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Вступ

Гриби трапляються в усіх екосистемах і де-
монструють велику різноманітність життєвих 
форм. Традиційно види грибів відокремлюва-
ли за морфологічними ознаками, однак значна 
мінливість таких ознак, в тому числі через суб-
стратну приналежність та різноманітні умови 
зростання грибів, у багатьох випадках не дають 
однозначних результатів (Znidarsic, Pavko, 2001; 
Anusha et al., 2012). Наприклад, для Pleurotus 
ostreatus (Jacq.) P. Kumm. було виявлено вісім 
філогенетичних груп (Vilgalys, Sun, 1994), а для 
Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.  — низку фі-
логенетичних груп у Європі та Північній Аме-
риці (Johannesson, Stenlid, 2003). З розвитком 
молекулярних методів значно інтенсифікував-
ся дослідницький процес у питаннях розумін-
ня видового багатства, еколого-популяційного 

різноманіття, з'явилась можливість з нових по-
зицій оцінити стан генетичних ресурсів грибів 
та розробити шляхи їхнього збереження (Urba-
nelli et al., 2003; Klaassen, Osherov, 2007; Tra Bi et 
al., 2019; He et al., 2022).

Для вирішення більшості питань популя-
ційної генетики використовуються генетичні 
маркери, які є вибірково нейтральними, від-
творюваними, високоінформативними та недо-
рогими. Ізоферменти, які мають достатню ва-
ріативність у локусах алозимів, були першими 
масово застосованими маркерами генотипуван-
ня та залишаються потужним інструментарієм 
у вивченні різних аспектів біохімії та генетики 
грибів (Hamrick et al., 1986; Sharma et al., 1988; 
Huang et al., 1998; Lange, Schifino-Wittmann, 
2000; Annesi et al., 2003; Boiko, 2018; Li et al., 
2022). З розвитком ДНК технологій та збільшен-
ням роздільної здатності сучасного обладнання 
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ізоферментний аналіз поступився місцем різ-
ним модифікаціям ПЛР, які більш чутливі та 
пластичні у застосуванні. Молекулярні підходи, 
такі як AFLP (поліморфізм довжини ампліфіко-
ваного фрагмента), RAPD (поліморфізм випад-
кової ампліфікованої ДНК), ISSR (повтори між 
простими послідовностями ДНК), SSR (повтори 
простих послідовностей ДНК), SNP (полімор-
фізм одного нуклеотиду) та багато інших за-
стосовують для розуміння структури популя-
цій грибів та їхнього генетичного різноманіття 
(Broders et al., 2011; Boiko, 2022; Lin et al., 2022; 
Liu et al., 2022; Singh et al., 2022). Але проблема 
полягає в тому, що для отримання дієвого ре-
зультату та розробки відповідних генетичних 
маркерів майже завжди необхідна повна по-
слідовність ДНК і, як мінімум, десятки зразків 
виду. Цей процес є складним, потребує чималих 
ресурсів, часу та кваліфікованого персоналу, що 
в підсумку формує "вузьке місце" у спробі реа-
лізації наукових проектів. Питання щодо засто-
сування генетичних маркерів різних типів зали-
шається відкритим, адже воно могло би значно 
зекономити час та здешевити дослідницький 
процес. Метод генетичного профілювання ко-
мерційно цінних об'єктів застосовується дуже 
часто як гарантія захисту інтелектуальних ав-
торських прав. Несанкціоноване використання 
цінних організмів-продуцентів призводить до 
колосальних втрат та гальмування подальших 
розробок, тому пошук швидких і точних мето-
дів ідентифікації штаму/культури для гаранто-
ваного захисту прав правовласників є актуаль-
ним завданням (Foulongne-Oriol et al., 2011).

Саме тому метою нашої роботи було встано-
вити придатність використання унікальних для 
гриба S. commune SSR ДНК маркерів для інших 
видів задля можливого їхнього застосування у 
вирішенні популяційно-генетичних питань екс-
периментальної мікології.

