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Новий ген RED1, який контролює біосинтез 
рибофлавіну і активність фериредуктази у 
дріжджів Pichia guilliermondii 
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Селекціоновано мутант red J дріжджів Р guilliermondii з високою редуктазною активністю 
стосовно трифенілтетразолійхлориду. Показано, що мутація red J проявляє плейотропну дію, а 
саме — посилює біосинтез рибофлавіну (РФ), активність GTP-циклогідролази і фериредуктази т а 
нагромадження негемінового заліза в клітинах. Мутантним клітинам притаманна збільшена 
чутливість до іонів міді. Генетичний аналіз показав, що, по-перше, всі ці властивості обумовлені 
одним і тим самим мутантним алелем red J і, по-друге, мутація red J комплементус іден­
тифіковані раніше мутації зі схожим фенотипом hit І, гіЬ80 т а гіЬ81. Мутації red J і rib81 
стимулюють біосинтез РФ за типом синергізму. Таким чином, виявлений нами новий ген RED J 
бере участь у регуляції як біосинтезу РФ, так і фериредуктазної активності, а також, можливо, 
і транспорту заліза т а міді в клітини P. guilliermondii. 

В с т у п . П р и р о д н і ш т а м и д р і ж д ж і в Pichia guillier­
mondii с и н т е з у ю т ь п і д в и щ е н і к і л ь к о с т і р и б о ф л а в і ­
ну ( Р Ф ) під ч а с р о с т у у з а л і з о д е ф і ц и т н и х середо ­
в и щ а х . З а ц и х у м о в у д р і ж д ж і в в і д б у в а є т ь с я д е р е п -
ресія ф е р м е н т і в ф л а в і н о г е н е з у , я к а п р и г н і ч у є т ь с я 
інг іб іторами т р а н с к р и п ц і ї і т р а н с л я ц і ї [ 1 ]. 

С е л е к ц і о н о в а н о р е г у л я т о р н і м у т а н т и ribSl [2 ], 
ribSO [3 ] т а hit J [4 ], які н а г р о м а д ж у ю т ь п і д в и щ е н і 
к ількост і Р Ф у с е р е д о в и щ а х з в и с о к и м в м і с т о м 
з а л і з а в н а с л і д о к дерепрес і ї ф е р м е н т і в б іосинтезу 
Р Ф з а ц и х у м о в . Ц і м у т а ц і ї х а р а к т е р и з у ю т ь с я 
п л е й о т р о п н о ю д і є ю — к р і м в п л и в у н а с и н т е з ф е р ­
м е н т і в ф л а в і н о г е н е з у , в о н и т а к о ж с т и м у л ю ю т ь ф е -
р и р е д у к т а з н у а к т и в н і с т ь і, як н а с л і д о к , — т р а н с ­
п о р т з а л і з а і н а г р о м а д ж е н н я його в к л і т и н а х [ 2 — 
U 

О ч е в и д н о , у д р і ж д ж і в P. guilliermondii і с н у ю т ь 
м е х а н і з м и к о о р д и н о в а н о г о п о с т а ч а н н я д и х а л ь н о г о 
л а н ц ю г а д в о м а к о ф а к т о р а м и — з а л і з о м і в і т а м і н о м 
В 2 [ 1 ]. ї х н я і д е н т и ф і к а ц і я в и м а г а є в и я в л е н н я всіх 
генів , щ о р е г у л ю ю т ь з а з н а ч е н і п р о ц е с и . У даній 
роботі н а в е д е н о е к с п е р и м е н т а л ь н і д о к а з и і с н у в а н н я 
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нового гена RED1, м у т а н т н и й а л е л ь я к о г о п о с и л ю є 
як с и н т е з Р Ф , т а к і ф е р и р е д у к т а з н у а к т и в н і с т ь у 
P. guilliermondii. 

М а т е р і а л и і м е т о д и . П е р е л і к в и к о р и с т а н и х 
роботі ш т а м і в п о д а н о в т а б л . 1. С к л а д с е р е д о в и щ 
д л я в и р о щ у в а н н я д р і ж д ж і в , у м о в и в и р о щ у в а н н я і 
м е т о д и г е н е т и ч н о г о а н а л і з у о п и с а н о р а н і ш е [6, 7 ]. 
Д л я і д е н т и ф і к а ц і ї м у т а н т і в з п і д в и щ е н о ю р е д у к т а з ­
н о ю а к т и в н і с т ю в и к о р и с т о в у в а л и а г а р и з о в а н е с е р е ­
д о в и щ е Б е р к г о л ь д е р а , я к е м і с т и л о 4 0 м г / л 2 , 3 , 5 -
т р и ф е н і л т е т р а з о л і й х л о р и д у ( Т Т Х ) і 2 0 г / л г л ю к о з и 
[4 ]. П р и в и в ч е н н і в п л и в у міді н а ріст дослід­
ж у в а н и х ш т а м і в у с е р е д о в и щ е д о д а в а л и 
C u S 0 4 - 5 H 2 0 у в ідповідній к о н ц е н т р а ц і ї . Б і о м а с у 
д р і ж д ж і в в и з н а ч а л и т у р б і д и м е т р и ч н о на ф о т о е л е к -
т р о к о л о р и м е т р і Ф Е К - 5 6 М ( к ю в е т а 3 м м , с в і т л о ­
ф і л ь т р № 6 ) . К о н ц е н т р а ц і ю ф л а в і н і в у к у л ь т у -
р а л ь н о м у с е р е д о в и щ і в и з н а ч а л и ф л ю о р и м е т р и ч н о 
н а а п а р а т і Е Ф - З М . А к т и в н і с т ь G T P - ц и к л о г і д р о л а з и 
р е є с т р у в а л и в б е з к л і т и н н и х е к с т р а к т а х з а о п и с а ­
н о ю р а н і ш е м е т о д и к о ю [8 ]. Ф е р и р е д у к т а з н у а к ­
т и в н і с т ь у к л і т и н а х д р і ж д ж і в в и з н а ч а л и з а [ 9 ) , а 
к о н ц е н т р а ц і ю з а л і з а — з а [ 1 0 ] . В обох в и п а д к а х 
д л я з в ' я з у в а н н я F e 2 * в и к о р и с т о в у в а л и а , а ' - д и п і -
ридил. К о н ц е н т р а ц і ю к о м п л е к с у F e 2 + — д и п і р и д и л 
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Таблиця 1 
Штами P. guilliermondii, використанні в роботі 

