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Розробка мікросателітних маркерів для Schizophyllum commune 
(Agaricales, Basidiomycota) на підставі аналізу його геному
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Abstract. Simple sequence repeat of DNA (SSRs) are the most popular source of genetic markers used in population 
genetics, phylogenetics, and genetic mapping. A large number of nucleotide repeats enriched in G and C were identified. 
336 mononucleotide motifs with more than ten repeats were recorded. 2020 nucleotide repeats were identified, of which 
97.4% are di- (68.2%) and trinucleotides (29.2%). The total number of unique SSR loci, to which primers pairs were 
developed, was 1920. PCR primer sequences for unique SSR loci of the S. commune genome are presented. Of the 
twenty-two SSR markers synthesized for the S. commune genome, amplicons formed 64% on freshly isolated DNA 
samples. 
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Вступ 

На генетичне різноманіття популяцій видів 
впливають відбір, мутації, міграція, чисельність 
особин у популяції та генетичний дрейф. Розуміння 
кожного з цих факторів є необхідним для з'ясування 
стратегій розповсюдження та збереження видів. 
Морфологічні маркери, які донедавна були основним 
інструментарієм, дозволяють виявляти генетичні 
варіації, але вони часто маскуються факторами 
оточуючого середовища і до того мінімізуються 
недостатністю помітних ознак (Andjelkovic et al., 
2018). Досягнення молекулярної біології дозволили 
змінити підхід та проводити оцінку біорізноманіття 
з використанням ізоферментів та ДНК-маркерів 
(Garbelotto et al., 1993; Huang et al., 1998; Boiko, 
2015, 2018; Liu et al., 2020). Для дослідження 
молекулярно-генетичного поліморфізму об'єктів з 
різних еколого-географічних зон використовують 

різні методи, засновані на проведені ПЛР, а саме: 
RAPD (випадково ампліфікована поліморфна 
ДНК), AFLP (поліморфізм довжини ампліфікованих 
фрагментів), ISSR (поліморфізм фрагментів між 
мікросателітних послідовностей), SSR (поліморфізм 
простих повторюваних послідовностей ДНК) й 
інші. Прості повторюванні послідовності (SSR), 
або мікросателіти, – це тандемно повторювані 
послідовності ДНК, які зазвичай мають довжину 1–6 
базових пар (b.p.) на одиницю (Tautz, Renz, 1984). Вони 
поширені у геномах еукаріот та прокаріот, у малих 
геномах вірусів (Mrazek et al., 2007; Zhao et al., 2011). 
Протягом останніх років SSR є найпопулярнішим 
джерелом генетичних маркерів та широко 
використовуються у типізації штамів, популяційній 
генетиці, філогенетиці та генетичному картуванні 
(Kirungu et al., 2018; Wang et al., 2017; Liu et al., 
2020). Крім того, останні дослідження показують, 
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що мікросателіти виконують функціональну роль, 
впливаючи на регуляцію роботи генів, транскрипцію, 
функцію синтеза білка та організацію геному в 
цілому (Gerber et al., 1994; Hefferon et al., 2004; Kashi, 
King, 2006; Singh et al., 2018; Yin et al., 2019). Відомо, 
що варіації мікросателітів в основному спричинені 
неправильним з'єднанням послідовностей ДНК та 
подальшим збереженням помилок під час реплікації, 
репарації та рекомбінації (Schllotteroer et al., 1991). 
Швидкість мутацій мікросателітів, як правило, 
збільшується зі збільшенням одиниць повторів. 
Завдяки високій мінливості мікросателіти відіграють 
активну роль в еволюції геному, створюючи та 
підтримуючи генетичні варіації. Довжина SSR у 
промоторних ділянках геному може впливати на 
транскрипційну активність (Kashi et al., 1997). Високий 
рівень поліморфізму, що властивий мікросателітам, 
та легкість їхнього виявлення призвели до широкого 
застосування їх у якості генетичних маркерів (Singh 
et al., 2018; Liu et al., 2020). 

Базидієвий дереворуйнуючий гриб Schizophyllum 
commune Fr. часто використовують як модельний 
об'єкт під час популяційно-генетичних досліджень 
(Ohm et al., 2010; Li et al., 2018; Kim et al., 2020). Однак 
інформація щодо наявних SSR маркерів, розроблених 
на базі його геному, відсутня.

