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` Впервые получены однозначные 
данные о ДНк–ДНк реассоциации 
новых биологических видов 
S. cariocanus, S. kudriavzevii и 
S. mikatae. три указанных вида 
имели 25–51%-ю ДНк–ДНк 
реаасоциацию между собой 
и с ранее известными видами 
S. cerevisiae, S. bayanus и 
S. paradoxus. Исключением 
является комбинация 
S. paradoxus × S. cariocanus — 
99%-я ДНк–ДНк гомология. 
Несмотря на высокую гомологию 
последние два вида имеют 
генетическую постзиготическую 
изоляцию; их гибриды стерильны, 
образуя мертвые продукты 
мейоза (аскоспоры). Имея четыре 
реципрокные хромосомные 
транслокации, S. cariocanus 
представляет собой зарождающийся 
вид (species in statu nascendi).  
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АЛЛО- И СИМПАТРИЧЕСКИЕ ВИДЫ-ДВОЙНИКИ 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE:  
ДНК–ДНК ГОМОЛОГИЯ 

ВВедение

До последнего времени гомология геномов, определяемая ДНК–ДНК 
реассоциацией, была главенствующим признаком при описании новых 
видов микроогранизмов, в частности, дрожжей. Разработка концепции 
биологического вида на дрожжах Saccharomyces (Наумов и др., 1983; 
Naumov, 1987; Naumov et al., 2000) подтвердила объективность тако-
го подхода. Генетический анализ позволил выявить, кроме S. cerevisiae, 
еще два биологических вида рода Saccharomyces из списка синонимов: 
S. bayanus и S. paradoxus. Эти же три космополитных симпатрических 
вида дифференцированы ДНК–ДНК реассоциацией; кроме того, об-
наружены естественные гибриды S. cerevisiae × S. bayanus (Vaughan 
Martini, Kurtzman, 1985; Vaughan Martini, 1989). Прорывом в эволю-
ционной и таксономической генетике дрожжей Saccharomyces является 
открытие генетическим анализом сразу трех новых биологических видов: 
эндемичных дрожжей S. cariocanus (Бразилия), S. mikatae (Япония) и 
S. kudriavzevii (Япония, Португалия) (Naumov et al., 2000). Установлен-
ные нами шесть биологических видов Saccharomyces стали объектом ин-
тенсивных молекулярно-генетических исследований многих лабораторий 
в Западной Европе и США (PubMed — http:/www.ncbi.nlm.nib.gov). Тем 
не менее, в литературе нет исчерпывающих данных о ДНК–ДНК гомоло-
гии по всем видам рода Saccharomyces. 

ЦеЛЬ РАБОТЫ

В настоящей статье впервые получены однозначные данные о ДНК–
ДНК гомологии трех новых видов рода Saccharomyces: S. cariocanus, 
S. kudriavzevii и S. mikatae. 

МАТеРиАЛЫ и МеТОдЫ

Использованные штаммы дрожжей приведены в таблице 1. Дрожжи 
культивировали при 27 °C на полной питательной среде YPD. Клетки раз-
рушали механически, путем пропускания замороженной суспензии через 
пресс. Выделение, очистку ДНК и ДНК–ДНК реассоциацию проводили 
согласно протоколу лаборатории (Rodrigues de Sousa et al., 1995). ДНК 
очищали методом хроматографии в гидроксилаппатитных колонках со-
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гласно Britten et al. (1970). Для опытов по реассоциа-
ции ДНК была концентрирована осаждением с этано-
лом (Маниатис и др., 1984). Степень гомологии ДНК 
оценивали спектрофотометрическим методом путем 
определения кинетики ДНК–ДНК реассоциации, 
как описано Seidler и Mandel (1971) в модификации 
Kurtzman et al. (1980). Использовали спектрофото-
метр Gilford Response II и его программу термальной 
кинетики. Концентрацию ДНК доводили до 75 мг/мл 
(А260 = 1,5) буфером, содержащем 5 × SSC и 20 % 
DMSO. Оптимальную температуру ренатурации опре-
деляли вычитанием 25 °С от значения Tm. Образцы 
ДНК денатурировали при 95 °С в автоматизированном 
термостатическом спектрофотометре 10 минут, чтобы 
удостовериться в завершении гиперхромического эф-
фекта при А260, далее следовало быстрое охлаждение 
(3 °С/мин) до 25 °С ниже Tm. Первые показания опти-
ческой плотности после падения температуры — 0  % 
ренатурации, тогда как 100  % ренатурации соответ-
ствует оптической плотности нативной ДНК при Tm — 
25 °С перед гиперхромическим эффектом. Реакции 
реассоциации длились до C0t½, что соответствует вре-
мени, за которое ренатурация исследуемых образцов 
ДНК достигнет 50  % (t½). Процент геномной компле-
ментации определяется следующей формулой (Seidler, 
Mandel, 1971):

{1 – [obs. C0t½
mix + (C0t½

100 – C0t½
0)]/ C0t½

100} × 100,
где obs. C0t½

mix — наблюдаемая, C0t½
100 — ренатуриро-

ванной смеси, C0t½
100 — ожидаемая C0t½ в случае, если 

2 молекулы ДНК идентичны по последовательности 

(полное отсутствие аддитивности), и C0t½
0 соответству-

ет C0t½ смеси при неидентичных последовательностях 
ДНК (полная аддитивность независимо измеренных 
значений C0t½). 

