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ВВЕДЕНИЕ

Делящиеся дрожжи Schizosaccharomyces pombe на филогенетическом 
древе грибов занимают особое положение (Heckmann, et al., 2001). Выделя-
ясь по нуклеотидной последовательности рРНК, они, вероятно, представляют 
предковые формы современных аскомицетов. Дрожжи Sch. pombe активно 
сбраживают сахара и используются для получения алкогольных напитков 
преимущественно в странах с жарким климатом, а так же для снижения кис-
лотности виноградного сусла и вина (Eriksson et al., 1993). По многим харак-
теристикам делящиеся дрожжи, более чем почкующиеся дрожжи, сходны с 
мицелиальными грибами, растениями и животными, и в связи с этим, пред-
ставляют лучшую модель для изучения эукариотических клеток. Немногочис-
ленный, но достаточно гетерогенный род Schizosacсharomyces таксономи-
чески еще не достаточно изучен. Есть проблемы и в видовой диагностике этих 
дрожжей.

Гомоталличные h90 и гетероталличные штаммы дрожжей Sch. pombe раз-
ных типов спаривания 972 h– и 975 h+ получены (Leupold, 1950) от куль-
туры, выделенной из виноградного сока в Швейцарии (Osterwalder, 1924) и 
идентифицированной как Sch. pombe (Stelling-Dekker, 1931). Они широко 
используются в генетических исследованиях в различных лабораториях. Ти-
повой культурой Sch. pombe является штамм CBS 356, полученный из «Ко-
ролевской» коллекции в Вене (Lodder, Kreger-van Rij, 1952).

Недавно из грибной закваски «Kambucha», используемой в Китае для 
приготовления культового напитка «Che» (чая), были изолированы гомотал-
личные дрожжи Schizosacсharomyces (Singh, Klar, 2002, 2003). Они хорошо 
скрещивались с генетическими линиями Sch. pombe, но гибридные аскоспо-
ры были нежизнеспособны. На этом основании был сделан вывод о прина-
длежности выделенных дрожжей к новому виду Sch. kambucha.

Ранее гибридизационным анализом нами были изучены девять природных 
штаммов рода Schizosaсcharomyces разного географического происхож-
дения, включая типовую культуру вида Sch. pombe CBS 356 (Кондратьева, 
Наумов, 2001). Ввиду крайне низкой (0–3 %) жизнеспособности гибридных 
аскоспор, изолированных микроманипулятором, изученные штаммы могли 
быть отнесены к разным видам. Однако при анализе случайной выборки спор 
межштаммовых гибридов среди выживших потомков были обнаружены все 
типы сегрегантов по контрольным маркерам. Неполная генетическая изо-
ляция и возможность генетического обмена дали основание отнести все эти 
штаммы к одному биологическому виду Sch. pombe. У внутриштаммовых гиб-
ридов жизнеспособность аскоспор была высокой. Обнаруженный феномен 
гибели спор (spore killing) у межштаммовых гибридов Sch. pombe, по ана-
логии с подобным явлением у мицелиальных грибов (Turner, Perkins, 1979; 
Perkins, Turner, 1988; Nauta, Hoekstra, 1993; Дьяков, 1998) был объяснен 
наличием генов-киллеров спор. 

цЕль Работы

Цель данного исследования — методом гибридизации установить гене-
тическое родство нового изолята Sch. kambucha (Singh, Klar, 2002, 2003) 
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и генетических линий (Leupold, 1950) с типовой культу-
рой Sch. pombe, а так же с природными штаммами Sch. 
pombe разного географического происхождения (Конд-
ратьева, Наумов, 2001). Интересно было проследить за 
проявлением фактора гибели аскоспор в новых штаммо-
вых комбинациях, выявить устойчивые или нейтральные 
штаммы для изучения природы этого признака.

матЕРИалы И мЕтоДы

Гомоталличный штамм SPK571 получен от A. J. S. Klar 
(NCI, Frederick). Гетероталличные штаммы Sch. pombe 
генетических линий (Leupold, 1950): 972 h– (CBS 7264) 
и 975 h+ (CBS 7265) получены в свое время из лабора-
тории H. Heslot (INRA, Париж/Гриньон). Происхожде-
ние штаммов CBS 356, CBS 5557, CBS 5682, CBS 5680, 
CBS 357, CBS 1043, CBS 2628, CBS 1061, CBS 1057 
указано нами ранее (Кондратьева, Наумов, 2001).