У роботі проведено аналіз геному гриба 
Schizophyllum commune для пошуку послідовностей 
мікросателітної ДНК та розробки відповідних ДНК 
маркерів. 

Матеріали та методи

Геном гриба Schizophyllum commune. Послідовність 
повного геному Schizophyllum commune штаму H4-8 
(Fungal Genetic Stock Center, GenBank Assembly 
GCA_000143185.1) була завантажена з National 
Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov). 

Культивування штамів. Тестові культури (вісім 
штамів, виділені нами з базидіокарпів, зібраних у 
Івано-Франківській області; зберігаються в колекції 
культур грибів Інституту еволюційної екології 
НАН України) гриба S. commune вирощували 
протягом 10 діб за температури 28 °С на рідкому 
глюкозо-пептоному середовищі такого складу 
(г × л-1): глюкоза – 10,0; пептон – 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. Після культивування міцелій 
від'єднували від живильного середовища за 
допомогою вакуумної фільтрації. Виділення та 
очищення ДНК з міцелію проводили за допомогою 
набору реагентів NeoPrep DNA (Неоген, Україна). 
Отримана ДНК зі свіжого біологічного матеріалу є 
високомолекулярною (40–50 тис. н.п.).

Проведення ПЛР. ПЛР проводили в об'ємі 50 мкл, 
що містив 25 мкл Thermo Scientific Dream Taq Green PCR 
Master Mix (ThermoFisher, США), 10 нг геномної ДНК, 
0,2 мкМ кожного праймеру. Ампліфікацію проводили 
у термоциклері SimpliAmp™ (ThermoFisher, США) 
за наступною програмою: первинна денатурація 
3 хв за 95 °С, наступні 35 циклів денатурація 30 с 
за 95 °С, гібридизація праймерів 30 с за 57–60 °С, 
елонгація ланцюга ДНК 1 хв за 72 °С (температуру 
відпалу розраховували відповідно до рекомендації 
ThermoScientific DreamTaq GreenPCR Master Mix). 
Фінальна елонгація 5 хв за 72 °С. Розділення продуктів 
ампліфікації проводили в електрофоретичній 
камері з використанням 2% агарозного гелю (Fisher 
BioReagents) при 80 V протягом 90 хв у присутності 
1% TBE буферу. Всі синтезовані пари праймерів 
перевірялись неодноразово на утворення продукту. 
Гель-документування здійснювали за допомогою 
системи AlphaImager 2200 (Alpha Innotech, США). 

Обробка даних. Аналіз геному (кількісний 
та якісний склад мотивів) та дизайн праймерів 
проводили за допомогою програмного забезпечення 
MISA, Primer3 та GMATA (Wang, Wang, 2016; Beier 
et al., 2017; Koressaar et al., 2018). Розроблення 
праймерів до мікросателітних послідовностей 
здійснювали за таких параметрів: мононуклеотидні 
повтори мали мінімальну повторюваність десять, від 
двох до шести нуклеотидні мотиви мали мінімальну 
кількість повторів п'ять, довжина амплікона 120–400 
символів, довжина праймера (18–25 символів); C + G 
склад (40–60%); Tm (57–63 °С). 

Результати та обговорення

Першим етапом роботи був аналіз геному штаму 
H4-8 гриба Schizophyllum commune на наявність 
різних типів мотивів. Однонуклеотидні мотиви 
показали дуже високу концентрацію, близько 97,8% 
від усіх повторювань, а це за кількістю становить 
87968 (з надмірною представленістю G/C порівняно 
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з послідовностями T/A). Такий високий відсоток 
пов'язаний з однаковими умовами для всіх мотивів 
(мінімальна повторюваність п'ять). Велика кількість 
встановлених SSR ускладнює процес пошуку 
дієвих маркерів. Збільшення повторів до десяти (як 
мінімум), призводить до значного зниження їхнього 
відсотка в загальному об'ємі. За таких параметрів у 
геномі гриба фіксується 336 мотивів, більшість з яких 
припадає на повтори G та C (рис. 1, А). При цьому 
концентрація мотивів обернено пропорційна їхній 
довжині (рис. 1, В). Отримана фактична інформація 
може бути корисна при порівняльному аналізі геномів 
грибів різних видів.