Матеріали та методи

Об'єкти дослідження. Джерелом геномної ДНК 
були чисті культури грибів Schizophyllum com-
mune Fr., Irpex lacteus (Fr.) Fr., Pleurotus ostreatus 
(Jacq.) P. Kumm., Pleurotus eryngii (DC.) Quél., 
Auricularia auricula-judae (Bull.) Quél., Trametes 
versicolor (L.) Lloyd, Ganoderma lucidum (Curtis) 
P. Karst., Daedalea quercina (L.) Pers. (Agaricomy-
cetes). Загалом було залучено 12 штамів, а саме: 

Sc (S. commune), Il-11, Il-21, Il-22 (I. lacteus), P-19 
(P. ostreatus), Pe-1 (P. eryngii), A-7, A-8, A-9 (A. 
auricula-judae), Tv-13 (T. versicolor), Gl-2 (G. lu-
cidum), та Dq-1 (D. quercina), що зберігаються в 
Інституті еволюційної екології НАН України.

Культивування грибів. Дослідні культури 
вирощували протягом 10 діб за температури 
28 °С на рідкому глюкозо-пептоному середови-
щі такого складу (г × л-1): глюкоза — 10,0; пеп-
тон — 3,0; К2НРО4 — 0,4; MgSO4 × 7H2O — 0,5; 
ZnSO4 ×  7H2O — 0,001; CaCl2 — 0,05. Живильне 
середовище доводили до рН 5,0 та розливали по 
25 мл у колби Ерленмейєра ємністю 100 мл.

Виділення ДНК. Міцелій сепарували за до-
помогою вакуумної фільтрації. Виділення та 
очищення ДНК з міцелію або частини плодово-
го тіла проводили за допомогою набору реаген-
тів NeoPrep DNA (Неоген, Україна). Отримана 
ДНК зі свіжого біологічного матеріалу є високо-
молекулярною (до 40–50 тис. н.п.).

Проведення ПЛР. ПЛР проводили в об’ємі 
50 мкл, що містив 25 мкл Thermo Scientific Dre-
am Taq Green PCR Master Mix (ThermoFisher, 
США), 10 нг геномної ДНК, 0,2 мкМ кожного 
праймера. Ампліфікацію проводили у термо-
циклері SimpliAmp™ (ThermoFisher, США) за 
наступною програмою: первинна денатурація 
3  хв за 95 °С, наступні 35 циклів денатурація 
30 сек за 95 °С, гібридизація праймерів 30 сек за 
56–59 °С, елонгація 1 хв за 72 °С (температуру 
гібридизації розраховували відповідно до реко-
мендації ThermoScientific DreamTaq GreenPCR 
Master Mix). Фінальна елонгація 5 хв за 72 °С. 
Розділення продуктів ампліфікації проводили в 
електрофоретичній камері з використанням 8% 
поліакриламідного гелю при 160 V протягом 60 
хв у присутності 1% TBE буферу. Гель-докумен-
тування здійснювали за допомогою системи Al-
phaImager 2200 (Alpha Innotech, США). У роботі 
застосовано унікальний набір з 47 пар прайме-
рів, що були розроблені для гриба S. commune 
(Boiko, 2022).

Обробка даних. Розміри фрагментів ДНК 
розраховували в програмному забезпеченні To-
talLab TL 120 (Nonlinear Dynamics Ltd., Durham, 
USA) відповідно до стандартів довжини нукле-
отидів, що були розділені разом із ампліконами. 
Для ієрархічної UPGMA кластеризації зразків 
використовували індекс подібності Дайса (та-
кож відомий як коефіцієнт Сьоренсена-Чека-
новського), який дозволяє аналізувати бінарні 
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дані (відсутність/наявність). Аналіз головних 
компонентів (PCA) використовували для візу-
алізації ступеня відмінності досліджуваних ви-
дів грибів за різноманітністю наявних продук-
тів ПЛР (Jackson, 1993; Ilin, Raiko, 2010).