Дрожжи выращивали при температуре 28 °С на пол-
ной среде YEA следующего состава (г/л): дрожжевой 
экстракт — 5, глюкоза — 30, агар — 20; при работе с 
мутантами his в среду добавляли гистидин. Состав селек-
тивной минимальной среды MMA (г/л): глюкоза — 10, 
раствор солей, витаминов и микроэлементов, агар — 20 
(Gutz et al., 1974). Скрещивания проводили на среде SPA 
(г/л): глюкоза — 10, KH2PO4 — 1, комплекс витаминов, 
агар — 20. Для роста и спорообразования при темпера-
туре 25 °С использовали среду MEA (г/л): солодовый 
экстракт — 5, глюкоза — 30, агар — 20. Изоляцию 
аскоспор осуществляли с помощью микроманипулято-
ра; оболочки асков растворяли пищеварительным соком 
виноградной улитки Helix pomatia. Случайную выбор-
ку спор получали по методу (Gutz et al., 1974). Время 
ферментной обработки спорулирующих культур 2 часа и 
30%-м спиртом 15–17 минут.

У штамма SPK571 микроманипулятором были изо-
лированы моноспоровые клоны. Отобран хорошо спо-
рулирующий клон с высокой жизнеспособностью аскос-
пор — 87 %. У моноспорового клона штамма SPK571 и 
моноклеточного клона штамма 975 h+ с помощью уль-
трафиолетового облучения получили стабильные аук-
сотрофные мутанты ade и his. Штамм 972 h– уже имел 
ауксотрофность ade, остальные штаммы участвующие 
в скрещиваниях, были маркированы нами ранее ауксо-
трофностями ade и ura (Кондратьева, Наумов, 2001).

Штаммы с комплементарными ауксотрофными мута-
циями скрещивали на среде SPA при 25 °С. Смесь суточ-
ных культур помещали на поверхность агара, через 6–14 
часов дрожжи переносили на среду ММА, добавляли 2 
капли 0,9%-го NaCl и рассевали газоном. Контроль на 
ревертирование к прототрофности осуществляли рассе-
вом родительских ауксотрофных культур на среде ММА 
в той же концентрации, как и при скрещивании. Изуча-
емые дрожжи имеют гаплонтный жизненный цикл, они 
скрещиваются и спорулируют на одной и той же голо-

дной среде. Поэтому для каждой скрещиваемой пары 
время экспозиции на среде SPA подбирали, не допуская 
споруляции. Через 2–3 суток выросшие на среде MМА 
при 28 °С прототрофные гибридные колонии дополни-
тельно клонировали на этой же среде, затем переносили 
штрихом на среду MEA для роста и споруляции и инку-
бировали при 25 °С 2–3 суток. Для гибридов с участием 
штаммов CBS 1043 и SPK571 время скрещивания на 
SPA среде составляло всего 2–3 часа, после этого, сразу 
клонировали смешанную культуру на среде ММА. Вы-
росшие гибридные колонии спорулировали на этой среде 
и поэтому подвергались дальнейшему анализу без после-
дующих пересевов. 

РЕзультаты И обсужДЕНИЕ

Были проведены контрольные внутриштаммовые 
скрещивания комплементарных ауксотрофных мутантов 
гомоталличного штамма SPK571: ade2 × his4 (табл. 1, 
гибрид № 1), а также комплементарных ауксотрофных 
мутантов разного типа спаривания h– ade5 × h+ his1 
гетероталличных дрожжей 972 и 975, являющихся по-
томками одного и того же штамма (табл. 1, гибрид № 2). 
В обоих внутриштаммовых скрещиваниях гибриды были 
высокофертильны, жизнеспособность спор 73 % и 85 %, 
соответственно. Расщепление в мейозе по контрольным 
маркерам дигенное. Наблюдаемое уменьшение частоты 
тетратипов может свидетельствовать о сцеплении мар-
керных генов с центромерами своих хромосом. 

