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а предпочитали использование автохтонных 
отобранных штаммов в качестве  
энологической стратегии, позволяющей  
сочетать промышленные преимущества  
инокулированного брожения с подлинностью 
и типичностью спонтанной ферментации, 
проводимой местными штаммами  
S. cerevisiae. Одной из важных задач  
при поиске автохтонных штаммов  
S. cerevisiae является оценка генетической 
идентичности штаммов, их генетического 
разнообразия. С этой целью успешно  
используется метод Interdelta  
генотипирования. В работе представлены  
результаты interdelta генотипирования  
49 автохтонных штаммов S. cerevisiae,  
изолированных на винограде Белого  
и красного сортов на территории  
Краснодарского края, при использовании трех 
праймерных пар δ1+ δ2, δ12+ δ2, δ12+ δ21. 
Установлено, что при использовании  
праймерных пар δ12+ δ2 и δ12+ δ21  
у образцов амплифицировалось суммарно  
до 14 фрагментов. При использовании  
праймерной пары δ1+ δ2 - 11 фрагментов.  
С праймерной парой δ12+ δ21 у исследуемых 
образцов формировалось 5 и 6 групп  
генетического сходства, что выше,  
чем при использовании других типов δ пар. 
Согласно полученной по результатам  
интердельта анализа дендрограмме,  
построенной с использованием метода  
UPGMA, штаммы были распределены  
по 2 основным группам, причем в первую 
группу вошли только дрожжи,  
изолированные на винограде сорта  
Достойный (19 из 28 штаммов). Во вторую 
группу вошли 9 штаммов, изолированных  
на винограде сорта Достойный  
и все штаммы, изолированные на винограде 
сорта Шардоне, которые в свою очередь  
были объединены в субкластеры. Данные  
исследования позволяют сделать  
предварительные выводы о специфичности 
генотипов автохтонных дрожжей,  
находящихся на поверхности винограда  
белых и красных сортов.  
 
Ключевые слова: ВИННЫЕ ДРОЖЖИ,  
SACCHAROMYCES CEREVISIAE,  
ШТАММЫ, INTERDELTA  
ГЕНОТИПИРОВАНИЕ, ДЕНДРОГРАММА 

of autochthonous selected strains  
as an oenological strategy that allows 
combining the industrial advantages  
of inoculated fermentation  
with the authenticity and typicality  
of spontaneous fermentation by native  
S. cerevisiae strains. One of the important 
tasks in the search for autochthonous 
strains of S. cerevisiae is the assessment 
of the genetic identity of strains  
and their genetic diversity. The interdelta 
genotyping method is successfully used 
for this purpose. The paper presents  
the results of interdelta genotyping  
of 49 autochthonous S. cerevisiae strains 
isolated on white and red grape varieties 
on the territory of the Krasnodar region, 
using three primer pairs δ1+ δ2,  
δ12+ δ2, δ12+ δ21. It was found  
that when primer pairs δ12+ δ2  
and δ12+ δ21 were used, 14 different 
patterns were formed in the samples. 
When using the primer pair δ1+ δ2 –  
11 patterns. With the primer pair  
δ12+ δ21, 5 and 6 groups of genetic 
similarity were formed in the studied 
samples, which is higher  
than when using other types of δ pairs. 
According to the dendrogram obtained 
from the results of the interdelta analysis 
and constructed using the UPGMA 
method, the strains were divided  
into 2 main groups, and the first group 
included only yeasts isolated  
on the Dostoynyi grape variety  
(19 out of 28 strains). The second  
group included 9 strains isolated  
on the Dostoynyi grape variety  
and all strains isolated  
on the Chardonnay grape variety,  
which in turn were combined  
into subclusters. Data of studies  
allow us to draw preliminary  
conclusions about the specificity  
of the genotypes of autochthonous 
yeasts found on the surface  
of white and red grape varieties. 
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Введение. В настоящее время, в соответствии с потребительскими 

предпочтениями, появились новые тенденции в ферментации вина и тех-

нологии виноделия. Все большую популярность обретает направление 

производства специфичных вин, которые выражают их терруар, с хорошим 

балансом кислотности и вкусовых ощущений и которые можно отличить 

друг от друга. Хорошо известно, что вина, изготовленные с использовани-

ем местных штаммов S. cerevisiae, воспринимаются как более сложные, 

демонстрируя большее разнообразие вкусов, когда эти дрожжи производят 

различное количество побочных продуктов брожения [1]. 