Результати та обговорення

Застосування набору із 47 пар, специфічних для 
S. commune праймерів ДНК до групи дослідних 
культур, дозволило встановити суттєве розма-
їття у здатності утворювати продукти ПЛР. Була 
виокремлена група з двадцяти семи маркерних 
локусів, до яких можна було спостерігати чітке 
утворення ампліконів. У табл. 1 наведено дані 
щодо наявності продукту реакції до кожного з 
маркерів (без урахування їхньої кількості) для 
досліджених видів грибів. Чисельність ампліко-
нів та їхня довжина відіграють значну роль при 
порівнянні зразків у межах виду.

Бачимо, що різні види грибів по різному ре-
агують на застосований набір праймерів, що є 
свідченням їхньої генетичної розмежованості. 
Так, найменшу кількість ДНК маркерів (4 та 5), 
що утворювали амплікони, виявлено для куль-
тур Dq-1 D. quercina та Gl-2 G. lucidum відповід-
но, а найбільшу (за виключенням S. сommune, 
до якого саме маркери розроблялися) кількість 
(18) культура Il-1 I. lacteus.

Метод РСА дозволив нам розташувати у 
просторі головних компонент досліджені куль-
тури. Встановлено суттєвий внесок першої 
(44,1%) та чималий другої (22,2%) компонент у 
диференціацію грибів на основі продуктів ПЛР 
(рис. 1). Саме за першою компонентою спо-
стерігається подібність між грибами I. lacteus 
і S.  commune та їхня принципова віддаленість 
від групи D. quercina, G. lucidum. За другою 
компонентою суттєво різнилась від I. lacteus 
група зразків P. ostreatus, P. eryngii та A. auricu-
la-judae.

Застосувавши ієрархічну кластерізацію, 
вдалось виділити два чіткі кластери. Перший 
формується культурами Sc S. commune, Il-11 I. 
lacteus, P-19 P. ostreatus, Pe-1 P. eryngii, A-8 A. au-
ricula-judae, Tv-13 T. versicolor, другий − Gl-2 G. 
lucidum та Dq-1 D. quercina (рис. 2). У першому 
кластері спостерігаємо відокремлення культур 
Sc S. commune та Il-11 I. lacteus.

Слід зауважити, що амплікони, синтезовані 
до деяких генетичних локусів, для різних видів 
грибів мали однакову довжину (рис. 3, вказано 
стрілками), що може свідчити про їхню іден-
тичність та консервативність певних ділянок 
ДНК, принаймні в межах Agaricomycetes.

До таких маркерів належать mk4_Ru_X21_
S81, mk90_Ru_X21_S81, mk93_USA14-25S64 
та mk1445_USA_14-25S64, які у геномі гриба 

Таблиця. 1. Утворення продуктів ПЛР з геномами різних видів грибів*
Table. 1. Formation of PCR products with genomes of different species of fungi*

* Позначення для штамів тут і на рис. 1–6. Schizophyllum commune: Sc; Irpex lacteus: Il-11, Il-21, Il-22; Pleurotus ostreatus: 
P-19; P. eryngii: Pe-1; Auricularia auricula-judae: A-7, A-8, A-9; Trametes versicolor: Tv-13; Ganoderma lucidum: Gl-2; Dae-
dalea quercina: Dq-1.
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Рис. 1. Розташування зразків досліджених грибів у 
просторі головних компонент за наявності продук-
тів ПЛР до 27 пар ДНК праймерів

Fig. 1. Disposition of the studied samples according to 
principal components for PCR products of up to 27 pa-
irs of DNA primers

Рис. 2. Ієрархічна UPGMA кластеризація зразків дослі-
джених грибів за наявності ампліконів

Fig. 2. Hierarchical UPGMA clustering of the studied sam-
ples in the presence of amplicons

S. commune кодують мікросателіти (GA)8, (CT)5, 
(CTC)5 та (CTC)5, відповідно.

Таким чином, застосований набір ДНК мар-
керів, розроблений для розмежування штамів 
у межах S. commune, показав свою придатність 
для розмежування культур грибів різних видів.

