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Виды рода вешенка (Pleurotus) широко культи�
вируются в России и за рубежом благодаря их пи�
щевой ценности. Давно введены в культуру такие
виды вешенки, как P. ostreatus и P. pulmonarius, а в
последние годы возрос интерес и к экзотическим
видам, в частности к P. sajor�caju (Fr.) Singer. Этот
вид перспективен для культивирования в пище�
вых целях благодаря высокому содержанию белка
и витаминов [1]. Кроме того, этот вид перспекти�
вен и в медицинских целях. Из плодовых тел P. sa�
jor�caju были выделены полисахариды ксилоглю�
кан и ксиланпротеин, обладающие противоопу�
холевой активностью [2]. Было также показано,
что водные экстракты плодовых тел P. sajor�caju
обладают антибактериальной и противоопухоле�
вой активностями [3], а также высокой антиокси�
дантной активностью [4]. Следует отметить, что
до сих пор точно не установлен таксономический
статус P. sajor�caju, плодовые тела которого мор�
фологически трудноотличимы от плодовых тел
P. pulmonarius. В связи с этим некоторые исследо�
ватели считают его отдельным видом [4, 5], другие
авторы – разновидностью P. pulmonarius var. sajor�
caju [6], третьи – температуроустойчивым штам�
мом P. pulmonarius [7]. Кроме того, некоторые
ученые отмечали различия в морфологии диких и
культивируемых штаммов P. sajor�caju [8–10].
Было показано, что некоторые коммерческие
штаммы, обозначенные как P. sajor�caju, были
определены ошибочно и относятся к виду P. pul�
monarius (Fr.) Quél. [11].

Традиционная систематика гименомицетов
(отдел Basidiomycota, класс Basidiomycetes, под�
класс Homobasidiomycetidae) издавна основыва�

лась на макроморфологических особенностях
плодовых тел, что, прежде всего, объяснялось
простотой их визуального выявления. Однако в
большинстве случаев трудно было показать, что ка�
кие�либо морфологические признаки, используе�
мые для разграничения (идентификации) видов,
действительно лежат в основе видообразования.

Совокупность недавних исследований биохими�
ческой генетики популяций и сравнительной гене�
тики вида заставляет признать, что процесс видооб�
разования, а тем более макроэволюция далеко не
всегда сводятся к простой замене аллелей уже суще�
ствующих генных локусов, и репродуктивная изо�
ляция не есть побочный продукт длительного про�
цесса дивергенции популяций. Напротив, репро�
дуктивная изоляция – важнейшее первичное
условие возникновения нового вида [12].

По этой причине все более актуальными ста�
новятся молекулярно�генетические методы ис�
следований при изучении биологии и таксоно�
мии высших базидиальных грибов. Целью данно�
го исследования было установить видовую
принадлежность культивируемого вида вешенки
P. sajor�caju на основе сравнительного молекуляр�
ного анализа ITS и IGS спейсерных последова�
тельностей кластера генов рРНК и проведения
генетического анализа половой совместимости
(скрещиваний) с видом P. pulmonarius. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали три штамма P. sajor�caju
(CS�32, Н�1 и Н�2) из разных источников проис�

ОБЩАЯ ГЕНЕТИКА

СЪЕДОБНЫЕ КУЛЬТИВИРУЕМЫЕ ГРИБЫ ВЕШЕНКИ Pleurotus sajor�caju 
И P. pulmonarius СХОДНЫ ПО МОРФОЛОГИИ, НО ЯВЛЯЮТСЯ 

САМОСТОЯТЕЛЬНЫМИ РЕПРОДУКТИВНО 
ИЗОЛИРОВАННЫМИ ВИДАМИ

© 2012 г.   А. А. Шнырева, А. Б. Сиволапова, А. В. Шнырева
Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, кафедра микологии и альгологии, Москва 119991

e�mail: ashn@mail.ru
Поступила в редакцию 02.04.2012 г.

Дифференциация двух близкородственных культивируемых видов вешенки, Pleurotus pulmonarius и
P. sajor�caju, проведена с помощью традиционных скрещиваний и анализа вариабельных ITS и IGS
последовательностей кластера рибосомальных генов. Молекулярный анализ по ITS и IGS последо�
вательностям не позволил четко разграничить морфологически сходные виды P. sajor�caju и P. pul�
monarius и подтвердить статус самостоятельного вида P. sajor�caju для исследуемых штаммов CS�32,
H�1, H�2. Анализ половой совместимости между гаплоидными тестерами штаммов анализируемых
видов в мон�мон скрещиваниях продемонстрировал, что виды P. pulmonarius и P. sajor�caju являются
репродуктивно изолированными и, следовательно, самостоятельными видами. 

