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Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden, аллозимы, локус, монокариотическая культура

Введение
Популяционные исследования грибов являются непростой задачей в силу высокой изменчи-

вости морфологических признаков, зачастую сильно зависящих от субстрата и условий произрас-
тания, короткого срока существования плодового тела, необходимости дорогостоящих мощных 
оптических приборов [4, 9, 19]. Использование различных молекулярных маркеров позволяет 
унифицировать и значительно интенсифицировать исследовательскую работу в этом направле-
нии, а также провести оценку состояния генетических ресурсов грибов [7, 8, 14]. Одним из таких 
маркеров являются моногенно наследуемые изоферменты гриба [10, 18]. 

Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden – космополит, относящийся к дереворазрушаю-
щим грибам, преимущественно поселяющимся на древесине хвойных пород [6, 11]. Является 
одним из самых распространенных грибов Европы [17]. Немногочисленные известные работы 
посвящены изучению структуры популяций вида с применением ДНК−маркеров (для север-
ных регионов Восточного полушария) и сравнению участков рибосомальной ДНК у единич-
ных представителей разных популяций [12, 13, 15]. Исследования, в которых бы изучалась 
структура популяций и их генетическая дифференциация T. abietinum, на территории Украины 
не проводились. 

Цель исследований
Цель работы − изучить полиморфизм аллозимов у гриба Trichaptum abietinum, произрастаю-

щего на территории Карпатского национального природного парка (НПП).

Объекты и методика исследований
Объектом исследований были ди- и монокариотические культуры T. abietinum. Дикариоти-

ческие культуры были получены из плодовых тел грибов, произрастающих на территории Кар-
патского НПП. Выделение чистых культур осуществляли следующим образом: предварительно 
очищенное плодовое тело гриба разрезали на фрагменты 3×3 мм, которые стерильным миколо-
гическим крючком переносили в 8% раствор Н2О2 и выдерживали 1−2 мин [2]. Обработанный 
фрагмент переносили в пробирку с картофельным агаром. После появления чистого грибного 
мицелия его часть переносили в другую пробирку с питательной средой. 

Получение монокариотичных культур осуществляли методом споровых отпечатков, с кото-
рых в дальнейшем проводили смыв. Однородную водную суспензию базидиоспор после много-
кратного разведения высевали глубинно в чашки Петри на агаризированную среду [5]. Чистоту и 
принадлежность к моноспоровым культурам контролировали при помощи микроскопии. Общее 
число монокариотических культур составило 84.

Полученные изоляты культивировали на жидкой глюкозо-пептонной среде в течение  
15−18 суток в термостате ТС-80М при температуре 24°С. Начальная кислотность питательной 
среды составляла рН 5,0.

Электрофоретическое разделение внутриклеточных белков осуществляли в 7,5% поли
акриламидном геле с использованием трис-глициновой буферной системы (рН 8,3). Гисто-
химическое проявление зон активности осуществляли для следующих ферментных систем:  
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алкогольдегидрогеназа (ADH) (КФ 1.1.1.1), сорбитолдегидрогеназа (SDH) (КФ 1.1.1.14), перок-
сидаза (POX) (КФ 1.11.1.7), глутаматоксалоацетаттрансаминаза (GOT) (КФ 2.6.1.1), эстераза 
(EST) (КФ  3.1.1.1), кислая фосфатаза (ACP) (КФ  3.1.3.2) [16]. Генетический контроль выяв-
ленных электрофоретических вариантов ферментов изучали методом анализа их сегрегации 
среди монокариотических культур, полученных с каждой дикариотической культуры. Сте-
пень соответствия наблюдаемых соотношений аллозимов ожидаемым оценивали с помощью  
критерия χ2 [1].

Результаты исследований и их обсуждение
Анализ внутриклеточных ферментных систем моно- и дикариотических культур T. abietinum 

позволил выявить восемь ген-ферментных локусов (табл.). Соотношение наблюдаемого и ожида-
емого распределения аллозимов у монокариотических культур соответствовало распределению 
1:1 (Р<0,05). 

Таблица. Ферменты, локусы и аллели с их подвижностями Trichaptum abietinum (J.  Dicks.)  
Ryvarden

Ферментная система Локусы Аллели
Rf

(относительная 
электрофоретическая 

подвижность)
Глутаматоксалоацетаттрансаминаза GOT 

(КФ 2.6.1.1) Got
100 0,23
122 0,28

Алкогольдегидрогеназа 
ADH (КФ 1.1.1.1)

Adh1
91 0,60
100 0,66

Adh2 100 0,31
0,35

Cорбитолдегидрогеназа 
SDH (КФ 1.1.1.14)

Sdh1
91 0,60
100 0,66

Sdh2 100 0,31
0,35

Эстераза
EST (КФ 3.1.1.1) Est

100 0,63
111 0,70

Кислая фосфатаза 
ACP (КФ 3.1.3.2) Acp

100 0,19
0,33

137 0,26
0,33

Пероксидаза 
POX (КФ 1.11.1.7) Pox

100 0,37
0,40

116 0,40
0,43

Алкогольдегидрогеназа (ADH, 1.1.1.1) и сорбитолдегидрогеназа (SDH, 1.1.1.14) на электро-
фореграммах имели одни и те же паттерны, что может свидетельствовать о низкой субстратной 
специфичности данной группы дегидрогеназ. Было установлено, что за их визуализацию отвеча-
ют по два локуса, причем локус Adh1 (аналогично Sdh1) имел 2 аллеля, а локус Adh2 (аналогично 
Sdh2) кодировал двухполосный вариант фермента (рис.1). 