Идентификация Saccharomyces cerevisiae на уровне штамма является 

фундаментальным аспектом в изучении биоразнообразия дрожжей и изуче-

нии динамики популяции во время ферментативного процесса [2]. Внутри-

видовая классификация S. cerevisiae также важна для выбора стартовой 

культуры [3] и для контроля хода брожения. C развитием молекулярных ме-

тодов открылись новые возможности типирования винных дрожжей, такие 

как анализ полиморфизма длин фрагментов рестрикции митохондриальной 

ДНК (RFLP), ДНК-фингерпринтинг с использованием микросателлитных 

маркеров [4], AFLP - анализ (amplified fragment length polymorphism), анализ 

мультилокусного типирования последовательности (MLST) [5]. 

Однако вышеперечисленные подходы в генотипировании дрожжей 

достаточно методически сложны в исполнении. Альтернативным методом 

типирования генетического разнообразия штаммов дрожжей выступает 

интердельта анализ. Данный подход является простым, быстрым и надеж-

ным методом мониторинга штаммов дрожжей во время ферментации вина. 

Идентификация штаммов дрожжей методом интердельта анализа, предло-

женным в 1993 году, основана на полиморфизме длин амплифицирован-

ных фрагментов, расположенных между дельта-элементами [6].  

Дельта-элементами называются фланкирующие LTR-области ретротранс-

позонов TY1 и TY2, обнаруженные в геноме Saccharomyces cerevisiae [7]. 

Также дельта-элементы могут присутствовать в геноме дрожжей отдельно 
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от ретротранспозонов, такие участки ДНК получили называние сольные 

дельта-элементы [8]. 

Первоначально для проведения интердельта анализа были разрабо-

таны праймеры δ1+δ2 для анализа внутривидовой изменчивости и для 

дифференциации штаммов S. cerevisiae [6, 9]. Позже метод был дополнен 

новой парой праймеров δ12 +δ21 и показано, что использование сочетаний 

праймеров δ 12 +δ 21 и δ 12 +δ 2 позволяет установить больший полимор-

физм у анализируемых штаммов. С помощью новых праймеров были одно-

значно дифференцированы 53 промышленных, лабораторных и диких штам-

ма дрожжей. Также выяснилось, что праймер δ12 гораздо более эффективен, 

чем δ1 [8]. Шуллер и др. позже подтвердили это, показав, что комбинация 

δ 2 и δ 12 может идентифицировать в два раза больше штаммов, чем набор 

праймеров δ 1+δ 2 [10]. В мировом опыте достаточно много работ, посвя-

щенных исследованиям типирования дрожжей на основе полимеразной 

цепной реакции с использованием последовательности генома дрожжей. 

Так, коллективом ученых проанализировано большое количество штаммов 

дрожжей с двух виноделен, а именно 1600 штук, по двум парам праймеров  

δ 1+δ 2 и δ 12+ δ 2 [11]. Группа ученых в 2011 году проанализировала бо-

лее 330 колоний методом ПЦР-амплификации дельта-последовательностей 

с использованием пары праймеров дельта12-дельта 2. С помощью данной 

методики можно было не только дифференцировать, но также оценить от-

носительную долю каждого штамма в ходе процесса ферментации [12].  