Определение ДНК гомологии методом оптической 
ренатурации показывает степень ренатурации гетеро-
логичной ДНК, сравниваемой с двумя гомологичными 
системами ДНК. 

РеЗУЛЬТАТЫ и ОБСУЖдение

Метод ДНК–ДНК реассоциации позволяет уста-
навливать достаточно протяженные районы генети-
ческой гомологии между молекулами ДНК различных 
организмов. На основании сравнения видов дрожжей 
различных родов в свое время была предложена шка-
ла, согласно которой штаммы, имеющие 80–100  % 
сходства ДНК являются конспецифичными, т. е. от-
носятся к одному виду. Низкие значения реассо-
циации ДНК (0–30  %) свидетельствуют о принад-
лежности дрожжей к разным видам. Определенную 
трудность вызывает промежуточный уровень ДНК–
ДНК реассоциации — 60–70  %. В этом случае воз-
можны разные точки зрения: разные виды, один вид 
или разновидности одного вида. С использованием 
данного подхода удалось установить гибридную при-
роду дрожжей S. pastorianus (syn. S. carlsbergensis): 
S. cerevisiae × S. bayanus (Vaughan Martini, Kurtzman, 
1985). Определены значения ДНК–ДНК реассо-
циации для всех комбинаций видов S. cerevisiae, 

Таблица 1 
Происхождение изученных дрожжей Saccharomyces

Видовая принадлежность и коллекционный № штамма* Источник и место выделения штамма

S. bayanus 
PYCC 4556 (T) Испорченное пиво

S. cerevisiae 
PYCC 4555 (T)

Верховые пивные дрожжи, Голландия

S. cariocanus 
UFRJ 50791
UFRJ 50816 (T)

Drosophila sp., Рио-де-Жанейро, Бразилия
Drosophila sp., Рио-де-Жанейро, Бразилия

S. kudriavzevii 
NBRC 1802 (T) 
NBRC 1803

Опад листьев, Япония 
Опад листьев, Япония

S. mikatae 
NBRC 1815 (T)
NBRC 1816

Почва, Япония 
Опад листьев, Япония

S. paradoxus 
PYCC 4570 (T) Сокотечение дерева, Россия

*Сокращение названий коллекций: PYCC — Portuguese Yeast Culture Collection, Universidade Nova de Lisboa, Caparica, Por-
tugal; UFRJ — Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil; NBRC — National Institute of Tech-
nology and Evaluation, Chiba, Japan. Штаммы видов S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae и S. paradoxus представлены 
нашими моноспоровыми культурами.
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S. bayanus, и S. paradoxus (Vaughan Martini, Kurtzman, 
1985; Vaughan Martini, 1989). ДНК–ДНК реассо-
циация S. bayanus с S. cerevisiae составляет 20  %, а 
с S. paradoxus — 0–34  %. Степень родства разных 
штаммов S. cerevisiae и S. paradoxus колеблется от 
46 до 59 % (Vaughan Martini, 1989). В тоже время 
штаммы одного биологического вида характеризуют-
ся высокой ДНК–ДНК реассоциацией: S. cerevisiae 
(86–100 %), S. paradoxus (74–99 %) и S. bayanus 
(86–100 %). 

С помощью ДНК–ДНК реассоциации мы изучи-
ли родство дрожжей S. cariocanus, S. kudriavzevii и 
S. mikatae как между собой, так и с типовыми культура-
ми S. cerevisiae, S. bayanus и S. paradoxus. Для каждо-
го из видов S. cariocanus, S. kudriavzevii и S. mikatae 
было исследовано по два штамма, включая типовые 
культуры. Все опыты проводились в трех повторностях. 
Полученные значения ДНК–ДНК реассоциации пред-
ставлены в основном на рисунке 1. 

Как и ожидалось, ДНК–ДНК реассоциация штам-
мов одного и того же вида была высокой: 88–100 %. 
Ее значения в межвидовых комбинациях были более 
низкими: от 24 до 51 %. Низкая гомология ДНК обна-
ружена между штаммами S. kudriavzevii и остальными 
5 видами: от 25 до 35 %. Несколько большие значения 
ДНК–ДНК реассоциации с остальными видами имеет 
типовая культура S. mikatae NBRC 1802: 25–50 % (рис. 
1). S. paradoxus и S. cariocanus являются наиболее ге-
нетически родственными видами S. cerevisiae: 50%-я 
ДНК–ДНК реассоциация. Особый интерес представ-
ляют результаты ДНК–ДНК реассоциации с участи-
ем дрожжей S. cariocanus. ДНК гомология дрожжей 
S. cariocanus и S. paradoxus составила 99 %, что со-
ответствует уровню гомологии конспецифичных штам-

мов. Тогда как ДНК–ДНК реассоциация S. cariocanus 
с видами S. bayanus, S. kudriavzevii и S. mikatae была 
соответственно 24, 27 и 50 %. 