Залишається відкритим питання про ефек-
тивність використаних маркерів з метою роз-
різнення між собою зразків у межах одного 
виду. Для цього було розширено досліджені 
групи штамів у межах видів A. auricula-judae (А-
7, А-8, А-9) та I. lacteus (Il-11, Il-21, Il-22). Засто-
совували лише ті ДНК маркери, що утворювали 
продукти ПЛР (табл. 1) та дозволяли фіксувати 
на електрофореграмах чіткі амплікони. На рис. 
4 наведено приклади синтезованих ампліконів 
до локусів геному культур A. auricula-judae. Як і 
для зразків виду I. lacteus (рис. 5), основна част-
ка гетерогенних ампліконів припадає на діапа-
зон до 500 н.п. (позначені стрілками), що добре 
відбивається на їхній роздільній здатності та 
полегшує подальший аналіз даних.
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Рис. 3. Продукти ПЛР ДНК маркерів mk4_Ru_X21_S81 
та mk93_USA14-25S64 до геномів досліджених грибів

Fig. 3. PCR products of DNA markers mk4_Ru_X21_S81 
and mk93_USA14-25S64 to genomes of the studied fungi

Рис. 4. Амплікони, утворені в результаті ПЛР з ДНК культур гриба Auricularia auricula-judae (стрілками позначено 
гетерогенні амплікони)

Fig. 4. Amplicons formed as a result of PCR of DNA of the strains of Auricularia auricula-judae (heterogeneous amplicons 
are indicated by arrows)

Загалом для A. auricula-judae було відзна-
чено 11 генетичних локусів, що синтезували 
амплікони різної довжини (mk4_Ru_X21_S81, 
mk88_Ru_X21_S81, mk90_Ru_X21_S81, mk168_ 
USA14-25S64, mk543_USA14-25S64, mk625_Ru_ 
X21_S81, mk832_USA14-25S64, mk965_USA14- 
25S64, mk978_Ru_X21_S81, mk1423_USA14- 
25S64, mk1445_USA_14-25S64). Для I. lacteus 
така кількість маркерів становила 16 (mk39_
USA14-25S64, mk90_Ru_X21_S81, mk93_ 
USA14-25S64, mk197_USA14-25S64, mk239_ 
USA14-25S64, mk488_USA14-25S64, mk506_
USA14-25S64, mk566_Ru_X21_S81, mk625_Ru_
X21_S81, mk736_USA14-25S64, mk965_USA14- 
25S64, mk1084_Ru_X21_S81, mk1262_USA14-
25S64, mk1330_USA_14-25S64, mk1475_Ru_X21_ 
S81, mk1692_USA14-25S64). Лише три ДНК 

маркери були загальними для обох видів грибів 
(mk90_Ru_X21_S81, mk625_Ru_X21_S81, mk965_
USA14-25S64), що в черговий раз вказує на їхню 
філогенетичну розмежованість.

Враховуючи отриману інформацію, було 
проведено генетичне профілювання активного 
продуцента целюлаз штаму I. lacteus Il-11, який 
є біотехнологічно цінним об'єктом (Boiko, 2021; 
Boiko et al., 2023). Для цього використовували 
набір ДНК праймерів, які утворювали ампліко-
ни з геномною ДНК (табл. 1). Утворені ампліко-
ни мали довжину переважно від 118 до 462 н.п. 
(рис. 6).

До уваги брали тільки чіткі амплікони з ви-
сокою концентрацією. Десять маркерів були мо-
номорфними та шість утворювали по два амп-
лікони. Характеристики праймерів та розмір 
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синтезованих ампліконів представлені у табл. 2. 
Загалом для геному Il-11 I. lacteus вдалось вияви-
ти 22 ділянки ДНК, до яких було синтезовано 
відповідні амплікони, що є чіткими маркерними 
ознаками штаму. Отримані результати дозволи-
ли забезпечити ефективну ідентифікацію штаму 

Il-11 I. lacteus, що є складовою паспорту біотех-
нологічно цінного об'єкту.