П р и м і т к а . *ribl-86, his, lys, ade, arg — локуси, що 
обумовлюють рибофлавін-, гістидин-, лізин-, аденін- та а р -
гінінзалежність відповідно; ribHO, rib81, hitl, redl — мутантні 
алелі регуляторних генів негативного типу дії. 

в и з н а ч а л и н а с п е к т р о ф о т о м е т р і С Ф - 4 6 при 5 2 2 нм. 
С т а т и с т и ч н у обробку р е з у л ь т а т і в з д і й с н ю в а л и з 
в и к о р и с т а н н я м п р о г р а м и «Місгоса і or ig in*. 

Р е з у л ь т а т и . Д л я в и я в л е н н я н о в и х м у т а ц і й , які 
би п о р у ш у в а л и р е г у л я ц і ю б і о с и н т е з у Р Ф , я к в и ­
х ідний в и к о р и с т а н о Р Ф - з а л е ж н и й ш т а м LV163. 
А у к с о т р о ф н і с т ь по Р Ф у нього о б у м о в л е н а м у ­
т а ц і є ю ribl~86y я к а л о к а л і з у є т ь с я у л о к у с і RIB1 і 
б л о к у є а к т и в н і с т ь G T P - ц и к л о г і д р о л а з и — ф е р м е н ­
т у , щ о к а т а л і з у є п е р ш и й е т а п ф л а в і н о г е н е з у . А у к ­
с о т р о ф н і с т ь по Р Ф ш т а м а LVJ63 с у п р е с у є т ь с я м у ­
т а ц і я м и в р е г у л я т о р н о м у гені н е г а т и в н о г о т и п у дії 
RIB81 — подвійні м у т а н т и ribl-86, rib81 є Р Ф - н е -
з а л е ж н и м и [ 1 1 ] . 

М о ж н а б у л о о ч і к у в а т и , щ о , кр ім гіЬ81, м у т а ц і я 
rib 1-86 с у п р е с у є т ь с я й і н ш и м и м у т а ц і я м и , щ о п о ­
р у ш у ю т ь р е г у л я ц і ю б і о с и н т е з у Р Ф у P. guillier­
mondii. Д л я п е р е в і р к и цього п р и п у щ е н н я вид ілено 
нову к о л е к ц і ю с п о н т а н н и х Р Ф - н е з а л е ж н и х р е в е р -
т а н т і в ш т а м а LV163 ш л я х о м пос іву його к л і т и н н а 
м і н і м а л ь н е с е р е д о в и щ е б е з Р Ф . Д л я п о д а л ь ш о г о 
а н а л і з у б у л о йіДібрано ті з р е в е р т а н т і в , я к і , кр ім 
Р Ф - н е з а л е ж н о е г і , н а б у л и щ е одну о з н а к у — з д а т ­
ність а к т и в н о в і д н о в л ю в а т и Т Т Х . В и с о к а р е д у к т а з -
на а к т и в н і с т ь є Однією з х а р а к т е р н и х в л а с т и в о с т е й 
і д е н т и ф і к о в а н и х р а н і ш е м у т а н т і в P. guilliermondii з 
п о р у ш е н и м н е г а т и в н и м к о н т р о л е м б і о с и н т е з у Р Ф 
[ 1 2 ] . 

Р е в е р т а н т и с х р е с т и л и зі ш т а м о м д и к о г о т и п у 
LV113 і д е т а л ь н о п р о а н а л і з у в а л и х а р а к т е р м е й о ­

