с помощью пар праймеров KL1
(5'-GCCGGTGACGACGCTCCAAGAGCCG-3'),
KL5R (5'-GTGAACGATGGATGGACCAGATTC-
GTCG-3') и EF2F (5'-GGTAAGGGTTCTTTCAAG-
TACGCTTGGG-3'), EF2R (5'-CGTTCTTGGAGT-
CACCACAGACGTTACCTC-3'). Дизайн олигонук-
леотидных праймеров для амплификации и
секвенирования генов ACT1 и EF-1α осуществляли
онлайн на сайте https://www.yeastgenome.org. ПЦР
проводили в 30 мкл буфера, содержащего 2.5 мМ
MgCl2, 0.1 мМ каждого дНТФ, 50 пмоль каждого
праймера, 2.5 единицы Taq-полимеразы (“Heli-
con”, Россия), 20–200 нг ДНК. Начальную дена-
турацию осуществляли при 94°С в течение 3 мин,
затем 30 циклов в следующем режиме: денатурация
при 94°С, 45 с; отжиг праймеров при 52°С, 30 с;
синтез ДНК при 72°С, 120 с; конечная достройка
при 72°С, 10 мин. Продукты амплификации под-
вергали электрофорезу в 1%-ном агарозном геле
при 60–65 В в 0.5× TBE буфере (45 мМ Трис, 10 мМ
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Таблица 1. Изученные штаммы дрожжей Kluyveromyces и их происхождение

Примечание. Сокращенные названия коллекций: ВКМ – Всероссийская коллекция микроорганизмов, Пущино, Москва;
ВКПМ – Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов, Москва, Россия; CBS – The Westerdijk Fungal Biodi-
versity Institute, Утрехт, Нидерланды; SM – J.P. Schmidt, Institut National Agronomique, Париж-Гриньон, Франция; NRRL –
USDA-ARS Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization Research, Пеория, США; UCM – Украинская коллекция
микроорганизмов, Институт микробиологии и вирусологии НАН, Киев, Украина; UCDFST – Phaff Yeast Collection, University
of California, Дэвис, США; UWOPS – Culture collection of the Departament of Biology, University of Western Ontario, Лондон, Онта-
рио, Канада; CECT – Spanish Type Culture Collection, University of Valencia, Валенсия, Испания. Соответствие штаммов различ-
ных коллекций: NRRL Y-1140 = CBS 2359, NRRL Y-1118 = CBS 6315. T – типовая культура.

Штамм
Источник и место выделения Популяция

ВКМ другие коллекции

var. lactis
Y-868 (T) CBS 683 Мягкий сыр, Великобритания “lactis”

CBS 1797 Мокрота, Норвегия “lactis”
CBS 5618 Мокрота, Норвегия “lactis”
NRRL Y-1140 Сливки, США “lactis”
NRRL Y-1118 Сливки, США “lactis”
SM 48.7 Сыр Камамбер, Франция “lactis”
ВКПМ Y-3737 Почва, Москва, Россия “lactis”

Y-762 СBS 141 Сливки, США “lactis”
Y-869 Кислое молоко, Кольский п-ов, Россия “lactis”
Y-870 Чал (кисломолочный напиток из верблюжьeго молока), 

Туркмения
“lactis”

Y-1186 Молоко, Киев, Украина “lactis”
Y-1527 CBS 4574 Мокрота, Испания “lactis”
Y-1333 Кислое молоко, Ставропольский край, Россия “lactis”
Y-1339 Сметана, Санкт-Петербург, Россия “lactis”
Y-1343 Молоко, Гомельская обл., Беларусь “lactis”
Y-1868 Чал (кисломолочный напиток из верблюжьeго молока), 

Туркмения
“lactis”

var. drosophilarum
Y-1302 (Т) CBS 2105 Drosophila azteca, Калифорния, США “drosophilarum”

UWOPS 79-169 Prunus virginiana, Онтарио, Канада “drosophilarum”
UWOPS 79-261 Prunus virginiana, Онтарио, Канада “drosophilarum”
UWOPS 82-233 Drosophila sp., Онтарио, Канада “drosophilarum”
UWOPS 80-45 Prunus virginiana, Онтарио, Канада “новая”
UWOPS 85-256.1 Дуб, Аризона, США “новая”

Y-1296 CBS 2103 Drosophila sp., Калифорния, США “phaseolosporus”
UCDFST 51-272 Drosophila sp., Калифорния, США “phaseolosporus”
UCDFST 61-200 Drosophila sp., Калифорния, США “phaseolosporus”

Y-831 CBS 8883 Сокотечение дуба, Калуга, Россия “krassilnikovii”
Y-834 CBS 9056 Сокотечение дуба, Калуга, Россия “krassilnikovii”

СBS 9057 Сокотечение дуба, Эстония “krassilnikovii”
СBS 9058 Сокотечение дуба, Воронеж, Россия “krassilnikovii”
СЕСТ 1122 Буровая мука, Испания “krassilnikovii”
СBS 2877 Кишечник коровы, Португалия “krassilnikovii”
CBS 2896 Сокотечение дуба, Калуга, Россия “krassilnikovii”

Y-1535 CBS 4372 Винный подвал, ЮАР “vanudenii”
UCM Y-1891 Кишечник осы Dolichovespula saxonica, Таджикистан “krassilnikovii”
UCM Y-1892 Кишечник осы Dolichovespula saxonica, Таджикистан “krassilnikovii”

Kluyveromyces marxianus
Y-876 СBS 712 (Т) Неизвестно
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ЭДТА, 45 мМ борная кислота; рН 8.0) в течение
1‒1.5 ч. Гель окрашивали бромистым этидием,
промывали в дистиллированной воде и фотографи-
ровали в ультрафиолетовом свете на трансиллюми-
наторе Vilber Lourmat (Франция). В качестве марке-
ра молекулярных весов использовали препарат 1 kb
DNA Ladder (“Thermo Fisher”, США).