Отримана інформація дає можливість 
прогнозувати у геномі S. commune велику кількість 
багатонуклеотидних мотивів, збагачених на G та C. 

Зазвичай для популяційно-генетичних досліджень 
використовують SSR маркери, що дають продукт 
як мінімум на динуклеотидний мотив з 5-разовою 
повторюваністю (Chakraborty et al., 1997; Lim et al., 
2004; Lee et al., 2018). Саме такі мінімальні умови 
ми використовували для подальшого аналізу геному 
Schizophyllum commune та пошуку мікросателітних 
маркерів. Загалом було ідентифіковано 2020 різних 
мотивів, 97,4% яких складають ди- (68,2%) та 
тринуклеотиди (29,2%) (рис. 2).

Схожий аналіз мікросателітних послідовностей 
ДНК наведено в роботі Wang et al. (2014), яка 
присвячена їстівному грибу Volvariella volvacea 
(Bull.) Singer і містить порівняння з іншими грибами, 
серед яких присутній S. commune. Однак з огляду 

на те, що вхідні умови аналізу, які застосовувалися 
у цій роботі різняться (для двонуклеотидних 
мотивів мінімальна повторюваність шість) з 
нашими (для двонуклеотидних мотивів мінімальна 
повторюваність п'ять), на виході ми отримуємо дані, 
які некоректно порівнювати. Адже в роботі Wang et al. 
було зроблено аналіз для 1206 SSR послідовностей 
ДНК, тоді як у нашій роботі ця кількість зросла до 
2356 (завдяки двонуклеотидним мотивам). Звісно, 
оскільки досліджувався той самий геном S. commune
штаму H4-8, обидва аналізи показали високій вміст 
нуклеотидів G та C.

Серед молекулярних маркерів динуклеотидні 
SSR є найбільш показовими через їхні більш високі 

A B

Рис. 1. Загальна характеристика однонуклеотидних мотивів (А), довжина SSR (н. п.) та кількість SSR (B) у геномі 
Schizophyllum commune H4-8
Fig. 1. General characteristics of mononucleotide motifs (A), SSR length (bp), and SSR number (B) in the genome of Schizophyllum 
commune H4-8

Рис. 2. Кількісний розподіл мотивів у геномі Schizophyllum 
commune H4-8
Fig. 2. Quantitative distribution of motifs in the genome of 
Schizophyllum commune H4-8
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показники мутації (Chakraborty et al., 1997; Shakyawar 
et al., 2009). Найбільшу частоту в геномі S. commune
мають динуклеотидні мотиви CG (23,86%) та GC 
(21,93%) (рис. 3). Це повністю підтверджує наше 
попереднє припущення про збагачення різних 
мотивів саме G та C. Надалі зі значно меншими 
концентраціями спостерігаються мотиви TC (4,41%), 
GA (3,86%), CT (3,21%). Серед тринуклеотидних 
мотивів найчастіше трапляється GAG (2,82%). 

Серед групових варіантів спостерігається 
аналогічна картина, кількість CG/CG- та GC/GC-
мотивів у геномі S. сommune найбільша та становить 
23,86% і 21,93% відповідно. На третьому місті за 
кількістю – група GA/TC (8,26%). І знову таки в усіх 
варіантах спостерігаємо присутність G та/або C.

Загальна кількість SSR локусів, до яких було 
розроблено парні праймерні послідовності склала 
2004, а кількість унікальних маркерів становила 
1920. Якщо розглянути довжину повторів то бачимо, 
що 58,16% складають 10-нуклеотидні, що дорівнює 
нашим мінімальним вимогам – п'ять повторів та 
динуклеотидний мотив (рис. 4). На другому місті 
за кількістю йдуть 15-нуклеотидні (19,55%), далі 
12- (6,53%) та 18- (5,39%). При цьому спостерігали 
передбачувану залежність – чим більша довжина 
мікросателіту, тим менша його представленість у 
геномі гриба.