т и ч н о г о р о з щ е п л е н н я в о д е р ж а н и х гібридів ш л я х о м 
с х р е щ у в а н н я їхн іх м е й о т и ч н и х с е г р е г а н т і в з о п и с а ­
н и м и р а н і ш е р е г у л я т о р н и м и м у т а н т а м и rib81f 

rib80, hit! т а ribl-86. А н а л і з п о к а з а в , щ о всі р е в е р ­
т а н т и з в и с о к о ю р е д у к т а з н о ю а к т и в н і с т ю з б е р е г л и 
б а т ь к і в с ь к у м у т а ц і ю ribl-86, а ї х н я Р Ф - н е з а л е ж -
ність о б у м о в л е н а п о я в о ю в геномі с у п р е с о р н и х 
м у т а ц і й , д е я к і з я к и х к о м п л е м е н т у в а л и в ж е відомі 
р е г у л я т о р н і м у т а ц і ї rib81y гіЬ80 т а hitl і н а л е ж а л и , 
т а к и м ч и н о м , д о , н о в и х к о м п л е м е н т а ц і й н и х груп . 
Р е з у л ь т а т и д е т а л ь н о г о д о с л і д ж е н н я о с о б л и в о с т е й 
супрес і ї м у т а ц і ї ribl-86 б у д у т ь п р е д с т а в л е н і в о к р е ­
м о м у п о в і д о м л е н н і , а в д а н і й роботі м и н а в е д е м о 
р е з у л ь т а т и а н а л і з у одного з р е в е р т а н т і в , я к и й по ­
з н а ч е н о LV393. К о м п л е м е н т а ц і й н и й а н а л і з п о к а ­
з а в , щ о цей р е в е р т а н т м і с т и т ь , к р і м ribl-86, щ е дві 
м у т а ц і ї — гіЬ81 і н о в у , я к у ми п о з н а ч и л и redl-1 
( r e d u c t i o n ) . З а д о п о м о г о ю с е г р е г а ц і й н о г о а н а л і з у 
м у т а ц і ю redl-1 в і д о к р е м л е н о від і н ш и х д в о х регу­
л я т о р н и х м у т а ц і й і о д е р ж а н о к о л е к ц і ю ш т а м і в redl 
з р і з н и м и к о м б і н а ц і я м и л о к у с а МАТ т а а у к с о т р о ф -
них м а р к е р і в , щ о д о з в о л и л о с х р е щ у в а т и їх м і ж 
с о б о ю а б о з і н ш и м и р е г у л я т о р н и м и м у т а н т а м и . 

О с к і л ь к и м у т а ц і я hitl т а к о ж в и я в л е н а як т а к а , 
щ о о б у м о в л ю в а л а в и с о к у р е д у к т а з н у а к т и в н і с т ь 
к л і т и н [4 ], м и в в а ж а л и з а д о ц і л ь н е в даній роботі 
п р о в е с т и п о р і в н я л ь н е д о с л і д ж е н н я ф е н о т и п о в о г о 
п р о я в л е н н я обох м у т а ц і й — redl і hitl. Д л я з р у ч ­
ності у п о д а л ь ш о м у б у д е м о н а з и в а т и ш т а м и з а 
ї х н і м и р е г у л я т о р н и м и м у т а ц і я м и . 

Я к в и д н о з п р е д с т а в л е н и х у т а б л . 2 д а н и х , 
ш т а м redl н а г р о м а д ж у є у с е р е д о в и щ і в 2 , 5 р а з а 
б і л ь ш е Р Ф , н іж ш т а м д и к о г о т и п у , а л е в 3 р а з и 
м е н ш е , н іж ш т а м hitl. П и т о м а а к т и в н і с т ь G T P -
ц и к л о г і д р о л а з и у ш т а м а redl у 3 ,4 р а з а б і л ь ш а , 
н іж у ш т а м а д и к о г о т и п у , і в 2 р а з и м е н ш а , н іж у 
ш т а м а hitl. Д о д а т к о в і д о с л і д ж е н н я і н ш и х ш т а м і в , 
які м і с т я т ь м у т а ц і ю redl-І, р а з о м з н а в е д е н и м и 
в и щ е р е з у л ь т а т а м и д а ю т ь п і д с т а в у д л я в и с н о в к у , 
щ о вона в е д е до п о с и л е н н я с и н т е з у Р Ф ш л я х о м 
дерепрес і ї а к т и в н о с т і G T P - ц и к л о г і д р о л а з и і, о ч е ­
видно , і н ш и х ф е р м е н т і в ф л а в і н о г е н е з у , а л е ступені 
п р о я в у ц и х п р о ц е с і в є с л а б ш и м и , н і ж у м у т а н т а 
hitl. 

П о с и л е н и й с и н т е з Р Ф є х а р а к т е р н и м д л я всіх 
вид ілених р а н і ш е р е г у л я т о р н и х м у т а ц і й н е г а т и в н о ­
го т и п у дії rib819 гіЬ80 та hitl. Д л я п і д т в е р д ж е н н я 
п р и н а л е ж н о с т і м у т а ц і ї redl до н о в о ї г р у п и к о м п л е ­
м е н т а ц і ї ш т а м и LV455 т а LV458 с х р е с т и л и з в и ­
щ е з г а д а н и м и м у т а н т а м и і в и з н а ч и л и ф е н о т и п 
о д е р ж а н и х диплоїд ів з а д в о м а о з н а к а м и — р і в н е м 
б іосинтезу Р Ф т а к о л ь о р о м ї х н і х колон ій на с е р е ­
д о в и щ і з Т Т Х . Із п р е д с т а в л е н и х на рис. 1 д а н и х 
видно , щ о диплоїди «redD х rib80», «redl * rib81» т а 
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Таблщя 2 
Флавіногенез, активність GTP-циклогідролази і фериредуктази, вміст заліза в клітинах штама дикого типу т а . 
регуляторних мутантів P. guiiliermondii (М ± т, п - 2—4) 