Для амплификации межгенного спейсера 2
(IGS2) рДНК использовали праймеры NTS2
(5'-AACGGTGCTTTCTGGTAG-3') и ETS1
(5'-TGTCTTCAACTGCTTT-3') (Nguyen et al.,
2000). ПЦР (25 циклов) осуществляли в следую-
щем режиме: денатурация ДНК при 94°С, 1 мин;
отжиг праймеров при 48°С, 30 с; синтез ДНК при
72°С, 60 с. Анализ полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов (ПДРФ) осуществляли с
помощью эндонуклеазы AluI (“Fermentas”, Лит-
ва). Разделение фрагментов рестрикции проводи-
ли в 2.5%-ном агарозном геле при 50‒55 В в 0.5×
ТВЕ буфере в течение 4 ч. Гель окрашивали бро-
мистым этидием в течение 2‒3 ч, затем промыва-
ли в дистиллированной воде и фотографировали
в ультрафиолетовом свете на трансиллюминаторе
Vilber Lourmat (Франция).

Секвенирование. Амплифицированныe фраг-
менты домена 5.8S-ITS района рДНК, генов ACT1
и EF-1α элюировали из геля с помощью набора
Cleanup Mini (“Евроген”, Москва) согласно про-
токолу фирмы изготовителя. Нуклеотидные по-
следовательности 5.8S-ITS, генов ACT1 и EF-1α,
были определены по двум цепям с помощью пар
праймеров ITS1/ITS4, KL1/KL5R и EF2F/EF2R
соответственно с помощью прямого секвениро-
вания по методу Сенгера на автоматическом се-
квенаторе “Applied Biosystems 3730” (США).

Филогенетический анализ. Полученные нук-
леотидные последовательности анализировали
при помощи программы SeqMan package (“DNA
Star Inc.”, США). Поиск гомологии с известными
нуклеотидными последовательностями проводили
в базе данных GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/) с помощью программы BLAST. Множе-
ственные выравнивания изученных нуклеотидных
последовательностей проводили, используя про-
грамму BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEd-
it/bioedit.html). Филогенетические деревья строи-
ли методом объединения соседей (Neighbor-Join-
ing) в программе MEGA 7 (Kumar et al., 2016). В
качестве внешней группы использовали типовую
культуру дрожжей Kluyveromyces marxianus CBS
712. Индексы бутстрепа, определяющие стати-
стическую достоверность выделения групп, опре-
деляли для 1000 псевдореплик.

Молекулярное кариотипирование. Условия при-
готовления препаратов хромосомной ДНК описа-
ны ранее (Наумова и соавт., 2005). Электрофоре-
тическое разделение хромосомных ДНК проводи-
ли на аппарате CHEF-DR III фирмы “Bio-Rad”

(США). Для оптимального разделения хромосом-
ных полос дрожжей использовали два различных
режима кариотипирования: 1) 175 В, в течение 8 ч
при времени переключения полей 40–120 с;
130 В, в течение 24 ч при времени переключения
полей 120–360 с; 100 В, в течение 8 ч при времени
переключения полей 360–1200 с. Использовали
0.8%-ю агарозу; 2) 65 В, в течение 50 ч при време-
ни переключения полей 1600–2000 с; 70 В, в тече-
ние 48 ч при времени переключения полей 800–
1600 с; 75 В, в течение 22 ч при времени переклю-
чения полей 120–600 с. Использовали 1.2%-ю ага-
розу.

В качестве буфера применяли 0.5× TBE (45 мМ
Трис, 45 мМ борная кислота, 10 мМ ЭДТА; рН 8.2),
охлажденный до 14°С. В качестве кариотипиче-
ских стандартов использовали коммерческие
препараты ДНК штаммов S. cerevisiae YNN 295
(=ATCC 20358) и Wickerhamomyces canadensis (син.
Hansenula wingei) YB-4662-VIA (=ATCC 28162)
(“Bio-Rad”, США), имеющие известные размеры
и порядок хромосом. После электрофореза гель
окрашивали бромистым этидием, промывали в
дистиллированной воде и фотографировали в
ультрафиолетовом свете на трансиллюминаторе
Vilber Lourmat (Франция).

Гибридологический анализ. Высокофертиль-
ные моноспоровые культуры изучаемых штаммов
маркировали ауксотрофными мутациями с помо-
щью УФ-облучения. Спонтанные ауксотрофные
мутации ura отбирали на селективной среде, со-
держащей 5'-фтороротовую кислоту (5-FOA)
(Boeke, 1984).