УДК 575.174:582.287.238



ГЕНЕТИКА  том 48  № 11  2012

СЪЕДОБНЫЕ КУЛЬТИВИРУЕМЫЕ ГРИБЫ ВЕШЕНКИ 1261

хождения и штаммы близкородственных видов
P. pulmonarius и P. ostreatus, выделенные из при�
родных экотопов на территории Москвы и Мос�
ковской области. В филогенетическом анализе
были использованы также представители других
культивируемых видов рода Pleurotus – P. cornuco�
piae, P. calyptratus, P. eryngii и P. djamor. Описание
штаммов, использованных в работе, приведено в
табл. 1. 

Культивирование штаммов вешенки, выделе�
ние чистых мицелиальных дикариотических и
монобазидиоспоровых культур и скрещивания
проводили на сусло�агаре (150 мл пивного сусла,
850 мл воды, 20 г агара) в чашках Петри при 25°С.
При работе с природным материалом в случае необ�
ходимости в среду добавляли антибиотики в следу�
ющих концентрациях: фундазол – 100 мкг/л,
стрептомицин – 50 мкг/л. 

Для получения мицелиальной биомассы
штаммы культивировали в жидкой питательной
среде, содержащей 1% дрожжевого экстракта и

1% глюкозы, в стерильных условиях при 25°С, в
темноте.

В исследовании использовали дикариотиче�
ские мицелиальные культуры, выделенные из
свежесобранных плодовых тел, и монобазидио�
споровые гаплоидные изоляты, полученные из
споровых отпечатков, видов P. pulmonarius и P. sa�
jor�caju. Споровые отпечатки получали из зрелых
плодовых тел, помещая их в стерильные чашки
Петри при 100%�ной влажности. Монобазидио�
споровые (гаплоидные) изоляты получали рассевом
водной суспензии базидиоспор, полученных из
споровых отпечатков, на сусло�агаре (20–30 коло�
ний на чашку Петри); при появлении едва замет�
ных колоний их изолировали на чашки со свежей
питательной средой. Гомокариотичность ото�
бранных монобазидио�споровых изолятов под�
тверждали по отсутствию пряжек на мицелии при
микроскопировании. Дикариотический (функ�
ционально диплоидный) мицелий большинства
гомобазидиомицетов, в том числе и вешенки, ха�
рактеризуется наличием пряжек в местах клеточ�
ных септ.

Таблица 1. Список видов и штаммов вешенки, использованных в работе

Вид Штамм Источник происхождения/получения

P. sajor�caju

CS�32 Производственный штамм, Northwest Mycological Consultants, USA

H�1 (Amycel 3011) Производственный штамм, Plant Research Institute, University 
of Wageningen, Holland

H�2 (Champignon 29) То же

P. pulmonarius
06�1 Дикорастущий изолят, ЗБС МГУ, Московская область

14d То же

P. ostreatus

M�8 Дикорастущий изолят, г. Москва

M�9 То же

38d Дикорастущий изолят, Московская область

38k Моноспоровый изолят штамма 38d

H�8 (PC001�15) Производственный штамм, Plant Research Institute, University 
of Wageningen, Holland

H�9 (EP 57) То же

P. djamor
Z1 Выделен из производственного штамма, Россия

H�10 То же

P. eryngii

3�1 Производственный штамм, Корея

3�2 Выделен из производственного штамма, Россия

3�3 То же

H�6 (Le Lion PE) Производственный штамм, Plant Research Institute, University 
of Wageningen, Holland

P. cornucopiae H�14 Выделен из производственного штамма, Россия

P. calyptratus 
С�1 Дикорастущий изолят, г. Москва

С�2 То же
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Получение (выгонка) зрелых плодовых тел
в лабораторных условиях

Предварительно сваренное и cлегка просу�
шенное зерно пшеницы смешивали для разрых�
ления с мелом в количестве 1.5 г карбоната каль�
ция на 1 кг субстрата. Затем зерно помещали в
стеклянные колбы с ватной пробкой и стерилизо�
вали при 120°С в течение 30 мин. После охлажде�
ния колбы с зерном инокулировали мицелием и
помещали в термостат при 25°С, периодически
встряхивая для равномерного обрастания зерна.
Заросшее мицелием зерно служило инокуляци�
онным (посевным) материалом для последующей
выгонки плодовых тел. В качестве субстратов для
получения плодовых тел использовали лузгу, ко�
торую запаривали кипятком и оставляли на ночь.
Затем ее отжимали и для разрыхления добавляли
карбонат кальция в количестве 1–1.5 г на 1 кг луз�
ги. Далее субстрат весом 1 кг помещали в поли�
пропиленовые мешки и стерилизовали при 120°С
в течение одного часа. Затем эти мешки с субстра�
том инокулировали зерновым мицелием и инку�
бировали в термостате при температуре 25°С. После
полной колонизации субстрата мицелием откры�
тые мешки переносили в камеру с температурой
25–26°С и 10�часовым освещением. Камеру пе�
риодически увлажняли с помощью пульверизато�
ра и продували увлажненным воздухом. После
появления зрелых плодовых тел их срезали и по�
мещали в стерильные чашки Петри для получе�
ния споровых отпечатков. 