В Италии в ходе исследований, проводившихся с помощью трех методов 

молекулярного генотипирования, включая метод интердельта анализа с 

праймерами δ2 +δ12, 39 штаммов винных дрожжей дали 21 различный 

профиль [13]. В 2022 году китайскими учеными был проведен дельта-

анализ 290 штаммов S. Cerevisiae с помощью праймерных пар δ12 +δ21, 

который в результате дал 33 различных генотипа, и ни один из них не сов-

падал с профилями коммерческих штаммов, используемых китайскими 

виноделами [14]. Хотя, в нескольких исследованиях сообщалось, что не-
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сколько штаммов S. cerevisiae, выделенных в результате спонтанного бро-

жения, имеют один и тот же генетический паттерн с коммерческими 

штаммами дрожжей, обычно используемыми в соответствующем вино-

дельческом регионе [15]. Ливанские ученые исследовали биоразнообразие 

дрожжей четырех сортов винограда, изоляты с которых были охарактери-

зованы путем амплификации с использованием пары праймеров δ12+δ21, 

что позволило идентифицировать 96 штаммов S. cerevisiae [16]. Сотрудни-

ками нашего научного центра также активно ведется изучение внутриви-

дового разнообразия S. cerevisiae с помощью интердельта анализа [17]. 

Целью наших исследований была оценка генетического разнообразия 

штаммов S. cerevisiae, изолированных на винограде красного и белого сортов. 

Объекты и методы исследований. Объектами исследования послу-

жили автохтонные штаммы дрожжей Saccharomyces cerevisiae, изолиро-

ванные на виноградниках Краснодарского края, г. Анапа «Анапская ампе-

лографическая коллекция» АЗОСВиВ в 2020 году. Отбор штаммов прово-

дили на винограде двух сортов – Шардоне (белый сорт) и Достойный 

(красный сорт). Отбор проб винограда, сбраживание и изолирование моно-

культур проводили по методикам, описанным в работе И.И. Супруна др. 

[18]. Суммарное количество изолированных монокультур составило 60 об-

разцов (по 30 колоний с каждого сорта). Экстракцию ДНК выполняли со-

гласно рекомендациям [19]. Для идентификации видовой принадлежности 

использовали праймеры ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) / ITS4 

(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) и эндонуклеазу рестрикции HaeIII 

[20]. Интердельта анализ проводили с использованием праймерных пар  

δ1 (5’-CAAAATTCACCTATATCT-3’) + δ2 (5’-GTGGATTTTTATTCCAAC-3’), 

δ2 + δ12 (5’-TCAACAATGGAATCCCAAC-3’) и δ12 +  

δ21 (5’-CATCTTAACACCGTATATGA-3’). ПЦР проводили согласно услови-

ям, описанным в работе [8].  
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Оценка генетических взаимосвязей была выполнена в программе  

PAST 4.03 с помощью метода попарного внутригруппового невзвешенного 

среднего (UPGMA). 

Обсуждение результатов. Видовая идентификация автохтонных 

штаммов дрожжей, изолированных на винограде сортов Шардоне и До-

стойный, позволила выделить штаммы дрожжей, принадлежащие к виду  

S. cerevisiae. Так, на винограде сорта Достойный количество штаммов  

S. cerevisiae составило 28 изолятов, на винограде сорта Шардоне – 21 изолят. 

Таким образом, была получена выборка дрожжей S. cerevisiae общим 

количеством 49 образцов для дальнейшей оценки степени генетической 

близости с использованием метода interdelta анализа. 

С использованием праймерной пары δ1+δ2 было выявлено от двух 

до пяти фрагментов в спектре. Пример электрофоретического разделе-

ния продуктов амплификации с данной комбинацией праймеров приве-

ден на рисунке 1. 

 

Примечания: mB – маркер молекулярного веса (100 pb); 1-6 штаммы 
дрожжей, изолированные на винограде сорта Достойный; 26-30 штаммы 
дрожжей, изолированные на винограде сорта Шардоне 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР  
с использованием праймерной пары δ1+δ2 

 

В результате использования праймерной пары δ1+δ2 для генотипи-

рования дрожжей, изолированных на винограде сорта Достойный, было 
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выявлено от трех до пяти фрагментов, это позволило установить три груп-

пы генотипов дрожжей по типу спектра. В свою очередь, дрожжи, изоли-

рованные на винограде сорта Шардоне, имели от двух до четырех фраг-

ментов в спектре и разделились на четыре различных группы по типам 

спектра. Суммарное количество фрагментов, полученных при использова-

нии праймерной пары δ1+ δ2 составило 11. Аналогичные исследования 

были проведены Шуллер с соавт., которые в своей работе для 23 штаммов 

выделили 10 различных групп по типам спектра [10]. 