Суточные культуры штаммов с комплементар-
ными селективными ауксотрофными маркерами
наносили “крест-накрест” бархатным реплика-
тором с полной среды на голодную среду с маль-
тозой, а через 1 сут инкубирования дрожжи вновь
переносили бархатным репликатором на мини-
мальную среду (г/л): азотная основа без амино-
кислот (“Difco”, США) – 6.7, бакто-агар (“Dif-
co”) – 20, глюкоза (“Реахим”, Россия) – 20. Рост
гибридных колоний регистрировали через 2–3 сут
на пересечении штрихов. Гибриды клонировали
на минимальной среде для гарантии освобожде-
ния от ауксотрофных родительских культур. Вы-
росшие на минимальной среде клоны гибридов
пересевали штрихами на YPD среду и через 1 сут
переносили на мальтозную среду для спорообра-
зования. Изоляцию спор гибридов проводили с
помощью микроманипулятора. Оболочки асков
разрушали ферментным препаратом из желудка
виноградной улитки Helix pomatia.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Объектом исследования служили 35 штаммов
Kluyveromyces lactis, выделенных из различных мо-
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лочных продуктов и природных источников в
разных регионах мира: Европе (Россия, Украина,
Беларусь, Эстония, Великобритания, Франция,
Норвегия, Испания, Португалия), Средней Азии
(Туркмения, Таджикистан), США, Канада и
ЮАР (табл. 1).

ПДРФ-анализ IGS2 района рДНК. По сходству
AluI-профилей изученные штаммы были разделе-
ны на пять групп (рис. 1). Идентичные паттерны
имели штаммы var. lactis и типовая культура
K. vanudenii ВКМ Y-1535 (дорожки 1–3 и 4). Во
вторую группу вошли европейские природные
изоляты популяции “krassilnikovii”, а также выде-
ленные в Таджикистане штаммы UCM Y-1891 и
UCM Y-1892 (рис. 1, дорожки 5–8 и 9, 10 соответ-
ственно). Остальные три группы образованы
штаммами североамериканских популяций: “dro-
sophilarum”, “новая” и “phaseolosporus” (рис. 1, до-
рожки 11–13, 14, 15 и 16–18). Дальнейшее изуче-
ние внутривидового молекулярного полиморфиз-
ма дрожжей K. lactis проводили с помощью
мультигенного филогенетического анализа и мо-
лекулярного кариотипирования.

Мультигенный филогенетический анализ. Для
установления филогенетического родства 35 изу-
ченных штаммов K. lactis мы провели сравнитель-
ный анализ нуклеотидных последовательностей
5.8S-ITS-фрагмента рДНК, генов EF-1α и ACT1. В
анализ были включены типовые культуры K. lactis
var. lactis CBS 683 и K. lactis var. drosophilarum CBS
2105, а также штамм, выделенный из молока,
NRRL Y-1140, у которого определена полная нук-
леотидная последовательность генома.

Мы провели секвенирование 5.8S-ITS-фраг-
мента у 11 штаммов K. lactis var. lactis (SM 48.7, CBS
1797, ВКПМ Y-3737, NRRL Y-1118, ВКМ Y-869,
ВКМ Y-870, ВКМ Y-1186, ВКМ Y-1333, ВКМ Y-1339,
ВКМ Y-1343, ВКМ Y-1868) и трех штаммов K. lac-
tis var. drosophilarum (СBS 2877, UCM Y-1891 и
UCM Y-1892). ITS-последовательности остальных
изученных штаммов были взяты из компьютерной
базы данных GenBank. На основании сходства нук-
леотидных последовательностей изученные штам-
мы разделились на две группы. В первую группу
вошли 26 штаммов, включая 16 штаммов var. lactis,
7 штаммов европейской популяции “krassil-
nikovii”, среднеазиатские изоляты UCM Y-1891 и
UCM Y-1892, а также типовая культура K. vanudnii
ВКМ Y-1535. ITS-последовательности указанных
штаммов были идентичны или отличались 1–4
нуклеотидными заменами. Наибольшее количество
замен имел штамм var. lactis ВКМ Y-870, выделен-
ный из чала в Туркмении. Вторая группа образована
9 североамериканскими штаммами популяций
“drosophilarum”, “phaseolosporus” и “новая”. У всех
штаммов этой группы имеется характерная тран-
зиция C → T в 69 позиции (согласно нумерации

последовательности типовой культуры K. lactis
var. lactis ВКМ Y-868).

У всех штаммов были определены нуклеотидные
последовательности генов EF-1α и ACT1. Получен-
ные нуклеотидные последовательности сравнили
между собой и с соответствующими последователь-
ностями K. lactis var. lactis CBS 683, NRRL Y-1140 и
K. lactis var. drosophilarum CBS 2105, имеющимися в
GenBank. Идентичные EF-1α-последовательности
имеют сбраживающие лактозу штаммы K. lactis var.
lactis и типовая культура K. vanudenii ВКМ Y-1535. С
другой стороны, у всех европейских, среднеази-
атских и североамериканских Lac– штаммов име-
ется общая транзиция T → C в 661 позиции (со-
гласно нумерации последовательности типовой
культуры ВКМ Y-868), а у штаммов популяции
“phaseolosporus” (ВКМ Y-1296, UCDFST 51-272 и
UCDFST 61-200) выявлены дополнительные
уникальные замены C → T в 139 и 184 позициях.