Незважаючи на те, що за основу досліджен-
ня було взято SSRs ДНК маркери для S. commu-
ne, отримані дані цілком підтверджують спро-
можність їхнього використання для інших 
видів. Звісно, стосовно зразків інших видів 
не може йти мова про їхню приналежність до 
мікросателітної ДНК. Можливо, більш дореч-
но віднести їх до типу RAPD маркерів, але із 
суттєвими застереженнями. Адже класичний 
RAPD аналіз використовує короткі праймери, 
що складаються з випадкових послідовностей, 
зазвичай розміром 8–10 нуклеотидів (Williams 
et al., 1990; Welsh, McClelland, 1990), в результа-
ті чого синтезується суміш складних патернів, 
що ускладнює їхню інтерпретацію та створює 
проблеми під час оцінки електрофоретичних 
зображень. Відмічаються суттєві труднощі з 
повторюванням результатів дослідів різними 
лабораторіями. Однак незважаючи на великі 
проблеми цього методу ПЛР, його продовжу-
ють широко застосовувати як для генетичної 
ідентифікації зразків (Wyss, 1996; Stefańska et 
al., 2022; Valencia-Ledezma et al., 2022), так і в 
популяційних дослідженнях (Czyzewska et 
al., 2018; García-Béjar et al., 2021; Wojciechows-
ka-Koszko et al., 2022).

У нашому варіанті ПЛР залишаються всі по-
зитивні сторони SSR маркерів та відсутні не-
доліки RAPD методу, а саме, застосовуються 
пари праймерів з довжиною 20 н.п. кожний, що 
в рази підвищує їхню специфічність та значно 
зменшує кількість утворених ампліконів. Крім 
того, не виникає жодних проблем з повторюва-
ністю дослідів та набагато полегшується аналіз 
отриманих патернів. Єдине відкрите питання, 
як і у RAPD, — це розташування ампліфікова-
ної послідовності у геномі певного виду гриба, 
але воно не є критичним у питаннях популяцій-
ного рівня. За потреби це вирішується повним 
секвенуванням геному необхідного зразка. Для 
вирішення популяційно-генетичних проблем 
виду необхідно у середньому п’ять ДНК марке-
рів для ідентифікації 50% генотипів, 14 маркерів 
для ідентифікації 90% генотипів і 25 маркерів 
для ідентифікації 99% генотипів (Fu et al., 2014). 
Враховуючи це, запропоновані набори генетич-
них маркерів лише частково задовольняють та-
ким вимогам і потребують подальшого їхнього 
розширення для кожного виду. В той же час, в 

Рис. 5. Амплікони, утворені в результаті ПЛР з ДНК 
культур гриба Irpex lacteus (стрілками позначено гете-
рогенні амплікони)

Fig. 5. Amplicons formed as a result of PCR of DNA of the 
strains of Irpex lacteus (heterogeneous amplicons are indica-
ted by arrows)

Рис. 6. Генетичне профілювання активного продуцента 
целюлаз штаму Il-11 Irpex lacteus

Fig. 6. Genetic profiling of the cellulase-producing strain Il-
11 of Irpex lacteus
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питаннях застосування технології фінґерприн-
ту ДНК для цінних мікологічних зразків вони 
цілком достатні для видів S. commune, I. lacteus 
та A. auricula-judae. З огляду на отримані ре-
зультати є перспектива їхнього застосування і 
до представників роду Pleurotus (Fr.) P. Kumm.