Велика кількість загальних SSR, що несуть певне 
функціональне навантаження, сприяють еволюції 
геному в цілому. Серед тварин найпоширенішим 
мотивом є (GT)n (Stallings et al., 1991), а серед рослин 
(AT)n (Lagercrantz et al., 1993). Серед грибів більшість 
послідовностей багаті на A/T, особливо у повторах 
динуклеотидів, однак і повтори C/G також часто 

Рис. 3. Найбільш розповсюджені мотиви в геномі Schizophyllum commune H4-8
Fig. 3. The most common motifs in the genome of Schizophyllum commune H4-8

Рис. 4. Представленість різних SSR у геномі Schizophyllum 
commune H4-8
Fig. 4. Top SSR length distribution in the genome of 
Schizophyllum commune H4-8
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Таблиця 1. Послідовності ПЛР-праймерів для унікальних SSR локусів геному Schizophyllum commune та їхня 
продуктивність
Table 1. PCR primer sequences for unique SSR loci of the Schizophyllum commune genome and their productivity

ID 
маркеру*

Ідентифікатор послідовності, 
розташування на хромосомі

Послідовність лівого
праймеру

Послідовність правого праймеру
Розмір 

фрагментів
Мотив

MK105
GL377302.1

2504428:2505251
2504828:2504851

GCGTCGTTCTTCAGGTTCAT GGATACCCTTTGGGCAGAAT 287 (TGG)8

MK139
GL377302.1

3300715:3301530
3301115:3301130

TTTCTTAGATCGCGGAGCAT GCTTCGGTCTCAACACATCA 167 (AG)8

MK306
GL377303.1

574822:575637
575222:575237

GGAATCGTTGTGAGGCTGAT GCCCAACAACTTTACGATCC 368 (GA)8

MK411
GL377303.1

3009359:3010182
3009759:3009782

TTGATGTGCGTATCGATGGT ATGATGGAAGTGCGACCTCT 166 (TCC)8

MK526
GL377304.1

789791:790650
790191:790250

AGCTCCCGCATAGCATAAGA GCATCATAAATGGCGTGATG 339 (TCCAG)12

MK595
GL377304.1

2568294:2569123
2568694:2568723

ACAGCGACAACAACAACAGC GTCGACCACCATCTCGTCTT 253 (ACA)10

MK642
GL377305.1

1:585
48:185

CCCTAACCCTAACCCTAACCA CGCACCTAGTTGAGGACACA 302 (CCTAAC)23

MK710
GL377305.1

1262241:1263082
1262641:1262682

ACACGGATGCAGAAGAGGAC CGCGTCAAATAGGATGGTCT 198 (GAG)14

MK758
GL377305.1

2158349:2159175
2158749:2158775

CGACGGTTGTTTTGTTTCCT GCCGAGCAAGCTACTGCTAC 254 (GCA)9

MK1011
GL377307.1

1372831:1373668
1373231:1373268

GTCCTTGTCCTCGTGTCCTC TAATCTCCCTCCCCTCCTTC 267 (TG)19

MK1054
GL377307.1

2059378:2060192
2059778:2059792

AGGACGGAGGAGGAAAGAAG CAAGTGTCTTCGCAGGTTCA 176 (GGA)17

MK1141
GL377308.1

1557472:1558304
1557872:1557904

AGGCTAAGGCCAAGAAGGAG AGTATGGTTTCTGGCGGATG 215 (GGA)11

MK1185
GL377308.1

2409917:2410501
2410317:2410466

ATTCACTGTCGCCCGAGTAG CGCTGCATAGCTGAGGTTTT 317 (GGGTTA)25

MK1186
GL377309.1

1:611
26:211

TTCGAGGGTGATGTCTAAGC TGATGTGGAGCTGCATTTTG 231 (CTAACC)31

MK1336
GL377310.1

1104110:1104933
1104510:1104533

GTCACTTTCCCCATCACCAT AATGACGACGACAACGACAA 195 (CTC)8

MK1396
GL377311.1

235777:236600
236177:236200

AGTGGGCAGAGGATATGTGG CCTTTGATCGACGTGACTGA 154 (TGG)8

MK1424
GL377311.1

546244:547082
546644:546682

AGAAGTCGCAGGAGAGTCCA ATGAGGAAGACGCAGACGAT 191 (TCC)13

MK1557
GL377312.1

532249:533063
532649:532663

TAAGCACTTGCACGAACGAC AACTCGCCTGAAAAGCTTGA 242 (TGG)16

MK1597
GL377312.1

1338904:1339733
1339304:1339333

AGGTCCTGATGAACCGTCAA ACCAACCTGGACGTCGATAC 137 (CTA)10

MK1716
GL377314.1

613945:614768
614345:614368

CCTCGACCTGATCCGTCTTA AAGGCTAAGGGTAAGGGGAAG 127 (TCC)8

MK1816
GL377317.1

422134:422957
422534:422557

CTGCTTCTGCAACATCTGCT ACGACGTAGGCAGCATCATA 225 (CTG)8