В некоторых случаях плодовые тела формиро�
вались непосредственно на дикариотическом ми�
целии, выращенном на чашках Петри с сусло�ага�
ром при 10�часовом периоде освещения. В этих
случаях стерильные споровые отпечатки получа�
ли непосредственно на крышке чашки Петри пу�
тем перевертывания чашки вверх дном.

Получение тестерных штаммов

Отбор гаплоидных тестеров типов спаривания
и определение факторов половой (гомогенной)
совместимости осуществляли согласно стандарт�
ным методикам [13, 14]. В типе у базидиомицетов
продуктом мейоза являются четыре гаплоидные
базидиоспоры, созревающие в массе на базидио�
мах (плодовых телах). Так как Pleurotus обладает
тетраполярной системой гомогенной несовме�
стимости, то для формирования дикариона необ�
ходимо слияние моноспоровых гаплоидных изо�
лятов, различающихся (гетероаллельных) по двум
А� и В�факторам (локусам) половой совместимо�
сти с множественными аллелями (AxBx, AyBy) (би�
полярный гетероталлизм) [15, 16]. Наличие регу�
лярных, хорошо заметных пряжек в районе кле�
точных септ является надежным критерием,
подтверждающим миграцию ядер между скрещи�

ваемыми гомокариотическими мицелиями с по�
следующим формированием дикариона (генети�
ческого диплоида). Появление пряжек на мице�
лии фактически указывает на фертильность
(половую совместимость) партнеров и их принад�
лежность к одному и тому же виду [15]. 

Выделение моноспоровых гаплоидных тесте�
ров, гетероаллельных по А� и В�факторам, прово�
дили следующим образом: 12 моноспоровых
культур скрещивали во всех возможных комбина�
циях на агаризованной питательной среде (по две
монобазидиоспоровые культуры помещали на
расстоянии 1.5–2 см друг от друга на чашке Пет�
ри). Результаты фиксировали спустя 10–14 дней
после начала инкубации, когда происходила ми�
грация ядер и формировалась четко выраженная
зона контакта противоположных мицелиев. В
полностью совместимых комбинациях (А#B#) зо�
на контакта не была дифференцирована, так же
как и при несовместимых комбинациях (А=В=),
но в последнем случае пряжки не формирова�
лись. Моноспоровые культуры, совместимые
только по фактору А (А#В=), формировали чет�
кую зону контакта в виде “барража” без пряжек, а
совместимые только по фактору В (А=В#) – зону
“прижатого” (flat) неконтактирующего мицелия
между взаимодействующими монокарионами.
Таким образом, в результате проведенных внут�
риштаммовых скрещиваний выделяли четыре
группы моноспоровых гаплоидных штаммов, ге�
тероаллельных по локусам половой совместимо�
сти, которые и служили в дальнейшем гаплоид�
ными тестерами половой совместимости (AxBx,
AyBy, AxBy, AyBx). Тестерным штаммом мог быть
любой штамм из каждой группы.

В работе использовали также гаплоидные
штаммы�тестеры вида P. pulmonarius (штамм О6�1)
из нашей коллекции. 

Выделение ДНК и проведение ПЦР

ДНК выделяли из свежего 7�суточного мице�
лия, выращенного на сусло�агаре на чашках Пет�
ри, согласно стандартной методике [17]. ПЦР
проводили в термоциклере Amply 4L (Биоком) в
общем объеме реакционной смеси 50 мкл, содер�
жащей 40–100 нг ДНК, 10 мМ Tris HCl (pH 8.3),
50 мМ КСl, 1.5 мM MgCl2, 50 мкМ каждого дезокси�
нуклеозидтрифосфата (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
15 пМ каждого из праймеров, 1–2 ед. Taq�поли�
меразы (Sileks M). ПЦР осуществляли в следую�
щем режиме: 5�минутная денатурация при 95°С с
последующими 30 циклами, каждый из которых
состоял из трех этапов – денатурации ДНК (60 с
при 94°С), отжига праймеров (60 с при 57°С) и
синтеза ДНК (120 с при 72°С), – с последующим
циклом в 10 мин при 72°С. Амплифицированные
фрагменты ДНК разделяли путем электрофореза
в 1.2%�ном агарозном геле в трис�ацетатном бу�
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фере с последующим окрашиванием бромистым
этидием [18]. В качестве маркеров длин фрагмен�
тов ДНК использовали GeneRuler 1 kb DNA Lad�
der (MBI Fermentas). В контрольные реакции
ДНК�матрицу не добавляли. Окрашенные гели
фотографировали в ультрафиолетовом свете.