Комплементарные ауксотрофные мутанты штаммов 
SPK571 и 972 h– были скрещены между собой, с му-
тантами типовой культуры Sch. pombe CBS 356, а так же 
c мутантами всех изученных нами ранее штаммов этого 
вида. Штаммы CBS 2628 ade и CBS 1057 ade скрещива-
ли с 975 h+ his1. Все межштаммовые гибриды (табл. 1, 
гибриды №№ 3–19) так же, как и гибриды, полученные 
нами ранее в скрещиваниях штаммов разного географи-
ческого происхождения (Кондратьева, Наумов, 2001), 
имели крайне низкую жизнеспособность аскоспор: 
0–6 %, только в случае гибридов № 5 и № 19 этот по-
казатель оказался выше: 12 % и 15 %, соответственно. 
Такая же низкая жизнеспособность аскоспор (0,9 %) на-
блюдалась по литературным данным (Gutz, Doe, 1975) 
в скрещиваниях штаммов CBS 1043, CBS 5680, CBS 
1057 с генетическими линиями Sch. pombe. Нам не уда-
лось проанализировать только гибриды со штаммом CBS 
1061, так как они не спорулировали.

Микроманипулятором мы изолировали у каждого 
гибрида около сотни спор. Жизнеспособные колонии 
были обнаружены на случайной выборке спор. Наблюда-
лось отклонение от дигенных расщеплений по контроль-
ным маркерам. Тем не менее были обнаружены все типы 
мейотических сегрегантов (табл. 1, гибриды №№ 3–10, 
12–19). Только у гибрида № 11 отсутствовали двойные 
ауксотрофные рекомбинанты и одного родительского 
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№  
гибрида 

Происхождение  
гибридов, генотипы

Число  
изолированных спор

Жизнепособность 
спор, %

Расщепление контрольных 
маркеров AB:aB:Ab:ab*

χ2, P**

1 2 3 4 5 6

1
571 × 571
ade2 / his4 100 73 4P:4N:6T***

3,59
>0,05

2
972 h– × 975 h+

ade5 / his1 72 85 3P:3N:7T
1,33

>0,05

3
972 h– × 571
ade5 / his4 104 0 196:12:48:10****

350,00
<0,01

4
972 h– × 356
 ade5 / met5 100 2 145:20:108:17 (2:0:0:0)*****

170,39
<0,01

5
972 h– × 5557

ade5 / ura3 100 12 154:33:109:25 (7:0:5:0)
135,94
<0,01

6
972 h– × 5682

ade5 / ura4 96 2 82:10:30:19 (2:0:0:0)
115,14
<0,01

7
972 h–× 5680

ade5 / ura5 72 2 302:26:209:9 (2:0:0:0)
447,75
<0,01

8
972 h– × 357
ade5 / ura2 88 0 170:35:41:28

201,77
<0,01

9
972 h– × 1043

ade1 / ura6 84 0 159:14:39:26
227,1
<0,01

10
975 h+ × 2628

his1 / ade1 68 2 134:29:16:34 (2:0:0:0)
51,02
<0,01

11
975 h+ × 1057

his1 / ade1 168 0 443:517:0:0
971,4
<0,01

12
571 × 356

ade2 / ura7 100 3 65:100:23:13 (0:3:0:0)
95,97
<0,01

13
571 × 5557
ade2 / ura3 100 0 86:68:37:15

58,35
<0,01

14
571 × 5682
ade2 / ura4 100 2 50:49:62:24 (1:1:0:0)

16,52
<0,01

15
571 × 5680
ade2 / ura5 100 0 82:28:64:14

67,06
<0,01

16
571 × 357

ade2 / ura2 100 6 57:106:82:43 (6:0:0:0)
32,26
<0,01

17
571 × 1043
ade2 / ura6 168 0 484:528:15:17

923,64
<0,01

18
571 × 2628
his4 / ade 100 0 145:76:71:24

94,35
<0,01

19
571 × 1057
his4 / ade1 100 15 92:92:57:26 (3:6:3:3)