Для сравнения необходимо отметить предвари-
тельные неполные литературные данные по гомологии 
геномов S. cariocanus, S. kudriavzevii и S. mikatae. 
Во-первых, в коротких тезисах бразильской конфе-
ренции (Lemos et al., 1995), согласно 94%-й ДНК–
ДНК реассоциации, сообщалось о конспецифичности 
видов S. paradoxus и S. cariocanus; тогда как послед-
ний таксон имел 60%-ю ДНК–ДНК гибридизацию с 
S. bayanus, S. cerevisiae и S. pastorianus. Гомоло-
гия ДНК дрожжей S. kudriavzevii и S. mikatae была 
ранее определена только в некоторых комбинаци-
ях. У штаммов S. kudriavzevii с типовой культурой 
S. bayanus она составояет 26 %, а с типовой куль-
турой S. paradoxus — 51 % (Kaneko, Banno, 1991). 
Штаммы S. mikatae имеют с S. bayanus 26%-ю 
ДНК-гомологию, а с S. cerevisiae — 46 % (Yamada 
et al., 1993). ДНК-гомология штаммов одного и того 
же вида была высокой, однако авторы не привели 
конкретные значения. Следует указать, что гомоло-
гия ДНК японскими коллегами определялась с помо-
щью гибридизации не очень чувствительным методом 
колориметрической окраски на плашках (microplate 
hybridization method) (Kaneko, Banno, 1991), кото-
рый является менее точным по сравнению с исполь-
зованным нами методом ДНК–ДНК реассоциации. 
Практически, это не количественный, а качествен-
ный метод. Тем не менее, полученные нами и выше-
приведенные литературные данные достаточно хоро-
шо согласуются. 

Специального внимания заслуживает статус так-
сона S. cariocanus. Несмотря на то что эти дрожжи 

Рис. 1. Гомология ДНК (%) биологических видов дрожжей Saccharomyces. Использовались типовые культуры. Звездоч-
кой обозначены данные по ДНК–ДНК реассоциации из работы (Vaughan Martini, 1989).
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имеют высокую гомологию ДНК с S. paradoxus, они 
представляют разные биологические виды: межвидо-
вые гибриды S. cariocanus × S. paradoxus стерильны 
(Naumov et al., 2000). Причиной нежизнеспособных 
продуктов мейоза (аскопор) таких гибридов, вероятно 
является наличие четырех хромосомных транслокаций 
у S. cariocanus (Fischer et al., 2000). Очевидно, что 
этот таксон является зарождающимся видом (species 
in statu nascendi). Еще один таксон такой категории 
был обнаружен нами на примере гавайской популя-
ции S. paradoxus (Наумов, 1999). Последние дрож-
жи образовывали стерильные гибриды с европейской 
популяцией, но частично стерильные гибриды с се-
вероамериканской и дальневосточной популяциями 
S. paradoxus. Имеющиеся данные позволяют ставить 
вопрос, по крайней мере, о недостаточности критерия 
80–100%-й ДНК–ДНК реассоциации для диагности-
ки биологического вида дрожжей. Напомним, что био-
логические виды — это, прежде всего, генетически 
изолированные популяции. 

В Китае найден новый биологический вид 
S. arboricolus (Wang, Bai, 2008; Наумов, 2009а); 
еще предстоят с ним, а также с гавайской популяци-
ей S. paradoxus опыты по ДНК–ДНК реассоциации. 
Также недавно в Португалии обнаружен биологиче-
ский вид S. kudriavzevii (Sampaio, Gonçalves, 2008; 
Наумов, 2009б), до этого он был известен только по 
изолятам из Японии.
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Allo- ANd SympAtrIc SIblINg SpEcIES of Saccha-
romyceS cereviSiae: dNA–dNA rEASSocIAtIoN 

Yu. V. Mikhailova, S. Castello, E. S. Naumova, G. I. Naumov

` SummAry: precise dNA–dNA reassociation data were obtained 

for new biological species S. cariocanus, S. kudriavzevii and S. mi-

katae, for the first time. the three species showed 25–51 % — of 

dNA–dNA reassociation with one another and with the known spe-

cies S. cerevisiae, S. bayanus and S. paradoxus. only in the combi-

nation S. paradoxus × S. cariocanus there was 99 % dNA–dNA ho-

mology. despite high dNA–dNA reassociation value, the two yeasts 

are genetically isolated: their hybrids are sterile forming non-viable 

meiotic products (ascospores). Having four reciprocal translocations 

in its karyotype, S. cariocanus represents species in statu nascendi. 

` KEy wordS: populations; sibling species; Saccharomyces yeasts; 

genome homology; DNA–DNA reassociation.
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