Были использованы геноспецифичные прай�
меры на участки ITS (internal transcribed spacer,
внутренний транскрибируемый спейсер) и IGS
(internal gene spacer, внутренний генный спейсер)
областей кластера рибосомальных генов [19]. По�
следовательности праймеров:

ITS1 (прямой): 5'�TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G

ITS4 (обратный): 5'�TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC

ITS1�F (прямой): 5'�CTT GGT CAT TTA GAG
GAA GTA A

ITS4�B (обратный): 5'�CAG GAG ACT TGT
ACA CGG TCC AG

5sRNA (прямой): 5'�ATC AGA CGG GAT GCG
GT

LR20R (обратный): 5'�GTG AGA CAG GTT
AGT TTT ACC CT. 

Секвенирование ДНК и построение 
филогенетических деревьев

Ампликоны очищали с помощью набора “Вы�
деление ДНК из агарозных гелей на магнитных
частицах, покрытых SiO2” (Силекс М) или мето�
дом прямого осаждения смесью этанола с ацета�
том аммония. Количество необходимой для се�
квенирования ДНК�матрицы определяли визу�
ально в агарозном геле, нанося 10�кратные
разведения очищенных препаратов ДНК. В реак�
цию брали 30–40 нг ДНК�матрицы и 5 пМ соот�
ветствующего праймера. Секвенирование ДНК
проводили на базе ЦКП “Геном” (ИМБ РАН) с по�
мощью набора реактивов ABI PRISM® BigDyeTM

Terminator v. 3.1 с последующим анализом про�
дуктов реакции на автоматическом секвенаторе
Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer.

Для проведения процедуры множественных
выравниваний последовательностей ДНК (multi�
ple sequence alignments) и построения филогене�
тических деревьев использовали программы Bio�
Edit (v. 7.0.0) и MEGA 5.05 [20, 21]. Выравнивания
проводили по последовательностям, полученным
в результате ПЦР с праймерами на ITS и IGS об�
ласти. При построении филогенетических дере�
вьев были использованы также ITS и IGS после�
довательности видов Pleurotus, взятые из GenBank
(www.ncbi.nih.gov.org). Филогенетические деревья
строили по методу максимального правдоподо�
бия (maximum likelihood) для близкородственных
последовательностей, руководствуясь моделью
Jukes�Cantor. Редактирование отсеквенирован�

ных нуклеотидных последовательностей и полу�
чение консенсусных последовательностей прово�
дили в программе BioEdit (v. 7.0.0) [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфология плодовых тел культивируемых видов 
вешенки Pleurotus pulmonarius и P. sajor�caju 

В ходе эксперимента при выгонке плодовых
тел в лабораторных условиях наблюдали две вол�
ны плодоношения штамма CS�32 P. sajor�caju –
на 10�е и 22�е сутки после помещения мешков с
мицелием в камеру для культивирования. Для
двух других штаммов P. sajor�caju – Н�1 и Н�2 –
споровые отпечатки получали из плодовых тел
непосредственно на чашках Петри.

Исходя из описания Стейметса [22], вид P. sa�
jor�caju отличается от P. pulmonarius наличием
тонкого кольца на ножке плодового тела, однако
коммерческие штаммы, культивируемые в лабо�
раторных условиях, часто не имеют этого призна�
ка, что делает их практически неотличимыми от
штаммов вида P. pulmonarius [16]. Полученные на�
ми плодовые тела также не имели кольца на нож�
ке. Исследуемый штамм CS�32 P. sajor�caju фор�
мировал мясистые плодовые тела на выраженной
светлой эксцентрической ножке и с шляпкой се�
рого цвета; средний вес плодового тела составил
35.9 ± 2.02 г. Длина ножки составила в среднем 4.6 ±
± 1.5 см, диаметр шляпки – 6.4 ± 2.1 см. Споро�
вые отпечатки от полученных базидиом были
светло�лилового цвета. Данное описание плодо�
вых тел совпадает с таковым для вида P. pulmonar�
ius: шляпка 4–9 см в диаметре, языковидная, вы�
пуклораспростертая, белая, иногда с сероватым
или палевым оттенком; пластинки нисходящие;
ножка эксцентрическая или боковая 2–4 см дли�
ной, цилиндрическая, белая, гладкая [23]. Коло�
нии, сформированные дикариотическим мице�
лием на чашках Петри, также были сходны по
морфологии: колонии белого цвета, пушистые, с
хорошо развитым воздушным мицелием и замет�
ными концентрическими зонами прироста, с
нижней поверхности (со дна чашки Петри) без
видимой пигментации. Таким образом, по мор�
фологии плодовых тел и культурально�морфоло�
гическим признакам разделение видов P. sajor�ca�
ju и P. pulmonarius оказалось затруднительным.

