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СТВОРЕННЯ ILP-МАРКЕРІВ ДЛЯ АНАЛІЗУ ГЕНІВ β-ТУБУЛІНУ У БАЗИДІЄВИХ ГРИБІВ 

 
Мета. Створення маркерів для визначення 

поліморфізму довжини інтронів (Intron Length 
Polymorphism – ILP) генів β-тубуліну у різних 

груп базидіоміцетів. Методи. Методи класичної 

біоінформатики для пошуку локусів генів, що ко-

дують β-тубуліни базидієвих грибів, кладистич-

ний аналіз, аналіз екзон-інтронної стуктури ге-

нів, створення ILP-маркерів, верифікація отри-

маних праймерів за допомогою ПЛР in silico. Ре-
зультати. Проаналізовано екзон-інтронну 
структру генів β-тубулінів базидієвих грибів. 
Створено шість маркерів для визначення полі-

морфізму довжини інтронів, що охоплюють 2, 3, 
5, 6 інтрони генів β-тубулінів базидіоміцетів і їх 

комбінації, що можуть бути використані для мо-

лекулярної філогенії певних груп видів грибів. 
Висновки. Доведено значну варіабельність стру-

ктури генів β-тубулінів грибів, що унеможлив-

лює створення універсальних для базидіоміцетів 
ILP маркерів на основі генів β-тубуліну. Розроб-

лено ряд маркерів, які можуть бути використані 

для дослідження поліморфізму довжини інтронів 

різних груп базидіоміцетів, що потенційно роз-

ширює можливості для генотипування грибів. 
Ключові слова: генотипування, екзон-ін-

тронна структура, β-тубулін, ILP-маркери, 
Basidiomycota. 
 

Гриби є важливою частиною живих екоси-

стем, що забезпечують розклад органічних речо-

вин, беручи участь у симбіотичних взаємодіях з 

іншими організмами. Вони слугують важливим 

харчовим ресурсом для багатьох видів живих ор-

ганізмів. Точна ідентифікація видів грибів є кри-

тично важливою для широкого спектру дослі-

джень, включаючи екологію, систематику, біоте-
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хнологію та охорону природи. Баркодинг базиді-

євих грибів, зокрема їстівних, є актуальною зада-

чею у селекції, контролі якості харчових продук-

тів, екологічних дослідженнях. Наприклад, гено-

типування грибів – важливий інструмент для ви-

значення часових і просторових паттернів мігра-

ції грибів, що є важливою частиною екологічних 

досліджень. 
Традиційно, генотипування грибів здійс-

нюється за допомогою ITS (Internal transcribed 
spacer) системи, що базується на визначенні по-

ліморфізму довжини і послідовності спейсерної 

ДНК, розташованої між генами малої субодиниці 

рибосомної РНК і великої субодиниці рибосом-

ної РНК. Однак цей підхід не є абсолютно уні-

версальним для грибів, а його використання 

пов’язане з рядом недоліків. З ростом кількості 

робіт з баркодування грибів зростає і необхід-

ність у додаткових маркерах, що дозволяють ро-

зділяти види і штами у випадках, коли класич-

ного ITS недостатньо. Тривалий пошук таких ма-

ркерів призвів до використання для баркодингу 

фрагментів ряду генів: субодиниці 1 мітохондрі-

альної цитохром-с-оксидази (COI), nLSU, nSSU, 

mSSU, mitSSU, RPB1, RPB2 і TEF1, субодиниці 

6 мітохондріальної НАДН-дегідрогенази (ND6), 

MCM7, кальмодуліна (CAL), γ-актина (ACT), 

β-тубуліну 2 (TUB2), гомолога білка обробки 

пре-мРНК (Tsr1), FG1093, MS204, фосфогліцера-

ткінази (PGK), ДНК-топоізомерази I (TOPI), 
LNS2, індол-3-гліцеролфосфатсинтази. (IGPS), 

фосфорибозиламіноімідазолкарбоксилази PurE, 

пептид-метіонінсульфоксидредуктази (Msr), ва-

куолярної АТФ-ази (vATP), що дозволяють гено-

типувати певні групи видів [1]. 
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Серед сучасних підходів ДНК-баркодингу 
одним з найбільш вживаних є оцінка поліморфі-

зму довжини інтронів генів β-тубуліну, основ-

ного білку мікротрубочок. У контексті грибів ме-

тод успішно застосовувався переважно для аско-

мікотових грибів та лише деяких базидіомікото-

вих [2, 3]. Більшість існуючих маркерів, котрі ви-

користовуються для генотипування базидієвих 
грибів вимагають залучення дороговартісних та 

складних експериментальних процедур, що зна-

чно ускладнює молекулярно-генетичні та біотех-

нологічні дослідження. Зважаючи на це, нами 

була здійснена спроба створити ILP маркери, що 

ґрунтуються на використанні поліморфізму ін-

тронів генів β-тубуліну базидіоміцетів, що роз-

ширило б можливості для генотипування грибів.  
 