Висновки

Отже, за результатами роботи доведено придат-
ність використання генетичних маркерів, роз-
роблених для S. commune, з метою розмеж-
ування культур грибів різних видів. Для A. 
auricula-judae визначено 11, а для I. lacteus — 16 
ДНК локусів, до яких в результаті ПЛР утворю-
ються чіткі амплікони різної довжини. Створені 

набори генетичних маркерів частково відпові-
дають вимогам до вирішення популяційно-ге-
нетичних питань і потребують подальшого 
розширення їхньої чисельності. Для активного 
продуцента целюлаз штаму Irpex lacteus Il-11 
було проведено генетичне профілювання, яке 
дозволило синтезувати 22 унікальні амплікони.

Дотримання етичних норм

Автор повідомляє про відсутність будь-якого 
конфлікту інтересів.
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Таблиця 2. Послідовності ПЛР-праймерів до унікальних локусів  
геному Irpex lacteus Il-11та розмір синтезованих ампліконів
Table 2. Sequences of PCR primers to unique loci of Il-11 Irpex lacteus  
genome and length of the synthesized amplicons

№ ID маркера Послідовність лівого праймера Послідовність правого 
праймера

Орієнтовний 
розмір 

ампліконів

1 mk39gen_USA_14-25_S64 TATAGCTGGTGCACGGACTG CGAGATTGATAAGGGGCAAA 289
2 mk90spRU_Rus_X-21_S81 TCGTCCCCGACTATCATCTC TAGGCCTGTTGTACGGCTTC 312
3 mk93spUS_USA_14-25_S64 CCTGACCACTCCATCATCCT GAGACAGTTCGGCCGTCTAC 231

362
4 mk197spec_USA_14-25_S64 CATGTCTACCATGCCTGTGC CGCATTCAGACTATCCGTCA 309
5 mk239spUS_USA_14-25_S64 CACAAGGACCAGGGCTACAT GTTCACTGACTCGCCCTCTT 208

253
6 mk488gen_USA_14-25_S64 CTTCCTCTCCGTGATCGACT CAAAACAGTCATCGGACACC 376
7 mk506spUS_USA_14-25_S64 GAGAACCACCGGAAGGTGT TTCACTGACTCGCCCTCTTC 347
8 mk566spRU_Rus_X-21_S81 CTCCGCACCATAGGAGTGTT ACCGACGAGGAGATAGAGCA 233
9 mk625spRU_Rus_X-21_S81 CGCAATAGCTCACCTTCCTC GCGCAGGTCGTAGTAGAAGC 118

194
10 mk736spUS_USA_14-25_S64 CGCGCTACATCGTCTACACC ATCCTCCTGCACCTGCTCT 156

348
11 mk965spUS_USA_14-25_S64 CGTCTCCCAGAACTTTGAGC TCATGTCCAACAAGGCCATA 376
12 mk1084spRU_Rus_X-21_S81 TGGACACATGTAGGCGTTGT AAGCCACCTATGCGAGAAGA 320
13 mk1262gen_USA_14-25_S64 TTTCCCACGCTAATCCTCAC ATACCCATGCGAATTCTTGG 236
14 mk1330spUS_USA_14-25_S64 GTTCACTGACTCGCCCTCTT CACAAGGACCAGGGCTACAT 208

255
15 mk1475gen_Rus_X-21_S81 CGAGATTGATAAGGGGCAAA TATAGCTGGTGCACGGACTG 287
16 mk1692gen_USA_14-25_S64 CGATACAATGCACACCCAAC AGCGCTCTATCGCAAGGTTA 262

462
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An alternative application of some SSR DNA markers in experimental mycology
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Institute for Evolutionary Ecology National Academy of Sciences of Ukraine, 
37 Lebedeva Str., Kyiv 03143, Ukraine

Abstract. The expediency of using unique SSR DNA-markers of Schizophyllum commune for population genetic assays in 
various fungal species has been demonstrated. In Auricularia auricula-judae and Irpex lacteus, we observed formation of 
heterogeneous amplicons mostly up to 500 bp in length that ensured their high resolution and facilitated data analysis. The 
established sets of molecular markers are efficient for DNA-fingerprinting of S. commune, I. lacteus, and A. auricula-judae, as 
well as are prospective for species of the genus Pleurotus, but need to be further enlarged.
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