Молекулярная идентификация вида P. sajor�caju
на основе ITS и IGS последовательностей

кластера генов рРНК

В данной работе для разделения сходных по
морфологии видов вешенки P. sajor�caju и P. pul�
monarius был использован также биоинформати�
ческий подход – проведен сравнительный анализ
штаммов грибов на основе спейсерных последо�
вательностей (ITS и IGS) кластера генов рРНК. В
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настоящее время использование кластера генов
рРНК является универсальным методом грибной
таксономии и молекулярной идентификации ви�
дов грибов. Большинство филогенетических ана�
лизов в царстве грибов сделано на основе класте�
ра рибосомальных генов [24]. В кластере помимо
консервативных последовательностей структур�
ных генов 5.8S, 18S и 28S рРНК имеются более ва�
риабельные транскрибируемые спейсерные участ�
ки (ITS и IGS), накопление изменений (точковых
мутаций) по которым идет гораздо быстрее. По�
этому различные локусы рРНК кластера могут
быть использованы для разделения таксономиче�
ских групп грибов различного уровня (внутриви�
дового, видового, родового и т.д.). Высоковариа�
бельные спейсерные последовательности чаще
всего используют для молекулярной идентифика�
ции видов и подтверждения видового статуса гри�
бов путем проведения сравнений с соответствую�
щими базами данных из GenBank.

В результате секвенирования ITS и IGS обла�
стей штаммов P. sajor�caju и P. pulmonarius были
прочтены последовательности длиной 680 пн и
765 пн соответственно. Полученные последова�
тельности были сопоставлены с аналогичными
последовательностями из GenBank. Следует от�
метить, что в электронной базе имеется достаточ�
но большое количество аналогичных последова�
тельностей для исследуемых нами видов. Однако
проведенная процедура выравнивания отсекве�
нированных ITS и IGS последовательностей ис�
следуемых штаммов P. sajor�caju CS�32, H�1, H�2
с последующими множественными сравнениями
с базами данных из ГенБанка не позволила на�
дежно подтвердить видовой статус данных штам�
мов. В ГенБанке происходило выравнивание ис�
следуемых нами штаммов вешенки P. sajor�caju в
равной степени как с последовательностями P. sa�
jor�caju, так и с последовательностями P. pulmo�
narius. 

Были обнаружены лишь единичные точковые
замены нуклеотидов по двум позициям в ITS по�
следовательности и по трем позициям в IGS обла�
сти. Процедура выравнивания последовательно�
стей показала 99%�ную гомологию между анали�
зируемыми ITS и IGS последовательностями
штаммов P. sajor�caju и таковыми, депонирован�
ными в GenBank под видовыми названиями
P. pulmonarius и P. sajor�caju, причем в списке оба
вида были представлены в равных долях, что на�
шло отражение и на кладограмме (рис. 1). В фи�
логенетический анализ помимо последователь�
ностей штаммов P. sajor�caju (CS�32, H�1 и H�2)
были взяты последовательности близкородствен�
ных видов P. pulmonarius, P. ostreatus, P. calyptratus,
P. cornucopiae, P. djamor и P. eryngii из коллекции
кафедры, а также последовательности данных ви�
дов из GenBank. Как видно из кладограммы,
штаммы видов P. sajor�caju и P. pulmonarius сфор�

мировали общий кластер, не дифференцирован�
ный по видовой принадлежности. Другие виды
вешенки – P. ostreatus, P. calyptratus, P. djamor,
P. cornucopiae и P. eryngii – сформировали обособ�
ленные кластеры, соответствующие данным ви�
дам. Филогенетический анализ ITS и IGS после�
довательностей только 20 штаммов из нашей кол�
лекции (табл. 1) также не позволил разделить
виды P. sajor�caju и P. pulmonarius (рис. 2). 

