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ВВЕДЕНИЕ 

Макромицеты — представители группы грибов, формирующие 

плодовые тела (спорокарпы), которые можно различить невооруженным 

глазом, а также дать их первичное описание, не используя оптические 

инструменты. Это сборная группа, включающая в себя представителей 

отделов Ascomycota и Basidiomycota (Wessels, 1993; Lodge et al., 2004; 

Mueller et al., 2007).  

Плодовые тела макромицетов являются богатым источником микро- и 

макроэлементов, протеинов и углеводов при низком содержании жиров, с 

чем связано их широкое применение в пищевой промышленности (Ahlawat et 

al., 2016; Vetter, 2019). Спорокарпы культивируемых макромицетов богаты 

минеральными соединениями, в частности, калием, фосфором, железом, 

цинком, медью и селеном. В плодовых телах макромицетов отмечают 

высокое содержание витамина В1, рибофлавина (витамин B2), ниацина 

(витамин PP) и производных фолиевой кислоты, находящееся на уровне 

свежих овощей, яиц и сыра (Mattila et al., 2001; Furlani, Godoy, 2008). 

Содержание микроэлементов в спорокарпах промышленно выращиваемых 

макромицетов сильно отличается, в зависимости от видовой 

принадлежности. Так, концентрация селена в плодовых телах Pleurotus 

ostreatus (Jacq.) P. Kumm. и Lentinula edodes (Berk.) Pegler ниже в 20 и 80 раз, 

соответственно, чем у Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach, при более 

высоком содержании цинка (Furlani, Godoy, 2008).  

К наиболее изученным макромицетам относят промышленно 

культивируемые виды. На сегодняшний день, к самым распространённым 

видам культивируемых макромицетов, составляющим 82 % от общего 

объема выращенных плодовых тел, относят: Agaricus bisporus, Auricularia 

auricula-judae (Bull.) Quél., Cyclocybe cylindracea (DC.) Vizzini & Angelini, 

Flammulina velutipes (Curtis) Singer, Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst., 

Hericium erinaceus (Bull.) Pers., Pleurotus eryngii (DC.) Quél., P. ostreatus, 

Lentinula edodes, Volvariella volvacea (Bull.) Singer (Chang, 1999; Rai, 2004; 
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Vetter, 2019). По данным Продовольственной и Сельскохозяйственной 

Организации ООН на август 2019 года, объем мирового производства 

плодовых тел макромицетов составил 20,85 млн метрических тонн. Лидером 

в культивировании макромицетов является Китай (Rai, 2004; Atila, 2017), в 

2019 году производивший 86 % от общего объема выращенных грибов в 

мире (FAO, 2019). 

Макромицеты обладают значительным потенциалом для 

использования в фармацевтической промышленности, производстве 

активных соединений, применяемых в лечебной практике. Например, 

плодовые тела штаммов вида Agaricus bisporus являются источником 

незаменимых, условно незаменимых и заменимых аминокислот, в частности, 

аргинина, используемого в ряде пищевых добавок, применяемых в рационе 

больных онкологическими заболеваниями (Kalač, 2012; Muszyńska et al., 

2017; Jahani et al., 2018). Аминокислотный состав белков A. bisporus сравним 

с животными белками, что, предположительно, позволит снизить 

потребление мясных продуктов в рационе (Atila et al., 2017). Помимо 

высокого содержания аминокислот, плодовые тела A. bisporus аккумулируют 

галактоманнан, α-глюкан и β-глюкан, которые обладают 

иммуностимулирующим и противоопухолевым действием. Отмечается 

высокое содержание фенольных соединений, в частности, токоферольной 

группы (в совокупности – витамин Е), для которых показан антиоксидантный 

эффект. Помимо токоферолов, спорокарпы шампиньона двуспорового 

формируют такие соединения как галловая кислота, протокатеховая кислота, 

мирицетин, обладающие сильным антиоксидантным действием (Liu et al., 

2013; Semwal et al., 2016; Gąsecka et al., 2018; Jiang et al., 2019). 

Иммуномодулирующий эффект экстрактов из плодовых тел Ganoderma 

lucidum обуславливается стимулированием Т-клеток, NK-клеток и 

макрофагов (Pillai et al., 2008; Sanodiya et al., 2009; Smina et al., 2016). 