Нуклеотидные последовательности гена ACT1
оказались более вариабельными (более 20 замен),
что позволило дифференцировать разные попу-
ляции дрожжей K. lactis (рис. 2). Штаммы var. lac-
tis имеют идентичные ACT1-последовательности
или отличаются 1–2 нуклеотидными заменами.
Типовые культуры K. lactis var. lactis ВКМ Y-868 и
K. vanudenii ВКМ Y-1535 также имеют идентич-
ные последовательности гена ACT1. Все осталь-
ные не утилизирующие лактозу штаммы характе-
ризуются тремя общими транзициями: T → C (121
и 484 позиции) и A → G (196 позиция). Штаммы
популяции “krassilnikovii” и среднеазиатские изоля-
ты UCM Y-1891, UCM Y-1892 имеют идентичные
ACT1-последовательности с уникальной транзи-
цией G → A в 394 позиции. У всех штаммов популя-
ций “drosophilarum” и “новая” выявлено 8 уникаль-
ных однонуклеотидных замен, SNP (от английско-

Рис. 1. ПДРФ-анализ амплифицированных фрагмен-
тов межгенного спейсера IGS2 рДНК штаммов
Kluyveromyces lactis с помощью эндонуклеазы AluI.
K. lactis var. lactis: 1 – ВКМ Y-868 (T), 2 – NRRL Y-
1140, 3 – ВКПМ Y-3737; “vanudenii”: 4 – ВКМ Y-1535
(T); “krassilnikovii”: 5 – ВКМ Y-831 (T), 6 – ВКМ
Y-834, 7 – CECT 1122, 8 – CBS 9058; “среднеазиат-
ская”: 9 – UCM Y-1891, 10 – UCM Y-1892; K. lactis var.
drosophilarum: 11 – ВКМ Y-1302 (T), 12 – UWO(PS) 79-
261, 13 – UWO(PS) 82-233; “новая”: 14 – UWO(PS) 80-
45, 15 – UWO 85-256.1; “phaseolosporus”: 16 – ВКМ
Y-1296 (T), 17 – UCDFST 51-272, 18 –UCDFST 61-
200; М – маркер молекулярных весов (п.н.) 100 bp
DNA Ladder (“Fermentas”, Литва).

M M1 2 3 4 65 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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го Single Nucleotide Polymorphism). Наибольшее
количество SNP обнаружено в ACT1-последова-
тельностях типовой культуры K. phaseolosporus
ВКМ Y-1296 и штаммов UCDFST 51-272,
UCDFST 61-200: семь транзиций и две трансвер-
сии T → A в 37 и 328 позициях (рис. 2).

На основании сравнительного анализа нук-
леотидных последовательностей 5.8S-ITS-фраг-
мента, генов EF-1α и ACT1 было построено фило-
генетическое древо (рис. 3). В качестве внешней
группы использовали типовую культуру K. marx-
ianus CBS 712. Изученные штаммы разделились
на четыре кластера. В первом кластере с 96%-ной
статистической поддержкой объединились сбра-
живающие лактозу штаммы var. lactis и типовая
культура K. vanudenii ВКМ Y-1535. Второй кластер
сформировали среднеазиатские изоляты и штам-
мы европейской популяции “krassilnikovii”, име-
ющие идентичные ITS, EF-1α и ACT1 последова-
тельности. Только у штамма СBS 9059 имеется
транзиция С → Т в 463 позиции гена EF-1α.

В третьем кластере (97% статистической под-
держки) объединились штаммы популяций “но-
вая” и “drosophilarum”, включая типовую культуру
ВКМ Y-1302. Четвертый кластер (99% статистиче-
ской поддержки) образован наиболее дивергентной
популяцией “phaseolosporus” (рис. 3).

Молекулярное кариотипирование. Ранее ис-
пользованные Belloch et al. (1998a, 2002) условия
пульс-электрофореза не позволили добиться хо-
рошего разделения хромосомных полос. Поэтому
для достижения оптимального разделения хромо-
сомных полос дрожжей K. lactis мы использовали
два режима кариотипирования: 40-часовой и 120-
часовой, представленные в разделе “Материалы и
методы исследования”. Размеры хромосом опре-
деляли по кариотипическим стандартам S. cerevi-
siae YNN 295 и W. canadensis YB-4662-VIA. Моле-
кулярные кариотипы некоторых штаммов при
использовании 40-часового режима представле-

ны на рис. 4. Схема молекулярных кариотипов
дрожжей K. lactis, составленная на основании
двух электрофоретических режимов, приведена
на рис. 5.

При использовании 40-часового электрофоре-
тического режима ДНК изученных штаммов раз-
делилась на 3–5 полос размером от 1100 до
2900 т.п.н. (рис. 4). Дрожжи var. lactis и природ-
ные европейские штаммы популяции “krassil-
nikovii” имеют практически идентичные карио-
типы с пятью хромосомными полосами размером
от 1000 до 2600 т.п.н. (рис. 4, дорожки 3–8). Отме-
чен незначительный полиморфизм размеров вто-
рой и третьей (снизу геля) хромосомных полос. Со-
гласно интенсивности свечения окрашенных бро-
мистым этидием электрофоретических полос,
третья снизу полоса, по-видимому, содержит две
хромосомы.