Таким образом, в результате проведенного фи�
логенетического анализа нам не удалось четко
разграничить виды P. sajor�caju и P. pulmonarius,
т.е. провести молекулярно�генетическую диффе�
ренциацию между видами. Молекулярный ана�
лиз по ITS и IGS последовательностям не позво�
лил четко подтвердить видовую принадлежность
исследуемых штаммов CS�32, H�1, H�2. Поэтому
на следующем этапе были проведены половые
скрещивания штаммов CS�32, H�1, H�2 между
собой и с тестерами половой совместимости вида
P. pulmonarius c целью анализа присутствия ре�
продуктивных барьеров (репродуктивной изоля�
ции, или нескрещиваемости) между штаммами
данных видов. 

Анализ половой совместимости между штаммами 
P. cajor�caju и P. pulmonarius

Грибы рода Pleurotus, как и многие другие го�
мобазидиальные шляпочные грибы, характеризу�
ются гапло�дикариотическим жизненным цик�
лом, основанным на чередовании двух фаз: дика�
риотической (функционально диплоидной) –
представленной мицелием с формирующимися
на нем плодовыми телами, и гаплоидной – пред�
ставленной гаплоидными базидиоспорами, обра�
зующимися на гимении плодовых тел в результа�
те мейоза. Гаплоидные базидиоспоры прорастают
в гаплоидный монокариотический мицелий, ко�
торый способен сливаться (анастомозировать) с
другим таким же монокариотическим мицелием
при условии, если гаплоидные ядра отличаются
аллелями локусов половой совместимости. В ре�
зультате слияния гаплоидных мицелиев форми�
руется фертильный дикарион, способный произ�
водить плодовые тела. Генетический контроль по�
ловой совместимости, как уже было сказано выше,
осуществляется двумя несцепленными локусами А
и В с множественными аллелями [14, 16].

В случае полной половой совместимости меж�
ду гаплоидными штаммами происходит форми�
рование фертильного дикариотического мицелия
(дикариона) с последующим плодоношением.
Отсутствие дикариотизации при скрещивании
монобазидиоспоровых (гаплоидных) штаммов,
полученных из базидиоспор (споровых отпечат�
ков), свидетельствует о том, что данные штаммы
либо являются генетически идентичными клона�
ми, имеющими идентичные аллели локусов по�



ГЕНЕТИКА  том 48  № 11  2012

СЪЕДОБНЫЕ КУЛЬТИВИРУЕМЫЕ ГРИБЫ ВЕШЕНКИ 1265

ловой совместимости, либо принадлежат различ�
ным интерстерильным группам (репродуктивно
изолированным биологическим видам). Крите�
рий скрещиваемости широко применяется в си�
стематике базидиомицетов, основным способом
репродукции которых является половое размноже�
ние базидиоспорами мейотического происхожде�

ния [15, 16]. Многочисленные тесты на половую
совместимость показали, что барьеры интерсте�
рильности большинства видов презиготические и
почти всегда непреодолимые, хотя известны при�
меры частичной интерстерильности или гибри�
дизации у базидиомицетов [14, 15]. Именно кри�
терий нескрещиваемости, или репродуктивной
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Рис. 1. Дендрограмма сходства между штаммами видов Pleurotus, построенная на основе ITS и IGS последовательно�
стей. Треугольниками помечены штаммы, секвенирование последовательностей которых проводили в данной работе;
остальные последовательности были взяты из GenBank (номера последовательностей в GenBank представлены). Циф�
ры на ветвях указывают значения бутстрепа (в %).
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изоляции является основным в концепции био�
логического вида.

Для штаммов P. sajor�caju CS�32, H�1 и H�2 с
помощью монобазидиоспорового рассева были
получены по 12 сестринских монокариотических
гаплоидов, которые были скрещены друг с другом
во всех возможных комбинациях, в результате чего
для каждого штамма были получены четыре группы
гаплоидных тестеров, гетероаллельных по локусам
половой совместимости (табл. 2). При внутриштам�
мовых скрещиваниях сестринских гаплоидов на�
блюдали три типа взаимодействия контактирую�
щих мицелиев: сращивание мицелиев без видимой
границы между ними; образование небольшого ми�
целиального валика – барража – в зоне контакта
мицелиев (в случае одинаковых аллелей по локусу В
половой совместимости); flat�реакция – менее
плотный слой мицелия в зоне контакта (в случае
одинаковых аллелей по локусу А) [13]. Таким об�

разом, наблюдая различные фенотипы в зоне
контакта скрещиваемых сестринских монокарио�
нов, нам удалось определить аллели локусов поло�
вой совместимости тестерных штаммов (табл. 2).

