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Традиционно дрожжи классифицировали 

по морфологическим, культуральным и физио-

логическим признакам c широким применением 

биохимических методов, основанных на фер-

ментации и усвоении микроорганизмами ряда 

органических соединений, однако такие методы 

фенотипической таксономии требуют значи-

тельных затрат времени и труда. Кроме того, на 

подобные характеристики влияют условия и 

возраст дрожжевой культуры [1–5]. В совре-

менной идентификации дрожжей, наряду с дру-

гими микроорганизмами, повсеместно исполь-

зуются методические подходы, основанные на 

достижениях молекулярной биологии. Наиболее 

популярными являются методы, основанные на 

сравнительном анализе как консервативных, так 

и вариабельных нуклеотидных последователь-

ностей рРНК-генов. Одной из наиболее часто 

использующейся последовательности рибосо-

мального оперона является так называемый 

фрагмент ITS (Internal Transcribed Spacer), со-

стоящий из частичной последовательности 

рРНК-кластера, содержащей 5'-конец 18S рРНК-

гена, ITS1, 5,8S pPHK-гена, ITS2, 3'-конец 28S 

pPHK-гена. Полученные данные используют 

для филогенетической характеристики микро-

эукариотов и построения дендрограмм, отра-

жающих эволюцию изучаемых последователь-

ностей ДНК, в нашем случае – рибосомальных 

генов [1–5]. 

В данной работе нами был проведен ана-

лиз особенностей первичной структуры ITS-

фрагмента рибосомальной ДНК штамма крас-

ных дрожжей Rhodotorula mucilaginosa S1, вы-

деленного из желудочно-кишечного тракта 

(ЖКТ) здорового долгожителя, в сравнении с 

известными гомологичными нуклеотидными 

последовательностями базидиомицетов. 

 

Материалы и методы 

Культура красных дрожжей была выделе-

на в 2013 г. из дистального отдела желудочно-

кишечного тракта здорового гуцульского дол-

гожителя из высокогорного района Карпат Ук-

раины [1, 7, 8]. Предварительное изучение мор-

фологических и физиологических характери-

стик культуры показало ее принадлежность к 

отделу Basidiomycota, роду Rhodotorula [3, 6–9]. 

Кроме того, для детализации таксономического 

положения дрожжевой культуры ранее нами 

использовался in silico анализ полученной для 

нее нуклеотидной последовательности фрагмен-

та ITS, содержащего. 5'-конец 18S рРНК-гена, 

ITS1, 5,8S pPHK-гена, ITS2, 3'-конец 28S pPHK-

гена хромосомы исследуемого организма. Для 

амплификации ITS фрагмента хромосомы были 

использованы универсальные грибные прайме-

ры ITS1 5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3' 

и ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' [1, 

8]. Нами была определена и опубликована в Ин-

тернет базе данных сервера NCBI «Nucleotide 

collectiоn» с идентификационным номером 

KR779874 нуклеотидная последовательность 

ITS-фрагмента исследуемого штамма красных 

дрожжей Rhodotorula mucilaginosa isolate S1 [8]. 

ITS-фрагмент Rhodotorula mucilaginosa S1 

(654 п. н.) использовали в данной работе в каче-

стве реперной последовательности. В аналити-

ческой работе была использована Интернет–

базa данных сервера NCBI: «Nucleotide collec-

tiоn» [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/]. Был 

проведен анализ in silico части базы «Nucleotide 

collectiоn», содержащей информацию о нуклео-

тидном строении ДНК  грибов отдела Basidio-

mycota (taxid:5204). Изучение in silico этой базы 

данных проводилось с применением пакета про-

грамм этого же сервера BLAST: blastn и bl2seq 

[http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. В работе 

использовали базовые настройки программы 

BLAST без изменений. 

 

Результаты и обсуждение 

Поиск in silico последовательностей ДНК 

базидиомицетов, гомологичных по нуклеотид-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ному строению реперному фрагменту ITS, вы-

явил 801 фрагмент с нулевым значением E-

value, указывающим на максимальную досто-

верную гомологию этих последовательностей. 