Активність G T P - а и к -
л о г і д р о л а з и , Е / м г білка 10 

Ш в и д к і с т ь відновлення Fe , нмоль 
F e / м г сухих клітин за І хв 

Вміст F e , м к г / м г сухих 
клітин 

Р и б о ф л а в і н , м к г / м г сухих 
клітин 

Рис. 1. Біосинтез Р Ф гібридами: 1 — «rib80 * redl»\ 2 — 
«НЬ81 * redl»\ 3 — «Ш1 * redl»\ 4 — «дикий тип * redl»\ 5 — 
«redl х red І» Ш ± т, п- 2—4) 

«redJ * hitJ» не в і д р і з н я ю т ь с я і с т о т н о з а р і в н е м 
ф л а в і н о г е н е з у від дипло їда «redl * дикий тип», щ о 
св ідчить про к о м п л е м е н т а ц і ю м у т а ц і ї redl з ін­
ш и м и р е г у л я т о р н и м и м у т а ц і я м и . В т о й ж е ч а с у 
диплоїда «redl * redl» р і в е н ь б і о с и н т е з у Р Ф з н а ч н о 
в и щ и й , щ о в к а з у є н а в і д с у т н і с т ь к о м п л е м е н т а ц і ї 
м і ж д в о м а гомоалелями red 1-І. Ц е й в и с н о в о к під­
т в е р д ж у є т ь с я і у в и п а д к у в и р о щ у в а н н я гібридів н а 
с е р е д о в и щ і з Т Т Х — всі в о н и м а л и б ілий к о л і р 
( к о м п л е м е н т а ц і я ) , з а в и к л ю ч е н н я м г ібрида «redl * 
х red І», к о л і р я к о г о б у в ч е р в о н и м (в ідсутність 
к о м п л е м е н т а ц і ї ) . 

О т ж е , м у т а ц і я red! п о р у ш у є м е х а н і з м н е г а т и в ­

ного к о н т р о л ю б і о с и н т е з у Р Ф у P. guiiliermondii 
В і д о м о , щ о д л я м у т а н т і в ц и х д р і ж д ж і в з под ібними 
п о р у ш е н н я м и (гіЬ81, гіЬ80 т а hitl) х а р а к т е р н и м є 
д е р е п р е с і я а к т и в н о с т і ф е р и р е д у к т а з и , я к а к о н т р о ­
л ю є п е р ш и й е т а п з а с в о є н н я іонів з а л і з а к л і т и н а м и 
цих д р і ж д ж і в — в і д н о в л е н н я F e 3 + до F e 2 ^ [ 2 — 4 ]. 
Под ібне ф е н о т и п о в е п р о я в л е н н я в л а с т и в е і для 
м у т а ц і ї red!—у відпов ідного м у т а н т а а к т и в н і с т ь 
цього ф е р м е н т у м а й ж е в ш і с т ь р а з і в б і л ь ш а , н іж у 
ш т а м а д и к о г о т и п у , і д е щ о м е н ш а п о р і в н я н о з 
м у т а н т о м hitl ( т а б л . 2 ) . О ч е в и д н о , с а м е ц и м обу­
м о в л е н и й в и с о к и й в м і с т з а л і з а в к л і т и н а х м у т а н т а 
redl — він у 4 р а з и б і л ь ш и й , н і ж у ш т а м а дикого 
т и п у , х о ч а д е щ о м е н ш и й з а його в м і с т у м у т а н т а 
hitl ( т а б л . 2 ) . 

М у т а ц і я redl, як і hitl [ 1 2 ] , з б і л ь ш у є ч у т ­
л и в і с т ь к л і т и н до іонів міді (рис. 2 ) . Відносно 
н и з ь к і к о н ц е н т р а ц і ї міді ( 0 , 1 — 0 , 2 м М ) д у ж ч е п р и ­
г н і ч у ю т ь ріст ш т а м а hitl, н іж redl, х о ч а при 
б і л ь ш и х к о н ц е н т р а ц і я х м е т а л у р і з н и ц я в ч у т л и ­
в о с т і д в о х м у т а н т і в з м е н ш у є т ь с я . Д о с л і д ж е н н я 
в п л и в у міді на ріст дипло їдних ш т а м і в д а л о м о ж ­
л и в і с т ь в и я в и т и х а р а к т е р в з а є м о д і ї м і ж а л е л я м и 
redl т а REDL Н а рис. З п о к а з а н о х а р а к т е р росту 
диплоїд ів RED 11 RED І, REDl/redl і redl I redl на 
а г а р и з о в а н о м у с е р е д о в и щ і з р і з н и м в м і с т о м іонів 
міді. Я к і о ч і к у в а л о с я » н а й ч у т л и в і ш и м до міді 
в и я в и в с я диплоїд , г о м о з и г о т н и й з а м у т а н т н и м а л е -
л е м redl — його ріст п о в н і с т ю п р и г н і ч у в а в с я при 
к о н ц е н т р а ц і ї міді 0 ,3 м М . К л і т и н и г е т е р о з и г о т н о г о 
диплоїда RED 11 redl в і д з н а ч а ю т ь с я б і л ь ш о ю р е з и ­
с т е н т н і с т ю , а л е не до т а к о г о с т у п е н я , як к л і т и н и 
диплоїда з о б о м а д и к и м и а л е л я м и — RED11RED1. 
Т а к и м ч и н о м , з а ц и х у м о в а л е л ь redl п р о я в л я є 
себе як к о д о м і н а н т н и й по в і д н о ш е н н ю до а л е л я 
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Р и с . 2. В п л и в міді на р і ст м у т а н т і в hit J (I); red! (2) і ш т а м а 
д и к о г о ТИПУ ( J ) кМ ± пи пж2—4) 

