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Аннотация. Кордицепс (Cordyceps militaris) является ценной сельскохозяйственной лекарственной культурой во многих 
странах. В последние годы этот гриб становится все более популярным во Вьетнаме. В исследованиях представлены ре-
зультаты оценки разнообразия 8 коммерческих штаммов кордицепса, собранных в разных провинциях Вьетнама. Были 
изучены морфологические признаки (цвет, длина, ширина) и особенности поверхности плодовых тел гриба. Для гене-
тической оценки использованы молекулярные маркеры двух генов локуса МАТ1‑1 (MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2) и одного гена 
локуса МАТ1‑2 (MAT1‑2‑1). Результаты анализа показали, что все штаммы были разнообразными по морфологическим 
характеристикам. 7 штаммов P1, P3, P4, P5, P6, P7, P8 имели только один локус типа спаривания МАТ1‑1. Только один 
штамм Р2 содержал одновременно два локуса: МАТ1‑1 и МАТ1‑2. Этот результат показывает разнообразие штаммов 
кордицепса во Вьетнаме и поддерживает их отбор для создания новых штаммов путем половой гибридизации.
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Abstract. Cordyceps (Cordyceps militaris) is a valuable agricultural medicinal crop in many countries. In recent years, 
this mushroom has become increasingly popular in Vietnam. This study presents the results of a diversity assessment 
of eight commercial Cordyceps strains collected from different provinces in Vietnam. Morphological characteristics such 
as color, length, width, and surface features of the mushroom fruiting bodies were studied. Molecular markers of two 
genes of the MAT1‑1 locus (MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2) and one gene of the MAT1‑2 locus (MAT1‑2‑1) were used for ge-
netic evaluation. The results of the analysis showed that all the strains were diverse in their morphological characteris-
tics. Seven strains P1, P3, P4, P5, P6, P7, P8 had only one MAT1‑1 mating type locus. Only one strain P2 contained two 
MAT1‑1 and MAT1‑2 loci simultaneously. This result shows the diversity of Cordyceps strains in Vietnam and supports 
their selection to create new strains through sexual hybridization.
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Введение

Кордицепс (Cordyceps militaris) – ценный лекарственный гриб, выращивание которого достаточно 
распространено во многих странах мира. Ввиду высокой экономической ценности этого гриба во Вьетна-
ме в последние годы его активно изучают, проводят оптимизацию технологий культивирования и произ-
водства продуктов его переработки [1]. Штаммы кордицепса на вьетнамском рынке сегодня весьма раз-
нообразны по происхождению, что ведет к разнообразию фенотипов. Кроме того, морфология C. militaris 
легко меняется в зависимости от условий выращивания. Большинство штаммов кордицепса, производи-
мых во Вьетнаме, завезено из зарубежных стран: например, из Китая, Кореи, Японии. Сбор и оценка раз-
нообразия генетических ресурсов культуры C. militaris являются важными этапами его селекции. Между 
тем описание и оценка генетического родства штаммов кордицепса, распространенных в производстве, 
все еще очень ограничены.

Цель исследований. Данное исследование штаммов C. militaris было сосредоточено на оценке 
морфологических характеристик их плодовых тел, поиске локусов типа спаривания (MAT) и изучении 
генетического разнообразия с помощью молекулярных маркеров.

Методика исследований

Было изучено 8 штаммов C. militaris, отобранных в виде свежих плодовых тел в коммерческих 
организациях по культивированию этого гриба в разных провинциях Вьетнама в 2022 гг. (табл. 1). После 
сбора были проведены изоляция штаммов и их культирование на среде для развития плодовых тел, содер-
жащей 40 г коричневого риса и 100 г/л куколки, 30 г/л сои, 5 г/л пептона, 30 г/л глюкозы, 1,0 г/л K2HPO4, 
1,0 г/л MgSO4. Каждый эксперимент проводился по 3 повторности.