Далее полученные тестеры штаммов P. sajor�
caju были скрещены с имеющимися в нашей кол�
лекции гаплоидными тестерами вида P. pulmonar�
ius. Результаты мон�мон скрещиваний (монокари�
он�монокарион) между гаплоидными тестерами
P. sajor�caju и P. pulmonarius представлены в табл. 3.
Во всех 16 комбинациях при скрещивании четы�
рех гаплоидных тестеров штамма CS�32 P. sajor�
caju c четырьмя тестерами P. pulmonarius (штамм
О6�1) не наблюдали формирования фертильного
дикариотического мицелия с пряжками, что сви�
детельствует о том, что между данными видами –
P. sajor�caju и P. pulmonarius – существует репро�
дуктивная изоляция. Аналогичные результаты
были получены в скрещиваниях гаплоидных те�
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Рис. 2. Дендрограмма сходства между изучаемыми штаммами видов Pleurotus, построенная на основе ITS и IGS после�
довательностей. Цифры на ветвях указывают значения бутстрепа (в %).
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стеров штаммов H�1 и H�2 с тестерами P. pulmo�
narius. Во всех мон�мон скрещиваниях между
штаммами CS�32, H�1 и H�2, принадлежащими
виду P. sajor�caju, всегда происходило образова�
ние фертильного дикариотического мицелия с
пряжками. Значит, исследуемые штаммы CS�32,
H�1 и H�2 принадлежат самостоятельному виду
P. sajor�caju, который демонстрирует репродук�
тивную изоляцию (нескрещиваемость) со сход�
ным по морфологии близкородственным видом
P. pulmonarius. 

ОБСУЖДЕНИЕ

При секвенировании наиболее вариабельных
участков в кластере рибосомальных генов – ITS и
IGS последовательностей – нам не удалось полу�
чить однозначный ответ о видовой принадлежно�
сти корейского штамма CS�32 P. sajor�caju, а так�
же двух голландских штаммов H�1 и H�2. Прояс�
нить ситуацию о видовом статусе данных штаммов
мы смогли только после проведения классиче�
ских скрещиваний гаплоидных тестеров, которые
позволили продемонстрировать наличие репро�
дуктивного барьера с видом P. pulmonarius. Поэто�

му можно сделать заключение об ограничениях
применения исключительно молекулярных мето�
дов в диагностике видов. Необходимо применять
комплексный подход, сочетающий в себе молеку�
лярные критерии и генетический критерий скре�
щиваемости. 

Следует заметить, что анализ родства на моле�
кулярном уровне не всегда позволяет получить
однозначный ответ о видовом статусе изучаемых
грибов. Это связано с тем, что, помимо огромного
разнообразия морфологических форм и чрезвы�
чайной пластичности, грибы демонстрируют раз�
нообразие форм размножения, разнообразие
жизненных циклов и ядерных статусов: грибы
могут существовать в гаплоидной, диплоидной,
дикариотической фазах [24, 25]. Ввиду всего этого
разнообразия и возникли концепции морфологи�
ческого, биологического и молекулярного видов.
Концепция морфологического вида основывает�
ся на традиционных фенетических подходах, а
именно на сравнении видимых морфологиче�
ских, реже физиолого�биохимических признаков.
В основе концепции биологического вида лежит
критерий репродуктивной изоляции. Согласно
этой концепции, вид – это группа свободно скре�

Таблица 2. Получение монокариотических гаплоидных тестеров для штаммов P. sajor�caju

Дикариотиче�
ский родитель�

ский штамм

Гаплоидные 
тестеры 

Аллели локусов 
половой совме�

стимости
Половая совместимость с аллелями

CS�32

m2 m8 m12 m14

А1В1 А1В2 А2В1 А2В2

m2 А1В1 – – – +

m8 А1В2 – –  + – 

m12 А2В1 – + – –

m14 А2В2 + – – –

Н�1

m5 m7 m8 m10

А3В3 А3В4 А4В3 А4В4

m5 А3В3 –  – – +

m7 А3В4 – – + –

m8 А4В3 – + –  –

m10 А4В4 + – – –

Н�2

m6 m7 m9 m11

А5В5 А5В6 А6В5 А6В6

m6 А5В5 – – – +

m7 А5В6 –  – + –

m9 А6В5  – + – –

m11 А6В6 + – – –

Примечание. “+” – половая совместимость (дикариотизация и образование пряжек); “–” – несовместимость.
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щивающихся организмов, дающих жизнеспособ�
ное потомство, и репродуктивно изолированных от
других таких же групп [12, 26]. Молекулярные виды
дифференцируют на основе молекулярных при�
знаков, и на филограммах молекулярные виды
группируются в отдельные кластеры. В царстве
грибов ввиду вышеупомянутых особенностей
совпадение этих трех концепций не всегда дости�
жимо. Концепция биологического вида является
наиболее приемлемой для базидиальных грибов,
основным способом размножения которых явля�
ется половое воспроизведение [27, 28].