Они являлись аналогичными фрагментами 

pPHК-кластеров базидиомицетов, содержащими 

5'-концы 18S рРНК-генов, ITS1, 5,8S pPHK-

генов, ITS2, 3'-концы 28S pPHK-генов, и имели 

значительную степень идентичности (> 85 %) 

своего первичного строения таковому реперной 

последовательности. Гомологичные реперному 

ITS-фрагменту последовательности были выяв-

лены в основном у представителей семейства 

Sporidiobolaceae порядка Sporidiobolales. После-

довательности были идентифицированы у 

дрожжей, отнесенных к родам Rhodotorula, ко-

торые считаются анаморфами рода Rhodosporid-

ium, и родам Sporobolomyces, которые считают-

ся анаморфами рода Sporidiobolus. 

Как известно, полный цикл развития 

дрожжевого организма (голоморфа) может 

включать две различные формы: анаморфы и 

телеоморфы [3]. Анаморфа – это стадия беспо-

лого размножения гриба, отличающаяся морфо-

логически и кариологически от совершенной 

половой стадии – телеоморфы. Анаморфы и те-

леморфы грибов исторически описывались как 

самостоятельные виды и имеют биноминальные 

названия. Представители родов Rhodotorula и 

Rhodosporidium могут включать различные ста-

дии развития одних и тех же базидиомицетных 

грибов, и в настоящее время для некоторых из 

них родовые названия приводятся как синони-

мичные. Сходная ситуация существует и с 

представителями родов Sporobolomyces и 

Sporidiobolus. Большинство идентичных репер-

ной последовательностей из общего числа ото-

бранных (60,9 %) обнаружены у 488 видов рода 

Rhodotorula (R. mucilaginosa, R. glutinis, 

R. sphaerocarpus, R. graminis, R. dairenensis, 

Rhodotorula sp.). Из них 59,4 % были штаммы 

вида Rhodotorula mucilaginosa (290 штамм). 

Также было выявлено наличие идентичных по-

следовательностей у организмов, принадлежа-

щих к родам Rhodosporidium (25,7 %), 

Sporobolomyces (2,6 %), Sporidiobolus (1,6 %). 

Таким образом, около 87 % последовательно-

стей, идентичных реперному ITS-фрагменту, 

было обнаружено для родов Rhodotorula и 

Rhodosporidium, по всей видимости, представ-

ляющих ана- и телеоморфы одних и тех же ор-

ганизмов. 

В таблице представлены результаты по-

парного выравнивания гомологичных последо-

вательностей аналогичных фрагментов pPHK-

кластеров штаммов Rhodotorula mucilaginosa с 

наибольшей степенью гомологии реперному 

ITS-фрагменту. Представленные последова-

тельности имеют молекулярный размер 609–

2359 п. н. Степень идентичности первичного 

строения этих последовательностей была очень 

высокой – более 99,7 %. Соответственно полу-

ченным данным, ITS-последовательность ис-

следуемой культуры красных дрожжей иден-

тична на 99,9–100 % строению аналогичных 

фрагментов ДНК типовых штаммов из коллек-

ции АТСС. Наименьшая степень перекрытия 

(95,1 %) показана для глубоководных дрожжей 

Rhodotorula, выделенных из проб воды Тихого 

океана (SY-88 и SY-55) [4]. Культура дрожжей-

родоторул из коллекции ISNAM (UOA/HCPF 

12626) имела степень перекрытия 97,8 % фраг-

ментов pPHK-кластеров [2]. Для ряда культур 

дрожжей показано наличие от одного до трех 

несовпадений нуклеотидных оснований (mis-

matches) или/и одного-двух разрывов (gaps). 

Наибольшее количество несоответствий осно-

ваний в первичном строении фрагментов pPHK-

кластеров было выявлено у штамма Rhodotorula 

mucilaginosa MG13, выделенного из образцов 

почвы, взятых на кофейных плантациях Брази-

лии. Максимальная степень подобия гомоло-

гичных фрагментов последовательностей pPHK-

кластеров и реперного ITS-фрагмента иссле-

дуемой культуры выявлена у 4-ех штаммов R. 

mucilaginosa, а именно: 100 %-ная идентичность 

перекрытия фрагментов в 654 п. н. последова-

тельностей у 3-ех штаммов R. mucilaginosa из 

коллекции ISHAM (PMM08-1716L, PMM08-

3942L, PMM08-3684L) и несколько меньшая 

степень идентичности (99,8 %) у фрагмента в 

654 п. н. у штамма R. mucilaginosa DSM 18184 

из коллекции DSMZ [2]. Фрагменты pPHK-

кластеров нескольких штаммов R. mucilaginosa 

(ATCC 4054, ANT 12-058, UOA/HCPF 10538) с 

меньшей степенью (93,1–97,8 %) перекрытия 

последовательности ввиду меньшего молеку-

лярного размера их ITS-фрагментов были пол-

ностью идентичны реперному ITS-фрагменту. 