Матеріали і методи 
Усі послідовності генів β-тубуліну взяті з 

бази даних NCBI GenBank [4]. Була створена ви-

бірка кодуючих нуклеотидних послідовностей β-
тубулінів базидіоміцетів, повних та часткових, 

довжиною щонайменше 1000 п.о. Загалом 341 по-

слідовність, з яких 85 належать макроміцетам. 

Оскільки більшість кодуючих послідовностей 

(CDS) вибірки була неповною, для створення по-

тенційних ILP-маркерів для інтронів 5 і 6 було 

проведенне вирівнювання спільних фрагментів 

цих CDS. У випадку створення ILP-маркерів для 

інтронів 2 і 3 з вибірки були відібрані послідовно-

сті, що містили 5՛-термінальний фрагмент до 5 ек-

зону включно. Вирівнювання послідовностей 

проводилось за допомогою ClustalX [5], за резуль-

татами якого були побудовані кладограми за N-J 
алгоритмом. Дизайн праймерів здійснювався за 

допомогою вбудованих інструментів програм-

ного пакету AliView [6]. Перевірка маркерів здій-

снювалась шляхом in silico ПЛР за допомогою 

програмного пакету FastPCR [7] та сервісу NCBI 
PrimerBLAST [8]. 

 

Результати та обговорення 
Аналіз відібраних послідовностей генів β-

тубулінів грибів, депонованих у базі даних NCBI 
GenBank, показав суттєві відмінності в їх екзон-
інтронній структурі (рис. 1). Аскомікотові та ба-

зидіомікотові гриби демонструють два різні пат-

терни екзон-інтронної структури, що ставить під 

питання можливість використання, точність та 

універсальність маркерів поліморфізму довжини 

інтронів (ILP) генів β-тубуліну, дизайн більшості 

з яких спирається на послідовності генів аскомі-

котових грибів. 
Взявши за мету створення ILP-маркерів, 

придатних до використання для генотипування 

базидієвих грибів, нами була створена широка 

вибірка кодуючих послідовностей β-тубулінів. 

Аналіз результатів вирівнювання та кладистич-

ний аналіз 341 послідовності очікувано показав, 

що створити єдині універсальні маркери для ба-

зидієвих грибів, навіть в межах макроміцетів, є 

доволі складною задачею, проте вдалося ство-

рити маркери для певних груп грибів. 
Було запропоновано маркер (tubb5/6) для 

вивчення поліморфізму довжини 5 і 6 інтронів, 

спільний для β-тубулінів різних видів деревних 

грибів роду герицій (Hericium). Ця ж пара прай-

мерів при перевірці in silico показала можливість 

застосування також для кандоломіцесу широкос-

порового Candolleomyces eurysporus, гнойовика 

звичайного (Coprinus cinereus) та солом’яного 

гриба (Volvariella volvacea). (рис. 2) 
Серед їстівних грибів спільні маркери 

(tubb4/5) можна створити для дослідження полі-

морфізму довжини 4 і 5 інтронів генів β-тубулі-

нів енокітаке (Flammulina filiformis), козляка 
(Suillus bovinus), солом’яного гриба (Volvariella 
volvacea), лаковиці двоколірної (Laccaria bi-
color), печериці садової (Agaricus bisporus), 
гливи саджор-каю (Pleurotus sajor-caju) та рядо-

вки мацутаке (Tricholoma matsutake). (рис. 2) 

 
Рис. 1. Екзон-інтронна структура генів β-тубулінів аско- і базидіоміцетів на прикладі кордіцепсу військо-

вого (Cordyceps militaris) та печериці двоспорової (Agaricus bisporus). 
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Рис. 2. Кладистичне дерево, що відображає подібність послідовностей вибірки фрагментів (екзони 4-7) 

CDS β-тубулінів базидієвих макроміцетів. Прямокутниками позначені послідовності, для яких створені ILP-
маркери генів β-тубулінів (tubb4/5 і tubb5/6).  

