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Воробьёва М.М., Грахольская Е.А.
ПРИМЕНИМОСТЬ МЕТОДА ПЦР-ПДРФ АНАЛИЗА 

БАРКОДИНГ-РЕГИОНА COI ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ 
ГРИБОВ РОДА DAEDALEOPSIS

Семейство Polyporaceae, насчитывающие на сегодняшний 
день более чем 550 видов, содержит важные в биотехнологиче-
ской, фармацевтической и пищевой промышленности объекты – 
Daedaleopsis confragosa (Bolton) J. Schröt. и Daedaleopsis tricolor 
(Pers.: Fr.) Bondartsev&Singer. Согласно литературным данным, 
представители рода Daedaleopsis труднодифференцируемые по 
признакам морфологии, поэтому их точное определение в ряде 
случаев представляет большую сложность [1]. Поскольку кор-
ректная идентификация является одним из важнейших аспектов 
изучения биологического разнообразия, установление видовой 
принадлежности грибов рода Daedaleopsis имеет как очевидное 
научно-теоретическое, так и практическое значение. 

Эффективный метод идентификации труднодифференцируемых 
форм − ДНК-штрихкодирование (ДНК-баркодинг), концепция ко-
торого заключается в том, что каждый биологический вид может 
быть идентифицирован на основе коротких стандартизированных 
фрагментов ДНК. В результате многочисленных исследований у 
животных, растений и грибов в качестве ДНК-штрихкода было 
принято решение использовать последовательность гена субъеди-
ницы 1 цитохромоксидазы с (COI) [2].

В научные исследования в области ДНК-штрихкодирования 
вовлечено более сотни научных центров из многих стран мира. 
Разработчиком концепции и крупнейшим мировым лидером в 
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области ДНК-штрихкодирования живых организмов выступает 
Институт биоразнообразия в Онтарио (Канада). На базе этого ин-
ститута создана и постоянно пополняется Глобальная база данных 
ДНК-штрихкодов живых организмов (BOLD) [3].

Доступность в Международных генетических базах данных ну-
клеотидных последовательностей гена COI создает предпосылки 
для использования другого метода для идентификации труднодиф-
ференцируемых живых организмов, требующего меньшего тех-
нического обеспечения и финансовых затрат, в частности метода 
ПЦР-ПДРФ анализа [4]. 

В рамках настоящего исследования принято решение приме-
нить метод ПЦР-ПДРФ анализ для идентификации грибов рода 
Daedaleopsis – D. confragosa и D. tricolor, труднодифференцируе-
мых по морфологическим признакам. 

В работе использовали нуклеотидные последовательности гена 
COI, представленные в BOLD. Всего проанализировали 17 нукле-
отидных последовательностей гена COI, коллектированные в гео-
графически удаленных регионах (Канада, Республика Чехия, Нор-
вегия, США, Китай, Франция и Индия). В программе MEGA7 про-
вели множественное выравнивание нуклеотидных последователь-
ностей генов COI для анализируемых видов грибов. Поиск сайтов 
рестрикции в нуклеотидных последовательностях осуществляли в 
программе BioEdit. Графические рестрикционные карты постро-
или в программе CodonCodeAligner 4.2.7 с использованием всех 
известных ферментов рестрикции и их изошизомеров. По резуль-
татам анализа построенных рестрикционных карт разработали 
ПЦР-ПДРФ ключи. На основе построенных рестрикционных карт 
выбраны два фермента для рестрикционного анализа и проведена 
визуализация предполагаемых результатов рестрикции и электро-
форетического разделения фрагментов методом in silico.

Для идентификации D. confragosa и D. tricolor были разра-
ботаны ПЦР-ПДРФ ключи. На основе анализа всех доступ-
ных нуклеотидных последовательностей гена COI рассчита-
ли число гаплотипов для каждого вида в отдельности и с уче-
том этого параметра провели сравнительный анализ рестрик-
ционных карт, построенных отдельно для D. confragosa и  
D. tricolor. В результате сравнительного анализа рестрикционных 
карт анализируемых видов грибов, нами отобраны ферменты ре-
стрикции и созданы ПЦР-ПДРФ ключи, позволяющие проводить 
корректную диагностику рассматриваемых видов (таблица). 
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Таблица
ПЦР-ПДРФ ключи, позволяющие проводить корректную 

диагностику видов грибов рода Daedaleopsis, созданные на основе 
анализа нуклеотидных последовательностей фрагмента гена COI

Эндонуклеаза Сайт узнавания
фермента

Длины
образующихся фрагментов

D. confragosa D. tricolor
XmiI GT MKAC 85+434 −
Hpy8I GTN NAC 86+433 −
СfrI Y GGCCR 426+93 −
PdiI GCC GGC 430+89 −

Примечание – 1) «–» – сайт узнавания данной эндонуклеазы в 
последовательности отсутствует; 2)  − точка разрезания мо-
лекулы ДНК

Для оценки применимости подхода в реальных исследованиях 
была проведена визуализация предполагаемых результатов ре-
стрикции и электрофоретического разделения получаемых фраг-
ментов методом in silico (рисунок). Так, например, при использо-
вании эндонуклеаз СfrI или PdiI можно дифференцировать грибы 
D. confragosa / D. tricolor.

А) рестриктаза PdiI; Б) рестриктаза СfrI; M – маркер молекулярного веса
Рисунок 1. Компьютерное моделирование электрофоретического разделе-

ния фрагментов, получаемых в результате ПЦР-ПДРФ анализа грибов рода 
Daedaleopsis

Таким образом, в результате работы, построены рестрикцион-
ные карты и разработаны ПЦР-ПДРФ ключи, позволяющие про-
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водить корректную диагностику видов грибов рода Daedaleopsis,
созданные на основе анализа нуклеотидных последовательностей
фрагмента гена COI, депонированных в BOLD.
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