MK1851
GL377318.1

416839:417671
417239:417271

AGCAGGGACACTGGCATAAC TGACCAGGTACGAGGGTAGG 243 (CCA)11

* Прямий шрифт – під час ПЛР амплікони не утворюються; курсив – амплікони синтезуються у незначної кількості зразків; 
жирний курсив – амплікони утворюються у переважної кількості зразків.
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спостерігаються (Karaoglu et al., 2005). Результати 
нашого дослідження підтверджують останній 
факт та доповнюють наявну інформацію. Часткова 
схожість геному S. commune за частотою повторів CG 
спостерігається з Phanerochaete chrysosporium Burds. 
(25,6%), та з Ashbya gossypii (S.F.Ashby & W.Nowell) 
Guillierm. (17,1%) (Lim et al., 2004).

Для розробки SSR маркерів ми відібрали найбільш 
складні 22 мотиви, що мали не менше восьми повторів 
та були розподілені по всьому геному S. commune 
(табл. 1).

Для кожного мотиву було синтезовано унікальну 
пару праймерів. Здатність утворювати відповідні 
амплікони перевірялась на щойно виділеній ДНК 
тестових культур S. commune. За результатом ПЛР 
не всі маркери давали результат, досить часто 
спостерігалась відсутність ампліфікації (рис. 5).

У середньому 64% з наведених SSR маркерів 
мали відповідні амплікони під час ПЛР. Більше за 
всіх утворювали амплікони ди- та тримотиви (67 
та 73% відповідно). Збільшення вибірки тестових 
штамів надасть можливість рекомендувати ще деякі 
з них. Для популяційних досліджень пріоритетними 
є маркери, що утворюють поліморфні амплікони 
у переважної більшості зразків, тому, виходячи з 
отриманої інформації, більш дієві (загальні) SSR 
маркери для S. commune необхідно шукати серед ди- 
та тримотивів. 

Висновки

Загалом, аналіз геному Schizophyllum commune 
дозволив встановити велику кількість нуклеотидних 
повторів, збагачених на G та C. Ідентифіковано 2020 
нуклеотидних повторів, з яких 97,4% складають ди- 
(68,2%) та тринуклеотиди (29,2%). Із синтезованих 
22 складних SSR-маркерів до геному S. commune 
амплікони утворювали 64% маркерів на щойно 
виділених зразках ДНК. Збільшення об'єму вибірки 
у подальшому надасть можливість дослідити більшу 
кількість SSR-маркерів.
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Інститут еволюційної екології НАН України, вул. акад. Лебедєва 37, Київ 03143, Україна

Реферат. Прості повторювані послідовності ДНК (SSR) на сьогодні є найпопулярнішим джерелом генетичних 
маркерів, що використовуються в популяційній генетиці, філогенетиці та генетичному картографуванні. 
У роботі проведено аналіз геному гриба Schizophyllum commune для пошуку послідовностей SSR та синтезу 
ДНК-маркерів. Встановлено велику кількість нуклеотидних повторів, збагачених на G та C. Зафіксовано 336 
мононуклеотидних мотивів з кількістю повторів більше десяти. Ідентифіковано 2020 нуклеотидних повторів, 
з яких 97,4% складають ди- (68,2%) та тринуклеотиди (29,2%). Загальна кількість унікальних SSR локусів, до 
яких було розроблено парні праймери, склала 1920. Наведено послідовності ПЛР-праймерів для унікальних SSR 
локусів геному S. commune. Серед синтезованих двадцяти двох SSR маркерів до геному S. commune на зразках 
свіжовиділеної ДНК амплікони утворювали 64%.
Ключові слова: геном, мотив, праймери, Schizophyllum commune, SSR маркери
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