 
Створення ILP-маркерів для першого ін-

трона генів β-тубуліну базидіоміцетів ускладню-

ється тим, що значна кількість депонованих у 

базі даних послідовностей є неповними, через що 

такі часткові сиквенси часто не включали 5՛-тер-

мінальну область генів, унеможливлюючи аналіз 

в тому числі й інтронних ділянок. Окрім цього, 

спостерігається відносно високий рівень струк-

турної гетерогенності 5’-кінцевого регіону генів 

(наявність окремих чи злиття перших трьох екзо-

нів), що ускладнює створення універсальних ма-

ркерів. Тим не менш, вдалося створити декілька 

пар праймерів, що можуть бути використані для 
генотипування певних груп базидієвих грибів за 
довжиною другого і третього інтронів. Ці мар-

кери потребують перевірки у більшій мірі, ніж 

попередні та рекомендовані як додаткові. 
Вдалося створити маркери для оцінки по-

ліморфізму довжини 3 інтрону (tubb3_a) для пе-

чериці садової (Agaricus bisporus), шиїтаке 

(Lentinula edodes), гнойовика звичайного 
(Coprinus cinereus), грибів роду герицій 

(Hericium alpestre, H. erinaceum, H. coralloides, 
H. abietis, H. americanum) (рис. 3). 

Також створено маркери для оцінки полі-

морфізму довжини 3 інтрону (tubb3_b), що під-

ходять переважно для мікроміцетів: представни-

ків роду трихоспорон (Trichosporon porosum, 
T. laibachii, T. gamsii, T. gracile, T. cutaneum, 
T. scarabaeorum, T. faecale, T. asahii, T. dermatis, 
T. brassicae, T. inkin, T. ovoides, T. coremiiforme), 
роду криптококів (Cryptococcus curvatus, C. tepi-
darius), Bullera koratensis (Millerozyma koraten-
sis), Microbotryum violaceum, Vanrija humicola 
але можуть застосовуватись і для дослідження 

деяких макроміцетів – представників роду гано-

дерма (Ganoderma sp. TQC-2021a, G. boninense), 
роду флебія (Phlebia sp. MG60, P. tremellosa), це-

рени одноколірної (Cerrena unicolor) (рис. 3). 
Створено ILP маркери (tubb2/3), продукт 

яких включає 2 і 3 інтрони генів β-тубулінів ба-

зидієвих грибів, які можна застосовувати для ге-

нотипування гливи саджор-каю (Pleurotus sajor-
caju), гнойовика звичайного (Coprinus cinereus), 
розщепки звичайної (Schizophyllum commune), 
Candolleomyces eurysporus (Psathyrella eu-
ryspora), грибів роду герицій (Hericium alpestre, 
H. erinaceum, H. coralloides, H. abietis, H. ameri-
canum) (рис. 3). 
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Рис. 3. Кладистичне дерево (у двох частинах), що відображає подібність послідовностей вибірки фрагме-

нтів (екзони 1-4) CDS β-тубулінів базидієвих грибів. Прямокутниками позначені послідовності, для яких створені 

потенційні ILP-маркери для 3 інтрону (tubb3_a, tubb3_b) і 2-3 інтронів (tubb2/3). 
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Також запропоновано додатковий маркер 

(tubb2-6), що включає інтрони з 2 по 6 для насту-

пних видів: гливи звичайної (Pleurotus ostreatus), 
гливи саджор-каю (Pleurotus sajor-caju), гнойо-

вика звичайного (Coprinus cinereus), козляка 
(Suillus bovinus), Phlebia sp. mg60, розщепки зви-

чайної (Schizophyllum commune), кандоломіцесу 

широкоспорового (Candolleomyces eurysporus), 
енокітаке (Flammulina filiformis), лаковиці двоко-

лірної (Laccaria bicolor), грибів роду герицій 

(Hericium alpestre, H. erinaceum, H. coralloides, 
H. abietis, H. americanum), а також мікроміцету 

Trichosporon dermatis (рис. 4). 
Дані щодо послідовностей праймерів для 

запропонованих маркерів зведені у таблицю. У 

випадках, коли наявні дані про довжину інтронів 

– наведені очікувані довжини продуктів ампліфі-

кації. 

 
 

 
 
Рис. 4. Кладистичне дерево, що відображає подібність послідовностей вибірки фрагментів (екзони 1-7) 

CDS β-тубулінів базидієвих грибів. Прямокутниками позначені послідовності, для яких створений потенційний 

маркер (tubb2-6). 
 