Продуцируемые активные соединения обладают иммуномодулирующим, 

противоопухолевым, радиопротекторным, антидиабетическим и 
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гепатопротекторным действием (Zhao et al., 2010; Ma et al., 2015; González et 

al., 2020; Hu et al., 2020). Полисахариды G. lucidum обладают 

противораковым действием, сдерживая развитие саркомы 180 (Wasser, Weis, 

1999; Liu et al., 2002). Спектр аккумулируемых тритерпеноидных соединений 

показал цитотоксичность по отношению к раковым клеткам, сдерживая их 

пролиферацию и вызывая апоптоз (Li et al., 2005; Tang et al., 2006; Xia et al., 

2020). Герицерон, еринакол и еринацин, соединения, продуцируемые 

Hericium erinaceus, обладают иммуномодулирующим, антиоксидантным, 

противовоспалительным и гипогликемическим действием, оказывающие 

тонизирующее влияние на центральную нервную систему, снижая общую 

утомляемость организма (Wang et al., 2004; Wang et al., 2005; Nagano et al., 

2010; Liu et al., 2015; Li et al., 2018). Для видов H. americanum Ginns и H. 

coralloides (Scop.) Pers. также показано образование фенольных соединений, 

обладающих антиоксидантным действием (Kim et al., 2018; Atila, 2019). Виды 

рода Pleurotus известны как продуценты соединений, обладающих 

антибиотической, иммуномодуляторной, противоопухолевой, 

антиоксидантной, противовоспалительной и антивирусной активностью 

(Gregori et al., 2007; Yang et al., 2013; Ma et al., 2014). Экстракты плодовых 

тел P. ostreatus и P. pulmonarius (Fr.) Quél. обладают высокой 

цитотоксичностью по отношению к клеткам PC-3 рака простаты, клеткам 

MCF-7 рака молочной железы, HT-29 рака кишечника, подавляя их 

пролиферацию путем нарушения клеточного цикла на стадии G0/G1, что 

приводит к раннему апоптозу (Khan, Tania, 2012; Patel et al., 2012; 

Deepalakshmi, Sankaran, 2014). На сегодняшний день, в медицинской 

практике применяют ряд препаратов, созданных на основе биоактивных 

соединений макромицетов, к которым относят лентинан, ганодерную 

кислоту, герицерон и др. 

Помимо применения в различных отраслях биотехнологического 

производства, базидиальные макромицеты представляются перспективными 

для использования в мероприятиях по биоремедиации экосистем, для 
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которых характерно сильное антропогенное воздействие (Deshmukh et al., 

2016). С наращиванием темпов химического производства и обработки 

нефтепродуктов целесообразным является изучение биоремедиационного 

потенциала макроскопических базидиомицетов в отношении широкого 

спектра ксенобиотиков, к которым относят различные алифатические и 

полициклические углеводороды, нефть и продукты ее переработки и др. 

Ксилосапротрофные базидиомицеты показали способность к деградации ряда 

полициклических соединений, синтетических красителей и пестицидов 

(Eggen, Majcherczyk, 1998; Purnomo et al., 2011; Balaeş et al., 2013; Lladó et al., 

2013; Rodríguez-Rodríguez et al., 2013; Rosales et al., 2013; Balaeş et al., 2014). 

Помимо этого, отмечена способность разлагать различные алифатические 

углеводороды и полифенольные соединения (Marco-Urrea et al., 2006; Marco-

Urrea et al., 2009; Ntougias et al., 2015; Young et al., 2015; Kulikova et al., 2016). 

Важную роль в деградации содержащихся в почве ксенобиотических 

соединений играет ассоциация ксилосапротрофных макромицетов с 

бактериальной микрофлорой (Baldrian, 2008b; Pozdnyakova et al., 2008; 

Zanaroli et al., 2010; Liu et al., 2017; Turkovskaya, Pozdnyakova, 2018). 

Изучение аспектов физиологии, биохимии и морфологии 

макромицетов подразумевает наличие рабочих, поддерживаемых в 

жизнеспособном состоянии, коллекций штаммов чистых культур различных 

видов, которые должны не только оставаться жизнеспособными после 

длительных периодов хранения, но и сохранять репродуктивную 

способность, морфолого-культуральные и биохимические свойства (скорость 

роста, морфология, продукция метаболитов и т.д.) (Белова и др., 2005). Это 

относится не только к учебным и научным коллекциям, коллекциям на 

пищевых и биотехнологических производствах, но и к проектам по 

сохранению видов, находящихся под угрозой исчезновения. Использование 

макромицетов в хозяйственной деятельности представляет собой уникальный 

по своей структуре и сложности производственный комплекс, основой 

которого является поддерживаемая и регулярно обновляемая коллекция 
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штаммов чистых культур. На сегодняшний день, в коллекциях чистых 

культур с той или иной степенью успешности применяется широкий спектр 

методов хранения, включающий в себя группу протоколов хранения на 

агаризованных средах и в замороженном состоянии (Озерская, 2012). 