Таблица 1
Список собранных штаммов C. militaris

№  Обозначение штамма Место сбора №  Обозначение штамма Место сбора

1 P1 Ханой 5 P5 Ханой

2 P2 Ханой 6 P6 Контум

3 P3 Ханой 7 P7 Контум

4 P4 Хошиминь 8 P8 Ханой

Table 1
List of collected C. militaris strains

No. Strain designation Collection site No. Strain designation Collection site

1 P1 Hanoi 5 P5 Hanoi

2 P2 Hanoi 6 P6 Kontum

3 P3 Hanoi 7 P7 Kontum

4 P4 Ho Chi Minh 8 P8 Hanoi

Генетические исследования проводили в Лаборатории клеточной биологии в Данангском универ-
ситете науки и образования. Для определения генов типов спаривания MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2 и MAT1‑2‑1 
использовали 6 пар праймеров (табл. 2). Праймеры MAT1‑1‑2-F, MAT1‑1‑2-F, MAT1‑2‑1-F были разрабо-
таны на основе сиквенсов AB084257.1, AB194982.1 с помощью программы Primer-BLAST 1.

1  Режим доступа к программе: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.
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Таблица 2
Список праймеров, используемых для амплификации генов спаривания

нп Название праймеров Последовательность (5’-3’) Литература

1 MAT1‑1‑1-F ATGGAACACAGATCGAGCGACAC [2]

2 MAT1‑1‑1-R ATATACCTTCGCGATCATTGCCCAG [2]

3 MAT1‑1‑2-F GTCCTGCTGGTCAAAGAAGC Авторы

4 MAT1‑1‑2-R GACGGGACCATGTCTCAGAT Авторы

5 MAT1‑2‑1-F GCGAGCCACATTTGTCGAAC Авторы

6 MAT1‑2‑1-R CCTCTGGAGGTTCTGCATTCCA [2]

Table 2
List of primers used for amplification of mating type genes

No. Primer Sequence (5’-3’) Reference

1 MAT1‑1‑1-F ATGGAACACAGATCGAGCGACAC [2]

2 MAT1‑1‑1-R ATATACCTTCGCGATCATTGCCCAG [2]

3 MAT1‑1‑2-F GTCCTGCTGGTCAAAGAAGC Authors

4 MAT1‑1‑2-R GACGGGACCATGTCTCAGAT Authors

5 MAT1‑2‑1-F GCGAGCCACATTTGTCGAAC Authors

6 MAT1‑2‑1-R CCTCTGGAGGTTCTGCATTCCA [2]

Оценка морфологических характеристик плодовых тел образцов произведена по цвету, длине (см), 
ширине (мм) и особенности поверхности плодовых тел.

Выделение ДНК проводили по Doyle и Doyle (1987) с некоторыми модификациями [3]. ПЦР-реакцию 
проводили на ПЦР-машине Aeris Thermal Cycler (ESCO, Сингапур). Реакционная смесь объемом 20 мкл 
включала в себя: 1X Master Mix (ООО Phu Sa Biochemistry); 50‑100 нг тотальной ДНК; 1 пкмоль прайме-
ра. Реакция начиналась при температуре 95°C в течение 5 мин, затем следовали 35 циклов (денатурация 
30 с при 95°C, отжиг 30 с при 52‑62°C, синтез 60 с при 72°C). Заканчивалась реакция при температуре 
72°C в течение 10 мин. Продукты ПЦР хранили при 4°C.

Продукты ПЦР подвергали электрофорезу (MultiSUB Midi, Cleaver Scientific, Англия) в 1%-ном 
агарозном геле, 1X буфер TBE, 100В, 100 мА в течение 90 мин. Результат электрофореза анализировали 
с помощью программного обеспечения GELANALYZER версии 19.1.

Результаты анализа обработаны методами биологической статистики в программах MS-Ex-
cel‑2013 и R с достоверностью 95%.