Р и с . 3. Индии іонів міді на р і сг д и н л о ї д н и х ш т а м і в : / — 
«RED1/REDI»\ 2 - - «REDlfredI»\ 3 —«red7/'redJ» ( к о н ц е н т ­
р а ц і я міді у с е р е д о в и щ і від 0 , 0 до 1,2 м М ) 

дикого типу 1REDL Ц і к а в о , щ о у в и п а д к у б іосин­
т е з у Р Ф а л е л ь redl є п о в н і с т ю р е ц е с и в н и м (рис. 1 ) . 

Висока р е д у к т а з н а а к т и в н і с т ь , яку о б у м о в л ю є 
м у т а ц і я redl, д а є м о ж л и в і с т ь л е г к о і д е н т и ф і к у в а т и 
клони, щ о її м і с т я т ь , з а ї хн ім червоним к о л ь о р о м 
на середовищі з Т Т Х . Ц е д о з в о л и л о в и я в и т и х а р а к ­
тер у с п а д к у в а н н я м у т а ц і ї redl. А н а л і з в и п а д к о в о ї 
в и б і р к и 100 м е й о т и ч н и х с е г р е г а н т і в д и п л о ї д а 
RED 1 /red І п о к а з а в , щ о м а й ж е п о л о в и н а з них (48) 

мали високу р е д у к т а з н у а к т и в н і с т ь (червоний ко­
л ір у присутност і Т Т Х ) , а р е ш т а (52) — низьку 
(білий к о л і р ) . Т а к и м ч и н о м , с п і в в і д н о ш е н н я двох 
клас ів м е й о т и ч н и х с е г р е г а н т і в б л и з ь к е до т е о р е ­
т и ч н о о ч і к у в а н о г о 1 : 1 , щ о в к а з у є на моногенний 
х а р а к т е р у с п а д к у в а н н я м у т а ц і ї red 1. В и м і р ю в а н н я 
ф л а в і н о г е н н о ї а к т и в н о с т і с е г р е г а н т і в двох класів 
п о к а з а л о (рис. 4 ) , п о - п е р ш е , щ о сегреганти геноти­
пу red І (червон і ) в с е р е д н ь о м у с и н т е з у ю т ь б ільші 
к ількост і Р Ф Ш ± т = 0 , 4 2 6 7 ± 0 0 , 0 1 3 , п - 4 8 ) , 
ніж с е г р е г а н т и д и к о г о т и п у (М ± т = 0 , 2 2 2 7 t: 
± 0 0 , 0 0 8 , л/ = 5 2 ) . П о - д р у г е , п р е д с т а в л е н і дані де­
м о н с т р у ю т ь , щ о хоча м у т а ц і я redl п о с и л ю є ф л а в і -
ногенез , однак с п о с т е р і г а є т ь с я т и п о в е для к іль­
кісних о з н а к я в и щ е трансгрес і ї — к р а щ і за продук­
т и в н і с т ю с е г р е г а н т и д и к о г о т и п у п е р е в а ж а ю т ь 
с л а б ш і з а ц і єю о з н а к о ю м у т а н т н і ш т а м и . Т а к и м 
чином, ф е н о т и п о в е п р о я в л е н н я м у т а ц і ї redl з а 
о з н а к о ю « б і о с и н т е з Р Ф » у велик ій мірі з а л е ж и т ь 
від її г енотипового о т о ч е н н я 

Щ о б п е р е к о н а т и с я , щ о так і в л а с т и в о с т і ш т а м і в 
redl, як посилений ф л а в і н о г е н е з , п ідвищені ф е р м -
р е д у к т а з н а а к т и в н і с т ь та ч у т л и в і с т ь до іонів міді, 
о б у м о в л е н і одн ією і т і є ю ж м у т а ц і є ю . У ш т а м а 
LV455 вид ілено ряд н е з а л е ж н и х р е в е р т а н т і в , ко­
лоні ї яких на с е р е д о в и щ і з Т Т Х м а л и б ілий, а не 
червоний колір . Р е з у л ь т а т и д о с л і д ж е н н я в л а с т и в о 
стей т р ь о х т а к и х р е в е р т а н т і в п о к а з а л и , п о - п е р ш е , 
щ о п р о д у к т и в н і с т ь б і о с и н т е з у Р Ф у них достов ірно 
м е н ш а , н і ж у вих ідного м у т а н т а redL х о ч а все щ е 
б і л ь ш а , ніж у ш т а м а дикого т и п у ( т а б л . 3 ) . П о - д р у ­
ге, а к т и в н і с т ь ф е р и р е д у к т а з и у р е в е р т а н т і в знизи­
л а с я до р і в н я , х а р а к т е р н о г о для ш т а м а дикого 
т и п у , і, п о - т р е т є , у них з н и к л а п і д в и щ е н а ч у т ­
лив і сть до іонів міді ( т а б л . 3 ) . О ч е в и д н о , з а з н а ч е н і 
о з н а к и ш т а м а LV455 о б у м о в л е н і одн і єю і т і є ю 
с а м о ю м у т а ц і є ю red L 