Используемые методы были изначально разработаны для видов 

микромицетов, способных к формированию покоящихся стадий, крайне 

устойчивых к неблагоприятным условиям хранения (замораживание, 

высушивание, длительные периоды покоя и т.д.) (Красильников, 1967; 

Castellani, 1963; Hwang, 1960). В связи с тем, что у большинства 

макромицетов в культуре не формируются структуры бесполого 

спороношения и на хранение помещается активно растущий мицелий, не 

обладающий соответствующими адаптациями к стрессовым условиям, 

стандартные протоколы часто бывают не оптимальными, что в значительной 

степени ограничивает спектр видов, которые могут успешно переживать 

хранение. В связи с этим, необходимым представляется оценка 

эффективности применяемых методов в сохранении жизнеспособности, 

физиологических и биохимических свойств штаммов, разработка новых 

протоколов хранения и адаптация имеющихся под новые группы видов 

(Smith, 1998; Nakasone et al., 2004; Singh et al., 2004a; Bisko et al., 2018; Linde 

et al., 2018). 

Ввиду высокого биотехнологического и биоремедиационного 

потенциала макромицетов, селекции новых штаммов, создания современных 

производственных комплексов, необходимым является изучение влияния 

разных методов хранения на способность культур макромицетов сохранять 

свою жизнеспособность, формировать плодовые тела, продуцировать 

активные соединения в объемах, соответствующих значениям до помещения 

на хранение (Field et al., 1993; Reid, Paice, 1994; Sánchez, 2009; Albu et al., 

2020). 
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Цель работы — сравнительное изучение влияния различных методов 

хранения чистых культур на комплекс морфолого-культуральных признаков 

и физиологические характеристики макромицетов. 

Задачи: 

1. Создание рабочей коллекции штаммов макромицетов различных 

эколого-трофических и таксономических групп; 

2. Сравнительное зучение влияния различных методов хранения на 

жизнеспособность и морфолого-культуральные характеристики 

чистых культур макромицетов; 

3. Исследование влияния различных криопротекторов в протоколах 

криохранения на морфолого-культуральные характеристики 

чистых культур макромицетов; 

4. Оценка влияния использования субстратов-носителей в 

протоколах криохранения на морфолого-культуральные 

характеристики чистых культур макромицетов; 

5. Изучение влияния различных методов хранения на 

эндоглюканазную активность чистых культур макромицетов. 

Объект исследования. Объектом исследования были штаммы 

базидиальных и сумчатых макромицетов из различных таксономических и 

эколого-трофических групп, выделенные на территории Российской 

Федерации. 

Научная новизна. Впервые проведён анализ влияния различных 

методов хранения, субстрат-носителей и криопротекторов на морфологию и 

физиологию мицелия выбранных видов макромицетов. Впервые показано, 

что морфолого-культуральные и физиологические характеристики 

отобранных видов макромицетов, принадлежащих к разным эколого-

трофическим группам, зависят от методов хранения, используемых 

криопротекторных соединений и субстрат-носителей. Выявлена связь между 

принадлежностью к эколого-трофическим группам и способностью штаммов 

сохранять физиологическую и биохимическую активность после периодов 
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хранения. Впервые было показано, что культуры Auricularia auricula-judae, 

Flammulina rossica, Pleurotus ostreatus способны сохранять свою 

жизнеспособность после хранения в сублимированном состоянии. Получены 

первые данные об эндоглюканазной активности после периода хранения для 

17 видов макромицетов. Впервые получены данные о морфолого-

культуральных и физиологических характеристиках вида Sarcosoma 

globosum. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Анализ 

полученных данных позволил определить влияние общепринятых в 

микологических исследованиях и модифицированных методов хранения на 

морфологию и физиологию культур, эндоглюканазную активность штаммов 

макромицетов, не способных к формированию покоящихся стадий в 

культуре. Разработаны авторские модификации методов криохранения. 

Применяемые модификации протоколов криохранения и рекомендации по 

хранению чистых культур могут быть использованы в учебных, 

исследовательских и промышленных коллекциях штаммов. 

По итогам работы значительно увеличена коллекция штаммов 

макромицетов кафедры микологии и альгологии биологического факультета 

МГУ, являющаяся частью депозитария живых систем «Ноев ковчег» и 

включённая в электронную базу данных World Data Centre for 

Microorganisms. Ваучерные гербарные образцы плодовых тел переданы на 

хранение в гербарий Ботанического института им. В.Л. Комарова Российской 

академии наук (БИН РАН, г. Санкт-Петербург). 