Хромосомная ДНК типовой культуры K. vanudenii
ВКМ Y-1535 и среднеазиатских штаммов UCM
Y-1891, UCM Y-1892 также разделилась на пять
хромосомных полос (рис. 4, дорожки 9–11). Для
указанных штаммов характерно наличие трех
хромосомных полос в диапазоне 1000–1600 т.п.н.,
вместо двух у штаммов var. lactis и популяции
“krassilnikovii” (рис. 4). Кариотипичесий профиль
K. vanudenii ВКМ Y-1535 характеризуется наличием
хромосомной полосы размером ~2700 т.п.н., а в ка-
риотипе среднеазиатских штаммов самая верхняя
хромосомная полоса имеет размер ~2900 т.п.н.
(рис. 4, дорожки 9, 10 и 11). С помощью 120-часо-
вого режима кариотипирования было установлено,
что у штамма ВКМ Y-1535 четвертая снизу полоса
содержит две хромосомы (рис. 5).

Наименьший диапазон размеров хромосом-
ных полос характерен для кариотипа типовой
культуры K. lactis var. drosophilarum ВКМ Y-1302.
Хромосомная ДНК этого штамма разделилась на
четыре хромосомные полосы размером от 1600 до
2200 т.п.н. (рис. 4, дорожка 12). Самая верхняя и

Рис. 2. Сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей гена ACT1 генетических популяций дрожжей
K. lactis: 1 – K. lactis var. lactis, 2 – “vanudenii”, 3 – “krassilnikovii”, 4 – “среднеазиатская”, 5 – var. drosophilarum, 6 – “но-
вая”, 7 и 8 – “phaseolosporus”. Идентичные нуклеотидные последовательности обозначены точками. Нумерация по-
следовательностей приводится по типовой культуре K. lactis var. lactis (ВКМ Y-868). Т – типовая культура.
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нижняя полосы, по-видимому, двойные. Такой же
кариотипический профиль имеет штамм UWOPS
80-45 из популяции “новая” (рис. 4, дорожка 14).
Уникальный кариотип имеет типовая культура
K. phaseolosporus ВКМ Y-1296 (рис. 4, дорожка 13).
Хромосомная ДНК этого штамма разделилась на
три полосы размером от 1100 до 2500 т.п.н. Согласно
интенсивности свечения, окрашенных бромистым
этидием электрофоретических полос, все три по-
лосы, по-видимому, двойные.

Таким образом, несмотря на значительный
полиморфизм индивидуальных размеров электро-
форетических полос, все изученные штаммы, по-
видимому, имеют одинаковое гаплоидное число
хромосом, равное шести.

Для определения генетического родства раз-
личных популяций и установления таксономиче-
ского статуса среднеазиатских штаммов мы про-
вели гибридологический анализ.

Гибридизационный анализ. В опытах по гибриди-
зации использовали высокофертильные моноспо-
ровые культуры гомоталличных штаммов ВКМ

Y-1296, ВКМ Y-1302, ВКМ Y-1535, ВКМ Y-1333,
CBS 9058, UCDFST 61-200, UCM Y-1891 и моно-
колониальные клоны гетероталличных дрожжей
NRRL Y-1118, NRRL Y-1140 и ВКМ Y-1339. Аук-
сотрофные мутанты получали с помощью УФ-об-
лучения или на селективной 5-FOA-среде. При-
нимая во внимание гаплонтный жизненный цикл
дрожжей K. lactis, комплементарные ауксотрофные
мутанты были скрещены на голодной мальтозной
среде с последующим отбором прототрофных ги-
бридов на минимальной среде. Генетическое род-
ство изученных штаммов определяли по жизнеспо-
собности полового гибридного потомства (аско-
спор) и рекомбинации контрольных родительских
маркеров-ауксотрофностей (табл. 2). Все гибриды
между штаммами var. lactis NRRL Y-1140, NRRL
Y-1118, ВКМ Y-1333 и ВКМ Y-1339 были высоко-
фертильны, с выживаемостью аскоспор 84–97%
и регулярной мейотической сегрегацией кон-
трольных ауксотрофных маркеров (табл. 2, ги-
бриды № 1‒4). Высокую выживаемость аскоспор
(93%) также имел гибрид “krassilnikovii” × var. lactis

Рис. 3. Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей 5.8S-ITS-участка, фактора элонгации EF-1α и
гена ACT1 различных популяций дрожжей Kluyveromyces lactis. Приводятся значения бутстрепа >70%. Шкала соответ-
ствует 5 нуклеотидным заменам на 1000 нуклеотидных позиций. В качестве внешней группы использовали типовую
культуру K. marxianus CBS 712. T – типовая культура.
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(табл. 2, гибрид № 5). Хотя выживаемость аскоспор
гибридов штамма UCM Y-1891 с var. lactis NRRL
Y-1140 и K. vanudenii ВКМ Y-1535 была несколько
ниже (76 и 64% соответственно), также наблюда-
лась регулярная мейотическая сегрегация кон-
трольных ауксотрофных маркеров (табл. 2, ги-
бриды № 6 и 7).