45,4
<0,01

* — a, b — Cоответственно ауксотрофности первого до знака скрещивания и второго родителя; A, B — прототрофности. 
** — Соответствие теоретически ожидаемому расщеплению 1P:1N:4T проведено по методу χ2, где n´=2. Для случайной вы-
борки спор соответствие теоретически ожидаемому расщеплению 1AB:1aB:1Ab:1ab проведено по методу χ2, где n´=3.
*** — P, N, T — тетрады родительского (P), неродительского (N) дитипов и тетратипа (T).
**** — Результаты случайной выборки спор.
***** — В скобках представлена выборка спор, полученная с помощью микроманипулятора. 

Таблица 1 
Генетический анализ внутри- и межштаммовых гибридов дрожжей Sch. pombe
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типа. Рекомбинация контрольных маркеров говорит о 
близком родстве штамма SPK571, генетических линий, 
типовой культуры Sch. pombe CBS 356 и других природ-
ных изолятов, изученных нами ранее, и о принадлежнос-
ти всех этих дрожжей к одному биологическому виду Sch. 
pombe. Таким образом, штамм SPK571 не относится к 
самостоятельному биологическому виду, ранее назван-
ному Sch. kambucha. Подтверждением этому так же 
может служить 98%-я идентичность нуклеотидных пос-
ледовательностей молчащих копий mat2 и mat3 локуса 
типа спаривания дрожжей Sch. pombe и Sch. kambucha 
(Singh, Klar, 2003). Гибель гибридных спор в скрещи-
ваниях Sch. kambucha с дрожжами Sch. pombe (Singh, 
Klar, 2002), вероятно, связана с феноменом гибели спор, 
обнаруженным нами у дрожжей Sch. pombe (Кондратье-
ва, Наумов, 2001). 

К сожалению, нам не удалось выявить в новых штам-
мовых комбинациях устойчивые или нейтральные к кил-
лер-факторам варианты. Причины гибели гибридных 
аскоспор в изученных нами межштаммовых скрещива-
ниях Sch. pombe остаются неясными. Феномен гибели 
гибридных аскоспор интенсивно изучался у мицелиаль-
ных грибов Neurospora, Podospora и др., было показа-
но наличие генов-киллеров спор. Высказывалось пред-
положение о сходстве их действия с постмейотической 
гибелью спор или гамет у высших растений и животных 
(Turner, Perkins, 1979; Дьяков, 1998; Nauta, Hoekstra, 
1993). B настоящее время большой интерес вызывает 
гипотеза, согласно которой гибель гибридных аскос-
пор связана с трансмиссией прионной инфекции. При-
оны — самораспространяющиеся, амилоидобразующие 
инфекционные белки, были описаны в клетках млекопи-
тающих и грибов (Prusiner, 1998; Wickner et al., 1999, 
2004). Наблюдение, сделанное Bernet (Bernet, 1965) о 
связи гена het-s у P. anserina с явлением «spore-killing», 
и обнаружение того, что этот же ген het-s кодирует при-
онные белки (Coustou et al., 1997), привело к модели, 
согласно которой половая трансмиссия прионного бел-
ка [HET-s] приводит к гибели спор, обладающих геном 
het-S (Dalstra et al., 2003; Perkins, 2003). Трансмиссия 
прионной инфекции [HET-s] в половом цикле соответс-
твует времени гибели спор (Dalstra et al. 2005). 

У дрожжей, в том числе и у Sch. pombe, так же об-
наружены прионы (Инге-Вечтомов, 2000; Шкундина, 
Тер-Аванесян, 2006; Collin et al., 2004, Beauregard et al., 
2009). Если взять за основу ядерно-цитоплазматическую 
модель, то можно предположить, что дрожжи Sch. pombe 
имеют штаммоспецифичные гены, например, A, B, функ-
ция которых поддерживать в прионной форме, характер-
ные для каждого штамма, инфицирующие белки [A], [B], 
но сдерживать их размножение в собственных клетках. 
При межштаммовом скрещивании Ab[A] × aB[B] это 
равновесие нарушается. Цитоплазматически наследуе-
мые прионы обоих родителей попадают в каждую спору 
и в отсутствии доминантных аллелей А или В начинают 

размножаться, что и приводит к гибели спор сегреган-
тов Ab[A][B]; aB[A][B] и ab[A][B]. Существуют примеры 
взаимного ингибирования и дестабилизации, когда два 
приона присутствуют вместе в одной клетке (Derkatch, 
Liebman, 2007). 