 
Таблиця. Розроблені ILP-маркери для базидієвих грибів 

Маркер Праймери Очікувні довжини ампліконів 
1 2 3 

tubb5/6 F: GTCCTTGATGTTGTTCGCAA 
R: RAGCGCCTCGTTATCAATGCAG 
 

Volvariella volvacea – 382 п.о. 
Hericium erinaceum – 413 п.о., 
Hericium coralloides - 424 п.о., 
Candolleomyces eurysporus - 717 п.о., 

tubb4/5 F: GTKCBAAGTTCTGGGARGT 
R: ACRGARTABGTGCACATCAT 

Suillus bovinus - 566 п.о., 
Volvariella volvacea - 641 п.о., 
Laccaria bicolor - 657 п.о., 
Tricholoma matsutake – 657 п.о. 
Agaricus bisporus – 657 і 705 п.о., 

tubb3_a F: AGTGCGGTAACCARATYGGT 
R: TCTCRTYGTAGTAGACRGAG 

Hericium alpestre – 182 п.о., 
Hericium erinaceum - 182 п.о., 
Hericium Coralloides – 182 п.о. 
Agaricus bisporus – 187 п.о., 
Coprinus cinereus – 194 п.о., 
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Продовження таблиці 
1 2 3 

tubb3_b F: AGTGCGGTAACCARATYGGT 
R: TARTAVACGTTGATRCGCTCG 
 

Ganoderma boninense – 192 п.о., 
Phlebia tremellosa – 121 п.о., 
Trichosporon asahii – 121 п.о., 
Trichosporon coremiiforme – 121 п.о., 
Trichosporon faecale – 121 п.о., 
Trichosporon gracile – 121 п.о., 
Trichosporon inkin – 121 п.о., 
Trichosporon ovoides – 121 п.о., 
Trichosporon laibachii – 155 п.о., 
Trichosporon dermatis – 158 п.о., 
Trichosporon brassicae – 162 п.о., 
Trichosporon porosum – 175 п.о., 
Trichosporon gamsii – 210 п.о., 
Trichosporon cutaneum – 228 п.о., 
Bullera koratensis – 198 п.о., 
Cryptococcus curvatus – 162 п.о., 
Cryptococcus tepidarius – 214 п.о., 
Vanrija humicola – 121 п.о. 

tubb2/3 F: ATGCGTGAAATCGTCCACATCC 
R: TCTCRTYGTAGTAGACRGAG 

Schizophyllum commune – 271 п.о., 
Candolleomyces eurysporus – 288 п.о., 
Coprinus cinereus – 301 п.о. 

tubb2-6 F: ATGCGTGAAATCGTCCACATCC 
R: RAGCGCCTCGTTATCAATGCAG 

Suillus bovinus – 906 п.о., 
Pleurotus ostreatus – 914 п.о., 
Schizophyllum commune – 939 п.о., 
Coprinus cinereus – 1057 п.о., 
Candolleomyces eurysporus – 1068 п.о. 

 
Висновки 
В ході аналізу послідовностей та екзон-ін-

тронної структури генів β-тубулінів базидіоміце-

тів була доведена неможливість створення уні-

версальних ILP маркерів. Створено ряд маркерів 

(tubb3_a, tubb3_b, tubb2/3, tubb5/6, tubb4/5,  
tubb2-6) для визначення поліморфізму довжини 

інтронів, що охоплюють 2, 3, 5, 6 інтрони генів 

β-тубулінів базидіоміцетів та їх комбінації, але їх 

використання обмежено певними групами гри-

бів. Ці маркери можуть бути використані як до-

поміжний інструмент та частково вирішити про-

блему ДНК-баркодингу базидієвих грибів. 
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DESIGN OF ILP MARKERS FOR β-TUBULIN GENES ANALYSIS IN BASIDIOMYCETE FUNGI 
Aim. Creation of markers for determining intron length polymorphism (Intron Length Polymorphism – ILP) of β-tubulin 
genes in different groups of basidiomycetes. Methods. Use of classical bioinformatics methods to searching for loci 
encoding β-tubulin genes of basidiomycete fungi, cladistic analysis, analysis of the exon-intron structure of genes, design 
of potential ILP markers, verification of the designed primers using in silico PCR. Results. The exon-intron structure of 
β-tubulin genes in basidiomycetes was analyzed. Six markers were designed to determine intron length polymorphism, 
covering introns 2, 3, 5, and 6 of β-tubulin genes in basidiomycetes, along with their combinations, which can be used 
for molecular phylogeny of specific fungal species groups. Conclusions. A significant exon-intron structure variability 
has been shown for the analysed fungi species, which significantly complicates the creation of universal ILP markers for 
basidiomycetes. A number of potential markers have been designed that can be used to study intron length polymorphism 
of different groups of basidiomycetes, potentially expanding the possibilities for genotyping fungi. 
Keywords: genotyping, exon-intron structure, β-tubulin, ILP markers, Basidiomycota. 