Напротив, гибрид UCM Y-1891 × K. drosophilarum
ВКМ Y-1302 имел низкую выживаемость аскоспор:
16% (табл. 2, гибрид № 8). Ранее нами было показа-
но, что K. drosophilarum ВКМ Y-1302 образует со
штаммами var. lactis, “krassilnikovii” и K. vanudenii
полустерильные гибриды, имеющие, как прави-
ло, аномальную мейотическую сегрегацию кон-
трольных маркеров (Naumov, Naumova, 2002).

На рис. 6 приведены суммарные результаты
гибридологического анализа различных популя-
ций дрожжей K. lactis, включая полученные в дан-
ной работе и ранее опубликованные данные
(Naumov, Naumova, 2002). По выживаемости ги-
бридных аскоспор изученные популяции разде-
лились на две группы (рис. 6). Штаммы var. lactis,
“krassilnikovii”, типовая культура K. vanudenii
ВКМ Y-1535 и среднеазиатские изоляты образуют
фертильные гибриды (64–96% выживаемости ас-
коспор) с регулярной мейотической сегрегацией
контрольных ауксотрофных маркеров.

Во вторую группу попали штаммы североаме-
риканских популяций “drosophilarum” и “phaseo-
losporus”, образующие полустерильные гибриды:
12–24% выживаемости аскоспор (рис. 6). Гибриды
между “phaseolosporus” и популяциями первой

группы были стерильны или имели очень низкую
выживаемость аскоспор: 0–20%. Гибриды “dro-
sophilarum” × “vanudenii”, “drosophilarum” ×
× “среднеазиатская”, “drosophilarum” × “krassil-
nikovii” и “drosophilarum” × var. lactis также были
полустерильными: 6–9, 16, 20–34 и 10–45% вы-
живаемости аскоспор соответственно. При этом,
во всех комбинациях наблюдалось нерегулярное
расщепление ауксотрофных маркеров. Даже в слу-
чае сравнительно высокой выживаемости полных
тетрад (45%), отмеченной в некоторых комбина-
циях скрещиваний “drosophilarum” × var. lactis, не
наблюдалось рекомбинации родительских ауксо-
трофных маркеров (Naumov, Naumova, 2002).
Следует отметить, что внутрипопуляционные ги-
бриды “phaseolosporus” × “phaseolosporus” и
“drosophilarum” × “drosophilarum” имели высо-
кую выживаемость аскоспор (63–98 и 97–100%
соответственно) и характеризовались нормаль-
ной дигенной сегрегацией контрольных марке-
ров ауксотрофности (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное молекулярно-генетическое ис-
следование показало сложное строение вида K. lactis
и подтвердило правильность выделения сбражива-
ющих лактозу штаммов в отдельную разновидность
K. lactis var. lactis, предложенную на основании фи-

Рис. 4. Молекулярные кариотипы генетических по-
пуляций Kluyveromyces lactis при использовании 40-ча-
сового электрофоретического режима. Дорожки:
K. lactis var. lactis: 3 – ВКМ Y-868, 4 – NRRL Y-1140;
5 – SM 48.7; 6 – ВКПМ Y-3737; “krassilnikovii”: 7 –
ВКМ Y-831, 8 – CBS 9058; 9 – “vanudenii” ВКМ
Y-1535; “среднеазиатская”: 10 – UCM Y-1891, 11 –
UCM Y-1892; 12 – var. drosophilarum ВКМ Y-1302; 13 –
“phaseolosporus” ВКМ Y-1296; 14 – “новая” UWOPS
80-45. Хромосомные стандарты: 1 – Hansenula wingeii
YB-4662-VIA; 2 – Saccharomyces cerevisiae YNN 295.
Размеры хромосом (т.п.н.) приведены по стандарт-
ным штаммам.
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Рис. 5. Суммарная схема молекулярных кариотипов
дрожжей K. lactis: 1 – K. lactis var. lactis, 2 – “krassil-
nikovii”, 3 – “vanudenii”, 4 – “среднеазиатская”, 5 –
var. drosophilarum, 6 – “phaseolosporus”, 7 – “новая”.
Размеры хромосомных полос (т.п.н.) приводятся по
стандартным штаммам S. cerevisiae YNN 295 и
H. wingeii YB-4662-VIA. Использовались 40- и 120-ча-
совые режима кариотипирования.
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зиологических и экологических критериев (Siden-
berg, Lachance, 1983, 1986; Lachance, 2011). Штаммы
var. lactis имеют идентичные IGS2-ПДРФ-паттер-
ны и молекулярные кариотипы, не отличаются по
нуклеотидным последовательностям ряда моле-
кулярных маркеров и образуют фертильные ги-
бриды: 84–99% выживаемости аскоспор. К этой
разновидности относятся штаммы, выделенные
из различных молочных продуктов, клинические
изоляты и почвенный штамм ВКПМ Y-3737
(табл. 1). Сбраживающие лактозу дрожжи ассо-
циированы с молочными продуктами и млекопи-
тающими и, по-видимому, являются родоначаль-
никами клинических изолятов. Ранее нами было
установлено, что молочные и госпитальные
штаммы также имеют идентичные ПЦР-профили с
микросателлитным праймером (GTG)5 (Наумова и
соавт., 2005). Согласно литературным данным, кли-
нические изоляты Saccharomyces cerevisiae по мно-
гим молекулярным маркерам не отличаются от
пекарских штаммов и, очевидно, происходят от
них (Hennequin et al., 2001; de Llanos et al., 2004;
Imre et al., 2019). Сбраживающий лактозу штамм
ВКПМ Y-3737 был выделен из почвы в Измайлов-
ском парке Москвы (Наумов и соавт., 2014). Этот
штамм по всем изученным молекулярным марке-
рам не отличается от типовой культуры var. lactis
ВКМ Y-868. По-видимому, молочные дрожжи в
природе могут распространяться с участием ди-

ких млекопитающих, кормящих потомство моло-
ком. Другим источником их распространения в
природе может быть молочное скотоводство.