Як у ж е з а з н а ч е н о в и щ е , ш т а м LV3V3 м істив , 
крім нової м у т а ц і ї red 1-І, т а к о ж у ж е в ідому му­
т а ц і ю гіЬ81, яку ми п о з н а ч и л и ribSl-ІЗ. Генотип 
р е в е р т а н т а ribl-86 rib81-13 redl-І д а в п ідставу для 
п р и п у щ е н н я , щ о в д а н о м у в и п а д к у м у т а ц і я ribl-86 
с у п р е с у є т ь с я о б о м а м у т а ц і я м и як гіЬ81~13, т а к і 
redl-І, п р и ч о м у су п р е с у ю ч а дія однієї з них, м о ж ­
л и в о , п о с и л ю є т ь с я в присутност і іншої . Д л я пе ­
рев ірки цього п р и п у щ е н н я вид ілено ряд ш т а м і в 
генотипу rihSl-ІЗ і д о с л і д ж е н о їхні в л а с т и в о с т і . Як 
видно з п р е д с т а в л е н и х у т а б л . 2 д а н и х , продук­
т и в н і с т ь б іосинтезу Р Ф м у т а н т а гіЬ81-13 т а к а ж , г я к 
і у ш т а м а red 1-1, і в 2 , 5 р а з а б і л ь ш а , н іж у ш т а м а 
дикого т и п у . Ц е с п р и ч и н е н е п і д в и щ е н о ю а к т и в ­
н істю G T P - ц и к л о г і д р о л а з и ( т а б л . 2) і, очевидно , 
інших ф е р м е н т і в ф л а в і н о г е н е з у . А к т и в н і с т ь ф е р и ­
р е д у к т а з и і вм іст з а л і з а в к л і т и н а х м у т а н т а гі.Ь81-
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Таблица 3 
Біосинтез РФ, фериредуктазна активність і чутливість до іонів міді штама дикого типу, мутанта redl і його ревертантів 
(М ± т , п - 2—4) 

fck. 

Рис. 4. Полігон розподілу флавіногенної активності у мейотич­
них сегрегантів диплоїда «redl * дикий тип»: 1 — сегреганти 
генотипу redl (червоний колір); 2 — сегреганти генотипу RED1 
(білий колір) 

13 т а к о ж б і л ь ш і , н і ж у ш т а м а д и к о г о т и п у . Й м о ­
в ірно , щ о м у т а ц і я гіЬ81-13 є н е п о в н о ю (leaky), бо 
в о н а п о с и л ю є с и н т е з Р Ф н а б а г а т о с л а б ш е , н іж у ж е 
відомі м у т а ц і ї гіЬ81 ( н а п р и к л а д гіЬ81-131) [ 2 ] . 

М у т а н т гіЬ81 с х р е с т и л и зі ш т а м о м redl і в 
о д е р ж а н о г о дипло їда в и д і л и л и ряд м е й о т и ч н и х сег­
р е г а н т і в із с у м і щ е н и м и в одному й т о м у ж г а п ­
ло їдному геномі м у т а ц і я м и гіЬ81-13 т а redl-L Я к 
видно з п р е д с т а в л е н и х у т а б л . 2 д а н и х , а к т и в н і с т ь 
G T P - ц и к л о г і д р о л а з и і п р о д у к т и в н і с т ь б іосинтезу 
Р Ф у подвійного м у т а н т а rib81 redl м а й ж е в 4 і 10 

р а з і в в ідповідно в и щ і , н іж у б а т ь к і в с ь к и х ш т а м і в 
(гіЬ81 і redl). Т а к и м ч и н о м , м у т а ц і ї гіЬ81-13 і 
red 1-1 с т и м у л ю ю т ь б і о с и н т е з Р Ф у P. guiiliermondii 
з а т и п о м с и н е р г і з м у . П р о т е цей т и п в з а є м о д і ї двох 
м у т а ц і й не п р о я в л я є т ь с я як щ о д о а к т и в н о с т і ф е р и ­
р е д у к т а з и , т а к і в м і с т у з а л і з а в к л і т и н а х — у 
подвійного м у т а н т а в о н и м а й ж е т а к і ж , як і в 
к р а щ о г о з а ц и м и п о к а з н и к а м и б а т ь к і в с ь к о г о ш т а м а 
redl ( т а б л . 2 ) . 