Таким образом, наиболее гомологичными ре-

перному ITS-фрагменту R. mucilaginosa S1 ока-

зались также выделенные из организма человека 

и животных штаммы R. mucilaginosa PMM08-

1716L, 3942L и 3684L из коллекции ISHAM.  
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Таблица. Характеристика последовательностей ITS родоторул, гомологичных реперному ITS-

фрагменту R. mucilaginosa 

Культуры R. mucilaginosa с наиболь-

шим соответствием 

Критерии гомологии 

ITS-фрагментов 
Источник выделения 

культур дрожжей  

(коллекция) Штаммы родоторул 
Номер в 

GenВank 

перекрытие, 

п. н. 

идентич- 

ность, % 

PMM08-1716L 
KP132583 

(682 п.н.)* 
654/654** 

100 

(0/0)*** 

человек и животные, 

Франция (ISHAM) 

PMM08-3942L 
KP132585 

(682 п.н.) 
654/654 

100 

(0/0) 

человек и животные, 

Франция (ISHAM) 

PMM08-3684L 
KP132584 

(682 п.н.) 
654/654 

100 

(0/0) 

человек и животные, 

Франция (ISHAM) 

ATCC 4054 
KC881069 

(609 п.н.) 
609/609 

100 

(0/0) 

типичный штамм, США 

(ATCC) 

ANT 12-058 
KM822749 

(639 п.н.) 
638/638 

100 

(0/0) 

ледниковые воды, 

Антарктика 

PG294 
AB916512 

(623 п.н.) 
622/623 

100 

(0/1) 

оперение птиц, 

Норвегия 

IA32 
KM246206 

(639 п.н.) 
638/640 

100 

(0/2) 

сельскохозяйственные 

культуры, Бразилия 

UOA/HCPF 10538 
HQ702343 

(640 п.н.) 
640/640 

100 

(0/0) 

человек и животные, 

Греция (ISHAM) 

ATCC 4056 
KC881070 

(609 п.н.) 
608/609 

99,8 

(1/0) 

типичный штамм, США 

(ATCC) 

DSM 18184 
DQ386306 

(2359 п.н.) 
653/654 

99,8 

(1/0) 

сточные воды, Германия 

(DSMZ) 

MG13 
KM246213 

(637 п.н.) 
635/640 

99,7 

(1/2) 

сельскохозяйственные 

культуры, Бразилия 

goayan1wei2 
EF192223 

(643 п.н.) 
637/641 

99,5 

(3/1) 
морская среда, Китай 

UOA/HCPF 12626 
KC254074 

(2359 п.н.) 
640/640 

99,8 

(1/0) 

человек и животные, 

Греция (ISHAM) 

SY-88 
AB025998 

(702 п.н.) 
622/623 

99,8 

(0/1) 

глубоководная среда, 

Тихий океан 

Примечания: * – молекулярный размер ITS-фрагмента; ** – перекрытие ITS-фрагмента 

GenBank/реперного ITS-фрагмента; *** – соотношение количества несоответствий нуклеотидных ос-

нований к разрывам между ними. 

 

В результате проведенных исследований 

in silico определено расположение несовпадений 

нуклеотидных оснований ITS исследуемого 

изолята R. mucilaginosa S1 и представленных в 

базе данных GenBank последовательностей ITS 

293-ех штаммов вида R. mucilaginosa, показав-

ших E-value = 0 в выравниваниях. Наиболее 

часто были выявлены несовпадения нуклеотид-

ных остатков в положениях 129 (С), 158 (А) и 

541 (С) последовательности ITS-фрагментов 

штаммов R. mucilaginosa (рис. 1). 