Результаты и их обсуждение

Морфологическая характеристика штаммов C. militaris. Оцениваемые штаммы грибов имели 
разные фенотипические характеристики (табл. 3, 4, рис. 1). Штамм P3 имел наибольший размер плодо-
вого тела (длину 7,16±0,41 см и диаметр 3,86±0,13 см), но плодовое тело было неравномерно развито 
и имело шипы на верхушке. Штамм Р1 имел самую высокую биомассу в свежем виде (включая общую 
массу стромы и массу субстрата), а также большую длину и ширину, но морфологические характеристи-
ки его плодового тела имели множество вариаций. Штамм Р5 показал наименее привлекательные для 
использования морфологические показатели: самую светлую окраску плодового тела, деформированное 
и неравномерно развитое плодовое тело. Штамм Р2 оказался перспективным с высокими значениями 
оценочных критериев и хорошо развитым плодовым телом. Кроме того, P2 был единственным, у которого 
на плодовом теле обнаружены перитеции, характерные только для штаммов C. militaris с комбинацией 
обоих локусов типа спаривания MAT1‑1 и MAT1‑2‑1.
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Таблица 3
Размеры и масса плодовых тел изученных штаммов C. militaris

Штамм Длина, см Ширина, мм Масса плодовых тел, г Масса субстрата, г

P1 6,14±0,56 3,9±0,22 45,21 63,39

P2 6,14±0,74 3,96±1,42 33,6 57,74

P3 7,16±0,41 3,86±0,13 39,95 56,69

P4 5,98±0,56 3,56±0,34 36,4 50,54

P5 4,56±0,35 3,02±0,11 28,44 48,92

P6 6,06±0,39 3,15±0,35 32,65 59,58

P7 6,48±0,52 3,11±0,13 39,98 52,43

P8 5,68±0,39 2,8±0,4 33,421 63,019

Table 3
Size and weight of fruiting bodies of the studied strains of C. militaris

Strain Length (cm) Width (mm) Fruiting body weight (g) Substrate weight (g)

P1 6.14±0.56 3.9±0.22 45.21 63.39

P2 6.14±0.74 3.96±1.42 33.6 57.74

P3 7.16±0.41 3.86±0.13 39.95 56.69

P4 5.98±0.56 3.56±0.34 36.4 50.54

P5 4.56±0.35 3.02±0.11 28.44 48.92

P6 6.06±0.39 3.15±0.35 32.65 59.58

P7 6.48±0.52 3.11±0.13 39.98 52.43

P8 5.68±0.39 2.8±0.4 33.421 63.019

Определение генотипов локусов типа спаривания собранных штаммов. Локусы MAT играют 
важную роль в формировании плодовых тел C. militaris [4, 5]. В ходе исследований было проведено опре-
деление генотипов локуса типа спаривания собранных штаммов C. militaris (рис. 2).

Результаты показали, что все 8 исследованных штаммов содержали локус MAT1‑1 включая два гена 
MAT1‑1‑1 и MAT1‑1‑2. Из них только штамм P2 – лучший по морфологическим характеристикам – имел 
локус MAT1‑2. При этом не выявлены штаммы, несущие только локус MAT1‑2.

Определение и сравнение активных ингредиентов кордицепина и аденозина в плодовых телах 
с перитециями и без них показали, что процесс размножения гриба требует значительного количества 
ресурсов гриба, тем самым снижая его качество [5]. Lee и др. (2007) сообщили, что все штаммы, у кото-
рых не развились нормальные плодовые тела, содержали только один локус MAT1‑1, в то время как все 
штаммы с нормальными плодовыми телами имели два локуса MAT1‑1 и MAT1‑2 [2]. Кроме того, гено-
типирование деградировавших штаммов C. militaris показало, что они содержат полностью делетирован-
ную область MAT1‑2‑1. Программы селекции на основе полового размножения, осуществляемые путем 
скрещивания мицелия спор идиоморфов MAT1‑1 и MAT1‑2, позволили получить штаммы с высоким со-
держанием и выходом кордицепина [6‑8].
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Таблица 4
Морфологическая характеристика плодовых тел изученных штаммов C. militaris

Штамм Цвет плодовых тел Морфологическая характеристика стромы Локус типа спаривания

P1 Ярко-оранжевый
Стромы длинные, различаются по размеру и форме, 
имеют увеличенные верхушки. Некоторые стромы 

имеют шипы, прикрепленные к верхушке
MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P2 Оранжевый Стромы длинные, шероховатые, однородные  
по размеру и форме. Строма имеет перитеции MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2, MAT1‑2‑1

P3 Ярко- оранжевый
Стромы длинные, различаются по размеру и форме. 