О б г о в о р е н н я . Подан і в дан ій роботі р е з у л ь ­
т а т и д а л и м о ж л и в і с т ь в и я в и т и н о в и й ген RED1, 
м у т а н т н и й а л е л ь якого п р о я в л я є т а к у ж п л е й о -
т р о п н у д і ю , щ о й о п и с а н а р а н і ш е м у т а ц і я hitl. 
П о - п е р ш е , м у т а ц і я redl в и к л и к а є д е р е п р е с і ю G T P -
ц и к л о г і д р о л а з и і, о ч е в и д н о , і н ш и х ф е р м е н т і в ф л а -
в і н о г е н е з у , щ о п р и з в о д и т ь до п о с и л е н н я б іосинтезу 
Р Ф д р і ж д ж а м и P. guiiliermondii при в и р о щ у в а н н і їх 
у с е р е д о в и щ і з о п т и м а л ь н и м в м і с т о м з а л і з а . Т а к у 
ж д і ю на ф л а в і н о г е н е з с п р и ч и н ю ю т ь і м у т а ц і ї гіЬ80 
[З ] т а ribSl [2 ]. З а р і в н е м н а г р о м а д ж е н н я Р Ф у 

с е р е д о в и щ і ш т а м redl є н а й с л а б ш и м серед п о ­
д ібних на нього ш т а м і в : я к щ о п р о д у к т и в н і с т ь ф л а -
в і н о г е н е з у м у т а н т і в ribSl [ 2 1 , ribSO [ 3 ] т а hitl 
с т а н о в и т ь у с е р е д н ь о м у 15, 5 і 2 м г Р Ф на 1 г 
б і о м а с и в і д п о в і д н о , т о м у т а н т а redl—лише 
0 , 5 м г / г . 

П о - д р у г е , м у т а ц і я redl в е д е до посилення а к ­
т и в н о с т і ф е р и р е д у к т а з и — ф е р м е н т у , щ о б е р е 
у ч а с т ь у т р а н с п о р т і з а л і з а в к л і т и н и д р і ж д ж і в , у 
т о м у числі і в P. guiiliermondii, на етап і від­
н о в л е н н я F e 3 + до F e + (9 ]. Х о ч а в даній роботі 
ш в и д к і с т ь т р а н с п о р т у з а л і з а в к л і т и н и не в и з н а ч а ­
л и , м у т а ц і я redl, о ч е в и д н о , п о с и л ю є його , про щ о 
с в і д ч а т ь наступні ф а к т и . П о - п е р ш е , в м і с т н е г е м і -
нового з а л і з а в к л і т и н а х ш т а м а redl з б і л ь ш е н и й . 
Т а к е ж я в и щ е с п о с т е р і г а є т ь с я і в і н ш и х двох 
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м у т а н т і в P. guilliermondii з п о с и л е н о ю а к т и в н і с т ю 
ф е р и р е д у к т а з и — hitl [ 4 ] т а гіЬ80 [3 ]. П о - д р у г е , 
м у т а ц і я redl, як і hitl, з б і л ь ш у є ч у т л и в і с т ь к л і т и н 
до іонів міді. 

В ідомо, щ о п р о ц е с з а с в о є н н я цього м е т а л у є 
необх ідною у м о в о ю д л я в и с о к о а ф і н н о г о т р а н с п о р т у 
F e 2 + у к л і т и н и д р і ж д ж і в Saccharomyces cerevisiae 
[ 1 3 ] . М о ж н а п р и п у с т и т и , щ о м у т а ц і я redl в е д е до 
посилення т р а н с п о р т у не т і л ь к и з а л і з а , а л е й міді 
в P. guilliermondii. Н а к о р и с т ь цього п р и п у щ е н н я 
св ідчить т а к о ж той ф а к т , щ о в і д н о в л е н н я С и 2 * до 
С и 1 + є одним з е т а п і в з а с в о є н н я цього м е т а л у 
к л і т и н а м и S. cerevisiae, і з н а ч н у д о л ю цього п р о ц е ­
су ( 5 0 — 7 0 % ) к а т а л і з у є с а м е ф е р и р е д у к т а з а [ 1 3 ] . 

У д р і ж д ж і в S. cerevisiae ф е р и р е д у к т а з н а а к ­
т и в н і с т ь з а б е з п е ч у є т ь с я д в о м а н е з ч е п л е н и м и г е н а ­
ми FRE1 і FRE2, п р о д у к т а м и я к и х є м е м б р а н н і 
ф л а в о ц и т о х р о м и . Е к с п р е с і я обох генів р е г у л ю є т ь с я 
як з а л і з о м ( р е г у л я т о р н и й ген AFT1), т а к і м іддю 
( р е г у л я т о р н и й ген МАСІ). О б и д в а р е г у л я т о р н і г е ­
ни с е к в е н о в а н о і п о к а з а н о , щ о їхні п р о д у к т и є 
т и п о в и м и а к т и в а т о р а м и т р а н с к р и п ц і ї у д р і ж д ж і в 
[14, 1 5 ] . Н е в і д о м о , чи ці гени б е р у т ь т а к о ж у ч а с т ь 
у регуляці ї б і о с и н т е з у Р Ф у S. cerevisiae. 

О д е р ж а н і н а м и дан і , а т а к о ж р е з у л ь т а т и п о п е ­
редніх робіт п о к а з у ю т ь , щ о як м і н і м у м ч о т и р и гени 
н е г а т и в н о г о т и п у дії RED1, НІТ1, RIB80 т а R1B81 
б е р у т ь у ч а с т ь у р е г у л я ц і ї я к б і о с и н т е з у Р Ф , т а к і 
т р а н с п о р т у з а л і з а у д р і ж д ж і в у P. guilliermondii. 
Дикі а л е л і цих генів з а п о б і г а ю т ь н а д м і р н о м у н а ­
г р о м а д ж е н н ю з а л і з а в к л і т и н а х і н а д с и н т е з у Р Ф , 
м у т а н т н і — п о с и л ю ю т ь ці п р о ц е с и , щ о с в і д ч и т ь про 
ф у н к ц і о н у в а н н я у P. guilliermondii м е х а н і з м у , я к и й 
коор д ину є п о с т а ч а н н я д и х а л ь н о г о л а н ц ю г а д в о м а 
к о ф а к т о р а м и — з а л і з о м і Р Ф [ 1 ]. 