С другой стороны, полученные нами молеку-
лярные и генетические данные указывают на то,
что не сбраживающие лактозу дрожжи разновид-
ности K. lactis var. drosophilarum относятся к трем
генетически изолированным популяциям: “krass-
ilnikovii”, “drosophilarum” и “phaseolosporus”. Ука-
занные популяции характеризуются различными
молекулярными кариотипами, уникальными SNP-
заменами в гене ACT1 и образуют полустерильные
гибриды: 6–34% выживаемости аскоспор. К попу-
ляции “krassilnikovii” относятся европейские и
среднеазиатские изоляты, тогда как популяции
“drosophilarum” и “phaseolosporus” представлены
североамериканскими штаммами. Полученные
результаты хорошо согласуются с литературными
данными. Типовые культуры K. drosophilarum
ВКМ Y-1302 и K. phaseolosporus ВКМ Y-1296 имеют
70–83.4% ДНК‒ДНК реассоциации, а с типовой
культурой K. lactis var. lactis ВКМ Y-868: 70–79.9 и
70–90.2% соответственно (Martini, 1973; Fuson
et al., 1987). Гибриды var. lactis × “drosophilarum”
и var. lactis × “phaseolosporus” полностью стериль-
ны или имеют низкую выживаемость аскоспор:
0–45% (Naumov, Naumova, 2002). Следует отме-
тить высокую выживаемость аскоспор (66–96%)
при гибридизации различных штаммов “krassil-

Таблица 2. Тетрадный анализ внутри- и межпопуляционных гибридов Kluyveromyces lactis var. lactis (NRRL Y-1118,
NRRL Y-1140, ВКМ Y-1333, ВКМ Y-1339), var. drosophilarum (ВКМ Y-1302), “phaseolosporus” (ВКМ Y-1296,
UCDFST 61-200), “krassilnikovii” (CBS 9058), “vanudenii” (ВКМ Y-1535) и “среднеазиатская” (UCM Y-1891)

* P, N, T – тетрады родительского, неродительского дитипов и тетратипа соответственно. a, b – ауксотрофности первого (до
знака скрещиваемости) и второго родителя соответственно; A, B – прототрофности.

№
гиб-
рида

Гибриды Число 
тетрад

Жизнеспособность
спор, %

Расщепление*
aB : Ab : AB : ab Генотипы гибридов

var. lactis × var. lactis
1 1118 (lys) × 1333 (met9) 82 91 11P : 8N : 39T MATα lys MET9/LYS met9
2 1140 (his) × 1333 (met9) 82 88 9P : 6N : 33T MATa his MET9/HIS met9
3 1118 (lys) × 1339 (met5) 85 84 9P : 5N : 19T MATα lys MET5/MATa LYS met5
4 1333 (trp7) × 1339 (met5) 43 97 10P : 6N : 24T trp7 MET5/MATa TRP7 met5

“krassilnikovii” × var. lactis
5 9058 (ura6-2) × 1140 (his) 35 93 3P : 5N : 18T ura6-2 HIS/MATa URA6-2 his

“среднеазиатская” × var. lactis
6 1891 (ura) × 1140 (his) 30 76 4P : 4N : 9T ura HIS/MATa URA his

“среднеазиатская” × “vanudenii”
7 1891 (ura) × 1535 (lys) 25 64 3 : 14 : 28 : 19 lys URA/LYS ura

“среднеазиатская” × var. drosophilarum
8 1891 (ura) × 1302 (his1) 11 16 2 : 2 : 2 : 1 ura HIS1/URA his1