Верхушка стромы увеличена. Некоторые стромы 
имеют шипы

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P4 Оранжево- желтый Стромы длинные, различаются по размеру и форме. 
Верхушка крупнее и более круглая, чем тело MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P5 Светло-оранжевый
Стромы тонкие и короткие, различаются по размеру, 

форме и плотности распределения на поверхности суб-
стратам. Многие стромы разветвлены и деформированы

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P6 Ярко- оранжевый
Стромы длинные, различаются по размеру и форме. 

Верхушка стромы увеличена. Некоторые стромы 
имеют шипы. Тела имеют трещины

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P7 Ярко- оранжевый
Стромы длинные, различаются по размеру и форме. 

Верхушка стромы увеличена. Некоторые стромы 
имеют шипы. Тела имеют трещины

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

Table 4
Morphological characterisation of the fruiting bodies of the studied strains of C. militaris

Штамм Цвет плодовых тел Морфологическая характеристика стромы Локус типа спаривания

P1 Bright orange
Stromata are long, vary in size and shape,  
and have enlarged apexes. Some stromata  

have spines attached to the apex
MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P2 Orange Stromata are long, rough, homogeneous in size and shape. 
The stroma has perithecia MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2, MAT1‑2‑1

P3 Bright orange Stromata are long, vary in size and shape.  
The apex of the stroma is enlarged. Some stromata have spines MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P4 Orange-yellow Stromata are long, vary in size and shape.  
The apex is larger and rounder than the body MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P5 Light orange
Stromata are thin and short, vary in size, shape  

and density of distribution on the surface of substrates.  
Many stromata are branched and deformed

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P6 Bright orange
Stromata are long, vary in size and shape.  

The apex of the stroma is enlarged. Some stromata  
have spines. The bodies are fissured

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P7 Bright orange
Stromata are long, vary in size and shape.  

The apex of the stroma is enlarged. Some stromata  
have spines. The bodies are fissured

MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2

P8 Bright orange Stromata are thin, long and uniform in size and shape. 
The apex is larger and rounder than the body MAT1‑1‑1, MAT1‑1‑2
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Рис. 1. Морфология собранных штаммов C. militaris P1-P8: 
A – вид сбоку; B – вид сверху

Fig. 1. Morphology of collected strains of C. militaris P1-P8. 
A – lateral view, B – top view

Рис. 2. Результат анализа наличия локусов MAT у собранных штаммов C. militaris P1-P8:
A – праймеры MAT1-1-1-F, MAT1-1-1-R; B – праймеры MAT1-1-2-F, MAT1-1-2-R; 

C – праймеры MAT1-2-1-F, MAT1-2-1-R. 1- P1, 2- P2, 3-P3, 4-P4, 5-P5, 6-P6, 7-P7, 8-P8; M – Ladder
Fig. 2. Results of analysis of MAT loci presence in the collected C. militaris P1-P8 strains. 

A – primers MAT1-1-1-F, MAT1-1-1-R, B – primers MAT1-1-2-F, MAT1-1-2-2-R, 
C – primers MAT1-2-1-F, MAT1-2-1-R. 1- P1, 2- P2, 3-P3, 4-P4, 5-P5, 6-P6, 7-P7, 8-P8, M – Ladder

Выводы

На основании морфологических критериев оценки выявлено, что большинство полученных штаммов 
показало сходную морфологию с оранжевой стромой, удлиненным телом и увеличенной головкой, кроме 
штамма Р5 с короткой стромой и штамма Р2 с заостренным кончиком стромы и перитециями. Результаты 
типов спаривания штаммов показали, что только штамм P2 имел присутствие локусов – как MAT1-1, так 
и MAT1-2, в то время как остальные штаммы имели только MAT1-1. Результаты исследований способствуют 
лучшему пониманию морфоло гического и генетического разнообразия штаммов кордицепса во Вьетнаме.
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