Глутаматоксалоацетаттрансаминаза (GOT, 2.6.1.1) представлена единичным локусом, 
имеющим два аллеля Got100 и Got122. У дикариотических культур, несущих два разных аллеля, 
проявляется три зоны активности фермента, что говорит о его димерной структуре (рис.2).
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Кислая фосфатаза (ACP, 3.1.3.2) и пероксидаза (POX, 1.11.1.7) кодировались двумя аллеля-
ми каждый (Acp100, Acp137 и Pox100 и Pox116 соответственно), которые проявлялись двухполосными 
вариантами (рис. 3 а, б).

Рис. 1. Электрофореграмма  
аллозимов алкогольдегидрогеназы 

монокариотических культур  
Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden

Рис. 2. Электрофореграмма аллозимов 
глутаматоксалоацетаттрансаминазы 

дикариотической (1) и монокариотических (2, 3)  
культур Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden

				    a    					     б
Рис. 3. Электрофореграмма аллозимов кислой фосфатазы (а) и пероксидазы (б) 

монокариотических культур Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden

Эстераза (EST, 3.1.1.1) у T. abietinum не показала большого разнообразия, которое наблюда-
ется для некоторых представителей Basidiomycetes [3, 10]. Установлено, что фермент кодируется 
одним локусом, имеющим два аллеля − Est100 и Est111. Как и в случае с GOT, у дикариотической 
культуры, несущей оба аллеля, наблюдается три паттерна, что свидетельствует о димерном стро-
ении новообразовавшейся зоны (рис.4). 

Выводы
Проведенный аллозимный анализ шести ферментных систем гриба T.  abietinum позволил 

нам установить наличие восьми ген-ферментных локусов. Локусы ферментных систем перокси-
дазы, алкогольдегидрогеназы, сорбитолдегидрогеназы и кислой фосфатазы визуализировались 
двухполосными паттернами. Полученные данные позволят в дальнейшем изучать генетическую 
структуру и дифференциацию природных популяций T. abietinum на территории Украины.

Рис. 4. Электрофореграмма аллозимов 
эстеразы дикариотической (1) и 
монокариотических (2-8) культур 
Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden
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ПОЛІМОРФІЗМ алозимів Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden (basidiomycetes) 
НА ТЕРИТОРІЇ КАРПАТСЬКОГО НАЦІОНАЛЬНОГО ПРИРОДНОГО ПАРКУ
С.М. Бойко

Донецький національний університет

Популяційно-генетичні дослідження грибів є одним з основних напрямків у сучасній мікології. Trichaptum 
abietinum (J. Dicks.) Ryvarden – космополіт, що відноситься до дереворуйнівних грибів, які переважно се-
ляться на деревині хвойних порід. Дослідження зі структури популяцій T. abietinum на території України 
раніше не здійснювали. Проведений алозимний аналіз шести ферментних систем гриба T. abietinum до-
зволив установити наявність восьми ген-ферментних локусів. Локуси ферментних систем пероксидази, 
алкогольдегідрогенази, сорбітолдегідрогенази та кислої фосфатази візуалізуються двосмуговими патерна-
ми. Отримані дані дозволять надалі вивчати генетичну структуру й диференціацію природних популяцій 
T. abietinum на території України.
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POLYMORPHISM IN Trichaptum abietinum (J. Dicks.) Ryvarden (basidiomycetes) 
ALLOZYMES IN THE CARPATHIAN NATIONAL NATURE PARK
S.M. Boiko

Donetsk National University

Population genetic research on fungi is one of the main trends in contemporary mycology. Trichaptum abietinum 
(J. Dicks.) Ryvarden is a cosmopolite wood-decay fungus that colonizes mostly conifer wood. There have been 
no studies on the population structure of T. abietinum (J. Dicks.) Ryvarden in Ukraine so far. Using allozyme 
analysis of six enzyme system of this fungus, we detected eight gene-enzyme loci. Loci of the enzyme systems 
of peroxidase, alcohol dehydrogenase, sorbitol dehydrogenase and acid phosphatase are visualized as two-band 
patterns. The data obtained will facilitate further studies on genetic structure and differentiation in Trichaptum 
abietinum natural populations in Ukraine.