“phaseolosporus” × “phaseolosporus”
9 1296 (lys) × 61‒200 (ura) 24 63 2P : 2N : 4T lys URA/LYS ura
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nikovii” (ВКМ Y-831, ВКМ Y-834, CBS 2877, CBS
2896, CBS 9057, CBS 9058 и CECT 1122) и var. lactis
NRRL Y-1140 и NRRL Y-1118, которая сопостави-
ма с фертильностью при скрещивании разных
штаммов var. lactis: 84–99% (Naumov, Naumova,
2002; настоящее исследование). Полное отсутствие
генетической изоляции указывает на то, что при-
родные изоляты “krassilnikovii” являются прароди-
телеми культурных молочных дрожжей K. lactis var.
lactis (Наумов, 2000; Наумов и соавт., 2006). Осо-
бое внимание заслуживают не утилизирующие
лактозу дрожжи K. vanudenii, образующие фертиль-
ные гибриды с var. lactis и популяцией “krassil-
nikovii”, включая среднеазиатские штаммы: 64–90%
(рис. 6). K. vanudenii ВКМ Y-1535 не отличается от
типовой культуры K. lactis var. lactis ВКМ Y-868 по
IGS2-паттернам, ITS, EF-1α и ACT1 последова-
тельностям. Штамм ВКМ Y-1535 имеет 97%
ДНК‒ДНК реассоциации с типовой культурой
K. lactis var. lactis ВКМ Y-868, что сопоставимо с
ДНК‒ДНК реассоциацией разных штаммов var.
lactis: 96‒100% (Bicknell, Douglas, 1970; Martini,
1973; Fuson et al., 1987). По молекулярному карио-
типу дрожжи K. vanudenii наиболее сходны со
среднеазиатскими штаммами популяции “krassil-
nikovii”. Полногеномное секвенирование этих
дрожжей и последующий сравнительный анализ
с геномом штамма K. lactis var. lactis NRRL Y-1140
поможет прояснить таксономический статус
K. vanudenii ВКМ Y-1535. Принимая во внимание
средиземноморское происхождение винных дрож-

жей (Almeida et al., 2015), дрожжи K. vanudenii ВКМ
Y-1535, выделенные с оборудования винзавода в
Южной Африке, также могут иметь европейское
происхождение.

В современной систематике для видовой иден-
тификации аскомицетовых дрожжей использует-
ся филогенетический анализ нуклеотидных по-
следовательностей ряда молекулярных маркеров
(баркодов), прежде всего домена D1/D2 гена 26S
рРНК и 5.8S-ITS-фрагмента (Schoch et al., 2012;
Vu et al., 2016). Последний маркер используется
также для изучения внутривидовой изменчивости
различных дрожжей и дифференциации генети-
ческих популяций. Сравнительный анализ дис-
криминационного потенциала трех использован-
ных нами молекулярных маркеров показал, что с
помощью ITS-участка и гена EF-1α можно четко
разделить штаммы K. lactis var. lactis от не усваива-
ющих лактозу популяций “krassilnikovii”, “dro-
sophilarum” и “phaseolosporus”. В то же время, все
четыре генетические популяции могут быть диф-
ференцированы только на основании нуклеотид-
ных последовательностей гена ACT1. На примере
различных родов аскомицетных дрожжей было
показано, что, во многих случаях, ген ACT1 явля-
ется предпочтительным маркером по сравнению
с последовательностями рДНК (Daniel, Meyer,
2003). Принимая во внимание, что в GenBank уже
имеется достаточно обширная база данных дрож-
жевых последовательностей гена ACT1, этот мар-

Рис. 6. Суммарные результаты гибридологического анализа генетических популяций дрожжей Kluyveromyces lactis
(Naumov, Naumova, 2002; настоящее исследование).
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кер может быть рекомендован для идентифика-
ции внутривидовых популяций дрожжей K. lactis.

Молекулярно-генетическое изучение не утили-
зирующих лактозу штаммов из североамерикан-
ской (“водная” и “pseudovanudenii”) и дальнево-
сточной (“восточная”) популяций (Naumova et al.,
2004) позволит установить их таксономический
статус и разработать формальную классифика-
цию вида K. lactis.
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Abstract—According to the modern classification of yeasts, the species Kluyveromyces lactis includes two tax-
onomic varieties: cultural dairy yeast K. lactis var. lactis and non-lactose fermenting environmental strains of
K. lactis var. drosophilarum. This subdivision of the species, which is based only on phenotypic and ecological
criteria, is formal and does not reflect the existing heterogeneity of K. lactis. Using various molecular methods
and genetic hybridization analysis, we studied the genetic relationship of 35 K. lactis strains isolated from
dairy products and environmental sources in different regions of the world. The lactose-fermenting yeast
K. lactis, including dairy strains, clinical and soil isolates, had identical molecular karyotypes, did not differ
in the nucleotide sequences of a number of molecular markers, and formed fertile hybrids with 84–99% as-
cospore viability. On the other hand, non-lactose fermenting yeasts split into three genetically isolated pop-
ulations: “krassilnikovii,” “drosophilarum,” and “phaseolosporus,” which differed in molecular karyotypes,
had unique SNP substitutions in the ACT1 gene, and formed semisterile hybrids: 6–34% ascospore viability.
Despite profound chromosome length polymorphism, K. lactis var. lactis, “krassilnikovii,” “drosophilarum,”
and “phaseolosporus” probably have the same haploid number of chromosomes, equal to six. The largest
range of chromosomal sizes was observed in “krassilnikovii” (1000–2900 kb), and the smallest in “dro-
sophilarum” (1600–2300 kb). The biogeography of the yeast K. lactis is noteworthy. Lactose-fermenting
strains of K. lactis var. lactis have been isolated in various regions of the world. Genetic populations “dro-
sophilarum” and “phaseolosporus” are typical of North America, while “krassilnikovii” is represented by
European and Central Asian isolates. Comparative analysis of the ACT1 sequences should be applied for re-
liable delineation of all four genetic populations of K. lactis.

Keywords: Kluyveromyces lactis yeasts, genetic populations, phylogenetic and hybridization analyses, molec-
ular karyotyping, nuclear gene ACT1
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