С использованием праймерной пары δ2+δ12 амплифицировалось от 3 

до 7 фрагментов в спектре у исследуемых образцов (рис. 2). 

 
Примечания: mB – маркер молекулярного веса (100 pb); 1 – штаммы дрожжей, 

изолированные на винограде сорта Шардоне; 2 - штаммы дрожжей, изолированные 
на винограде сорта Достойный 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР,  
полученных с использованием праймерной пары δ2+δ12 

Анализ электрофореграмм позволяет судить о том, что штаммы, изо-

лированные на разных сортах винограда, отличались по типам спектров. 

Так, штаммы, изолированные на винограде сорта Шардоне, имели от трех 

до шести фрагментов в спектре и разделились на четыре группы с одина-

ковыми типами спектра, а штаммы, изолированные на винограде сорта До-

стойный, – от трех до семи и разделились также на четыре группы. В об-

щей сложности при использовании праймерной пары δ2+δ12 амплифици-

ровалось 14 фрагментов.  
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Использование праймерной пары δ12+δ21 позволило идентифициро-

вать суммарно 14 фрагментов у исследуемых образцов (рис. 3). Так, штам-

мы, изолированные на винограде сорта Шардоне, были объединены в пять 

групп по типу спектра, в том числе 6 образцов обладали уникальным набо-

ром фрагментов. Образцы, изолированные на винограде сорта Достойный, 

разделились на шесть групп с одинаковым типом спектра, один из иссле-

дуемых образцов обладал уникальным набором фрагментов. 

 

   1      2   

Примечания: mB – маркер молекулярного веса (100 pb); 1 - штаммы 
дрожжей, изолированные на винограде сорта Достойный; 2 - штаммы 
дрожжей, изолированные на винограде сорта Шардоне 

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР  
с использованием праймерной пары δ12+δ21 

Таким образом, при использовании праймерных пар δ2+δ12 и 

δ12+δ21 амплифицировалось по 14 фрагментов, штаммы были дифферен-

цированы в группы с одинаковыми генетическими профилями.  

По результатам интердельта генотипирования автохтонных штаммов 

S. cerevisiae была выполнена оценка генетических взаимосвязей изученных 

штаммов. Дендрограмма, полученная в результате выполнения кластерно-

го анализа, представлена на рисунке 4.  

Рассматривая полученную дендрограмму можно видеть, что штаммы 

были распределены на две основные группы (кластер 1 и кластер 2), при-

чем в первый кластер вошли только штаммы дрожжей, изолированные на 
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винограде сорта Достойный (19 из 28 штаммов). Во вторую группу вошли 

девять штаммов, изолированных на винограде сорта Достойный и все 

штаммы, изолированные на винограде сорта Шардоне, которые в свою 

очередь были объединены в субкластеры.  

 

Рис. 4. UPGMA-дендрограмма, характеризующая генетические  
взаимосвязи штаммов на основе интердельта генотипирования 

 

Данные, полученные в результате исследования, позволяют сделать 

предварительное заключение о генетической специфичности популяций 

автохтонных дрожжей, находящихся на поверхности винограда белых и 

красных сортов. Для подтверждения данной гипотезы необходимо расши-

рение спектра сортов винограда, использованных при выделении автох-

тонных штаммов S. cerevisiae с поверхности ягод. Кроме того, полученные 

результаты подтвердили, что для интердельта областей генома автохтон-

ных дрожжей характерен достаточно высокий уровень полиморфизма, 

позволяющий проводить предварительное типирование различных штам-
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мов, изолированных с виноградников. Полученные в ходе интердельта 

анализа данные будут использованы в работе по изучению генетического 

разнообразия местных популяций дрожжей, а также учтены при отборе 

штаммов для дальнейшей оценки перспективности их использования в ви-

нодельческой практике.  
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