В нашем исследовании оба анализируемых ви�
да вешенки, P. sajor�caju и P. pulmonarius, по дан�
ным секвенирования ITS и IGS последовательно�
стей продемонстрировали максимальное сход�
ство (практически полную идентичность). Было
отмечено также сходство между двумя видами по
макроморфологическим признакам плодовых
тел, что собственно и внесло некую путаницу в
трактовку видовой идентичности культивируе�
мых штаммов P. sajor�caju. Однако, несмотря на
сходство морфологии и спейсерных последова�

тельностей рДНК, P. sajor�caju и P. pulmonarius,
как было показано в скрещиваниях, являются
разными видами. Вероятно, репродуктивная изо�
ляция, сопровождаемая установлением генетиче�
ских барьеров, препятствующих скрещиваниям,
происходит быстрее видимой морфологической
дифференциации между близкородственными
видами. Подобная ситуация для грибов рода Pleu�
rotus уже была отмечена ранее [15]. В нашей рабо�
те при сравнении двух сходных по морфологии
видов вешенки P. pulmonarius и P. ostreatus также
было показано существование полной репродук�
тивной изоляции [29]. Поэтому у ряда гомобази�
диомицетов морфологическую дифференциацию
(если таковая наблюдается) можно рассматривать
как второй шаг в дивергенции (расхождении) ви�
дов, который следует за генетической изоляцией.

Таким образом, анализ половой совместимо�
сти с помощью метода мон�мон скрещиваний по�
казал, что виды P. pulmonarius и P. sajor�caju, не�
смотря на сходную морфологию базидиом, явля�
ются разными видами. 

Таблица 3. Мон�мон скрещивания между гаплоидными тестерами видов  P. sajor�caju и P. pulmonarius

Гомокариотические тестер�
ные штаммы

CS�32 H�1 H�2

m2 m8 m12 m14 m5 m7 m8 m10 m6 m7 m9 m11

A1B1 A1B2 A2B1 A2B2 A3B3 A3B4 A4B3 A4B4 A5B5 A5B6 A6B5 A6B6

P
. s

aj
or

�c
aj

u

CS�32 m2 A1B1 –  –  – +

m8 A1B2 –  – + –

m12 A2B1 – + –  –

m14 A2B2 + –  – –

H�1 m5 A3B3 + + + + – –  – +

m7 A3B4 + + + + –  – + –

m8 A4B3 + + + + – + –  –

m10 A4B4 + + + + + – –  –

H�2 m6 A5B5 + + + + + + + + –  – – +

m7 A5B6 + + + + + + + + –  – + –

m9 A6B5 + + + + + + + + – + – –

m11 A6B6 + + + + + + + + + –  –  –

P
. p

ul
m

on
ar

iu
s O6�1 m1 AxBx – –  – – – – –  – –  –  – –

m6 AyBy – –  – – – –  –  –  –  –  – –

m8 AyBx –  –  –  – –  –  – –  –  – – –

m11 AyBy –  –  –  –  – – –  – – – –  –

Примечание. “+” – половая совместимость (дикариотизация и образование пряжек); “–” – несовместимость.
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Отсеквенированные ITS последовательности
видов Pleurotus были депонированы в GenBank
(www.ncbi.nih.gov) под следующими номерами:
JQ814757, JQ837470–JQ837488.

Авторы благодарят А. Соненберга и И. Баарса из
университета Вагенингена (Голландия) за предо�
ставленные коммерческие штаммы вешенки.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант 06�04�08161). 
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The Commercially Cultivated Edible Oyster Mushrooms Pleurotus sajor�caju
and P. pulmonarius Are Two Separate Species, Similar in Morphology

but Reproductively Isolated

A. A. Shnyreva, A. B. Sivolapova, and A. V. Shnyreva
Department of Mycology and Algology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

e�mail: ashn@mail.ru

Two closely related commercially cultivated oyster mushroom species, Pleurotus pulmonarius and P. sajor�caju
have been differentiated by traditional mating experiments as well as analysis of the variable ITS and IGS se�
quences of the ribosomal gene cluster. Molecular analysis of the variable ITS and IGS regions has allowed
neither reliable differentiation between the morphologically similar species P. pulmonarius and P. sajor�caju
nor confirmation of species identity of the P. sajor�caju strains CS�32, H�1, and H�2. Analysis of the sexual
(mating) compatibility between haploid tester strains of these two species in monokaryon–monokaryon mat�
ing experiments has demonstrated complete reproductive isolation between P. pulmonarius and P. sajor�caju,
thereby confirming that these are separate species. 
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