Только один класс сегрегантов, несущих разные при-
оны [A], [B] и доминантные аллели — А, В так же, как 
родительские культуры Ab с прионом [A] и aB с прионом 
[B] имеют жизнеспособные споры. Жизнеспособными 
оказываются и зиготы, полученные в межштаммовых 
скрещиваниях и происходящие от них диплоидные клет-
ки, нехарактерные для дрожжей-гаплонтов в природе, 
но культивируемые в лабораторных условиях. Гибридные 
диплоидные клетки так же имеют прионы [A], [B] и до-
минантные аллели А, В, препятствующие размножению 
прионов. 

Так как количество выживших спор межштаммовых 
гибридов в наших экспериментах достаточно низкое, то, 
скорее всего, гены, влияющие на поведение прионов, 
тесно сцеплены, и среди мейотического потомства пре-
обладают тетрады родительского дитипа. Cупрессия ре-
комбинации в районе, где картируется киллерная актив-
ность описана у мицелиальных грибов N. crassa (Raju et 
al., 2007) и N. celata (Campbell, Turner, 1987).

При скрещивании моноспорового потомка 19-1 гиб-
рида № 19 (SPK571 × CBS 1057) с одним из родителей 
(штаммом SPK571) отмечена более высокая (39 %), 
чем у гибрида № 19 (15 %) жизнеспособность гибрид-
ных спор. В литературе имеются данные (Schlake, Gutz, 
1993), согласно которым при повторных бэк-кроссах с 
родительским штаммом 972 h– сегрегантов от скрещи-
вания CBS 1057 × 972 h– жизнеспособность гибридных 
спор повышалась с 0,9 % до 70 %. Это возможно в слу-
чае вытеснения прионов второго родителя в повторных 
скрещиваниях с первым родителем. Другой гипотезой, 
объясняющей увеличение жизнеспособности гибридных 
спор у Sch. pombe в бэк-кроссах может быть накопление 
комплементарных генов, ответственных за совмести-
мость геномов. Отличие родителей хотя бы по одному из 
этих генов, может приводить к гибели гибридных спор. 
Примером этому служит вегетативная совместимость 
гифов у P. anserina только при условии идентичности, по 
крайней мере, девяти локусов het (Saupe, 2000). 

Популяционный антагонизм у дрожжей Sch. pombe, 
обусловленный штаммоспецифичными факторами, сле-
дует учитывать в таксономических исследованиях. Для 
установления генетического родства на видовом уров-
не недостаточно опираться только на критерий жизне-
способности гибридных аскоспор, необходимо изуче-
ние мейотического потомства, а именно расщепления 
по контрольным генетическим маркерам. Генетически 
программируемая гибель аскоспор — это, может быть, 
только один из факторов будущей дивергенции видов. 
Дальнейшее изучение феномена гибели аскоспор у Sch. 
pombe представляет самостоятельный интерес.
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populAtIoN ANtAGoNISm IN tHE YEAStS  
SchiZoSaccharomyceS PomBe

Kondratieva V. I., Naumov G. I.

SummARY ` : using the new yeast Schizosaccharomyces kambu-

cha nom. nud. and genetic lines, widely explored in different labora-

tories, we continue the investigation of the phenomenon of ascospore 

death in interstrain hybrids of Sch. pombe. All interstrain hybrids 

were sterile when analyzed by a micromanipulator. However random 

spore analysis revealed recombination of control markers, suggesting 

assignment of the strains studied to the same biological species Sch. 

pombe. possible causes of hybrid ascospores death are discussed. the 

population antagonism of the yeast Sch. pombe should be taken into 

account in taxonomic studies.

K ` EY woRDS: Schizosaccharomyces pombe; гибридизационный 

анализ; биологический вид; гибель аскоспор; прионы.
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