Установлено, что 541-у нуклеотидному 

остатку (С) ITS-фрагмента изолированного на-

ми штамма R. mucilaginosa S1 соответствует 

тиминовый остаток более, чем у 85 % ITS-

фрагментов штаммов вида R. mucilaginosa. Было 

также обнаружено, что для 26 % штаммов вида 

R. mucilaginosa 129-ому нуклеотидному остатку 

(С) реперного ITS-фрагмента соответствует ти-

миновый остаток, а 158-ому адениновому – гуа-

нидиновый.  

Для определения локализации в структур-

ных элементах рРНК-кластера генов (рРНК-

генах или спейсерах), наиболее часто встре-

чающихся негомологичных нуклеотидных ос-

татков в положениях 129, 158 и 541 последова-

тельности реперного ITS-фрагмента, было про-

ведено попарное выравнивание двух ITS-
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фрагментов: исследованного штамма R. muci-

laginosa S1 (KR779874, 654 п. н.) и максимально 

идентичного реперному ITS-фрагменту штамма 

R. mucilaginosa PMM08-1716L (KP132583, 682 

п. н.) (рис. 2). Анализ in silico показал идентич-

ность первого нуклеотидного остатка реперного 

ITS-фрагмента штамма R. mucilaginosa S1 де-

вятнадцатому нуклеотидному остатку R. muci-

laginosa PMM08-1716L. Наши исследования 

показали, что нуклеотидные остатки в положе-

ниях 129, 158 и 541 локализуются в спейсерных 

областях ITS-фрагмента штамма R. mucilaginosa 

S1: 129-й и 158-й нуклеотидные остатки – в 

IТS1, а 541-й – в ITS2 (рис. 2). 

 
Рис. 1. Расположение несовпадений нуклеотидных оснований ITS-фрагментов исследуемого изолята 

R. mucilaginosa S1 и штаммов R. mucilaginosa (GenBank). 

 

 
Рис. 2. Расположение несовпадений нуклеотидных оснований ITS-фрагмента R. mucilaginosa S1 на 

структурных элементах ITS-фрагмента штамма R. mucilaginosa PMM08-1716L. 

 

Выводы 

Таким образом, в результате проведенно-

го анализа особенностей первичной структуры 

ITS-фрагмента рибосомальной ДНК исследо-

ванного штамма красных дрожжей Rhodotorula 

mucilaginosa S1, выделенного из ЖКТ здорового 

долгожителя, в сравнении с известными гомо-

логичными нуклеотидными последовательно-

стями базидиомицетов было установлено, что 

100 %-ная гомология наблюдалась для штаммов 

R. mucilaginosa PMM08-1716L, 3942L и 3684L 

из коллекции ISHAM, которые также были вы-
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делены из организма человека и животных, и 

выявлены наиболее часто встречающиеся не-

совпадения нуклеотидных остатков в положе-

ниях 129, 158 и 541, локализованные в спейсер-

ных областях ITS-фрагмента рибосомального 

оперона. 
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CHARACTERISTIC OF ITS FRAGMENT OF rDNA OF RHODOTORULA MUCILAGINOSA ISOLATED 

FROM GASTROINTESTINAL TRACT OF CENTENARIAN 

Aim. The aim of the work was to analyse the primary structure of the ITS region of the ribosomal operon of the red 

yeast isolate Rhodotorula mucilaginosa S1 from the gastrointestinal tract of healthy centenarian compared to the avail-

able homological basidimycetous nucleotide sequences. Methods. In silico comparison of the ITS nucleotide sequences 

using NCBI server resources (BLAST programs and "Nucleotide" database) with the reference ITS-fragment of red 

yeast isolate was performed. Results. Almost 90 % of highly homologous to the reference ITS-fragment out of 800 se-

lected sequences represented genera Rhodotorula и Rhodosporidium with the top hits for R. mucilaginosa strains 

PMM08-1716L, 3942L and 3684L. The most frequent nucleobases mismatches of ITS-fragments of GenBank’s R. mu-

cilaginosa strains compared to the reference one were observed in the positions 541 (T/C) for 85 % of strains, and 129 

(T/C) and 158 (G/A) for 26 % of strains. Conclusions. The primary structure of studied ITS region showed 100 % ho-

mology to R. mucilaginosa strains also isolated from humans and animals, as well as the most frequently mismatches 

for 129th, 158th и 541st nucleotides located in the spacers regions of the ribosomal operon. 

Keywords: ITS, rDNA, nucleotide sequence, red yeast, human GIT. 