З д і й с н ю ю ч и р е г у л я т о р н і ф у н к ц і ї , п р о д у к т и в и ­
щ е з а з н а ч е н и х генів п о в и н н і , о ч е в и д н о , я к и м о с ь 
ч и н о м в з а є м о д і я т и м і ж собою. Р а н і ш е ми п о к а з а л и , 
щ о м у т а ц і ї гіЬ80 т а гіЬ81 в з а є м о д і ю т ь з а т и п о м 
синерг і зму в процес і б і о с и н т е з у Р Ф т а т р а н с п о р т у 
з а л і з а в P. guilliermondii [ 1 6 ] . Р е з у л ь т а т и д а н о ї 
роботи с в і д ч а т ь , щ о т а к и й ж е т и п в з а є м о д і ї с п о ­
с т е р і г а є т ь с я м і ж м у т а ц і я м и гіЬ81 т а redl у процес і 
б іосинтезу Р Ф . 

О д н а к м о л е к у л я р н і м е х а н і з м и дії п р о д у к т і в 
генів RED1, Н1Т1У R1B80 т а RIB81 на е к с п р е с і ю 
с т р у к т у р н и х генів б і о с и н т е з у Р Ф і с и с т е м и т р а н с ­
порту з а л і з а у P. guilliermondii з а л и ш а ю т ь с я п о к и ­
щ о н е в и я с н е н и м и . О ч е в и д н о , п о д а л ь ш і д о с л і д ж е н ­
ня цієї п р о б л е м и м а ю т ь не т і л ь к и ф у н д а м е н т а л ь н е , 
а л е й п р и к л а д н е з н а ч е н н я , о с к і л ь к и їхні р е з у л ь т а ­
ти д о з в о л и л и б у д о с к о н а л и т и с е л е к ц і ю в и с о к о ф -
л а в і н о г е н н и х ш т а м і в , п р и д а т н и х д л я п р о м и с л о в о г о 
в и к о р и с т а н н я я к п р о д у ц е н т и Р Ф . 

А в т о р и вдячні Д . В . Ф е д о р о в и ч , О. В . П р о т ч е н -
ко і В. І. К у ц я б і з а м е т о д и ч н у д о п о м о г у т а о б г о в о ­
рення р е з у л ь т а т і в роботи . 

Н. Н. Стенчук, К. Е. Капусіпяк 

Новый ген REDJ, регулирующий биосинтез рибофлавина и 
активность ферриредуктазы у дрожжей Pichia guilliermondii 

Резюме 

Селекционирован мутант redl дрожжей P. guilliermondii с 
повышенной редуктазной активностью в отношении трифе-
нилшетразолийхлорида (ТТХ). Показано, что мутация redl 
проявляет плейотропное действие, а именно — усиливает би­
осинтез рибофлавина (РФ), активность GTP-циклогидролазы 
и ферриредуктазы, а также накопление негеминового железа в 
клетках. Для мутантных клеток характерна повышенная 
чувствительность к ионам меди. Генетический анализ пока­
зал, что, во-первых, все эти свойства вызваны одним и тем 
же мутантным аллелем redl и, во-вторых, мутация redl 
комюіементирует идентифицированные ранее мутации hitl, 
rib80 и ribSl. Мутации redl и ribSl стимулируют биосинтез 
РФ по типу синергизма. Таким образом, выявленный нами 
новый ген RED1 участвует в регуляции, как биосинтеза РФ, 
так и ферриредуктазной активности и, возможно, транспор­
т а железа и меди в клетки P. guilliermondii. 

N. N. Stenchuk, К. Е. Kapustiak 

A novel gene REDE which controls riboflavin biosynthesis and 
ferrireductase activity in Pichia guilliermondii yeast 

Summary 

The redl mutant of Pichia guilliermondii yeast with high reducing 
activity for threephenyltetrasolium chloride (TTC) has been selected 
using solid synthetic medium with TTC. The data obtained demon­
strate several phenotypes of mutant cells with: a) increased level of 
riboflavin biosynthesis, b) enhanced ferrireductase and GTP-cyclo-
hydroluse activity, c) higher non-hem in iron content, d) hyper­
sensitivity to copper. All these properties are defined by one mutant 
allele red. Genetic studies indicated that redl is not allelic to 
previously identified hitl, rib80 and ribSl mutations with similar 
properties. In the double mutant redl and ribSl, the production of 
riboflavin and the expression of GTP-cyclohydrolase is increased 
drastically, i. e. two genes act synergetically. Thus, the novel gene 
RED1 participates in the regulation of both riboflavin biosynthesis 
and ferrireductase activity, ft is tempting to speculate this gene is 
involved in the iron and copper transport in Pichia guilliermondii 
yeast. 
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