На основе материалов из коллекции макромицетов на кафедре 

микологии и альгологии проходят практические занятия по курсу 

«Биологические основы промышленного культивирования макромицетов в 

пищевых и медицинских целях». Разработаны рекомендации по хранению 

штаммов макромицетов. 

Личный вклад автора. Личный вклад автора присутствует на 

каждом этапе выполнения диссертации и заключается в сборе и обработке 
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материалов (плодовые тела макромицетов), выделении чистых культур 

макромицетов, их идентификации (с использованием морфологических и 

молекулярно-генетическим методов), помещению на хранение различными 

методами, изучению морфолого-культуральных и физиологических 

характеристик штаммов, измерению эндоглюканазной активности, 

статистической обработке и обобщении результатов, написании статей и 

тезисов, представлении результатов работы на конференциях, 

поддерживании и расширении коллекции чистых культур. 

Методология и методы исследования. В работе использовали как 

классические, так и современные методы исследования. К первым относили 

методы изучения морфолого-культуральных и ростовых характеристик 

штаммов, ко вторым — спектрофотометрические методы исследования 

ферментативной активности. 

Положения, выносимые на защиту.  

1. Методы хранения чистых культур макромицетов 

видоспецифичны. Целесообразным является поиск оптимальных 

методов хранения для каждого отдельного вида. 

2. Ксилосапротрофные макромицеты лучше сохраняют 

физиологическую активность в процессе хранения, в том числе и 

в сублимированном состоянии. 

Степень достоверности и апробация результатов. Достоверность 

полученных результатов обеспечивается выбором проверенных методов 

исследования, проведением экспериментов на современном оборудовании, 

большим объемом материала и публикацией научных статей в 

рецензируемых журналах. 

Основные положения и материалы работы были доложены на 3 

всероссийских и международных конференциях: Всероссийская научная 

конференция, посвящённая 105-летию кафедры ботаники и генетики 

растений ПГНИУ и памяти заслуженных профессоров ПГНИУ В. А. 

Верещагиной и Е. И. Демьяновой (Пермь, 2022), Всероссийская конференция 
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«Коллекции как основа изучения генетических ресурсов растений и грибов» 

(Санкт-Петербург, 2022), XI Международная конференция "Проблемы 

лесной фитопатологии и микологии" (Петрозаводск, 2022). 

По материалам диссертации опубликовано 8 печатных работ, из 

которых 5 — статьи в журналах, индексируемых РИНЦ и Scopus, и 3 — 

тезисы и материалы конференций. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

Штаммы является основой для любого биотехнологического 

производства. Для их успешного применения, необходимым является 

создание коллекций, в которых поддерживается жизнеспособность штаммов 

и их биологические характеристики (способность продуцировать 

биоактивные соединения, плодовые тела и т.д.). 

На сегодняшний день, применяется широкий спектр методов хранения 

чистых культур макромицетов, включающий в себя группу протоколов 

хранения на агаризованных средах, в лиофилизированном и замороженном 

состоянии. Применение тех или иных методов обуславливается 

характеристиками штамма и его способностью сохранять свои свойства и 

жизнеспособность после длительных периодов хранения согласно 

выбранным протоколам. 

1.1 Хранение на агаризованных средах. Широко применяется 

группа методов субкультивирования — хранения штаммов на агаризованных 

средах различного состава с регулярным пересевом на новые, стерильные 

носители. Рекомендуемая частота пересевов варьирует в зависимости от 

скорости роста исследуемых штаммов, температуры хранения и 

используемых питательных сред. Серийные пересевы рекомендуется 

проводить раз в 3 месяца в случае хранения при комнатной температуре и раз 

в 6–8 месяцев при хранении при +5 ℃ (Onions, 1971). Помимо очевидных 

преимуществ (сравнительная простота, низкая стоимость расходных 

материалов), данные методики обладают рядом недостатков — высокие 

трудозатраты, повышение риска контаминации культуры, необходимость в 

наличии больших объемов свободного места, лабораторной посуды и 

реактивов, что делает поддержание крупных коллекций штаммов 

затруднительным. 

В ряде работ было изучено влияние длительных периодов хранения 

методами субкультивирования на морфолого-культуральные признаки 

изучаемых штаммов. Было отмечено замедление роста колоний, потеря 
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характерных морфологических структур, снижение вирулентности для 

фитопатогенных и энтомопатогенных видов и т. д. (Samšiňáková, Kalalova, 

1983; Humber, 1997; Borman et al., 2006). Молекулярные механизмы 

формирования мутаций при длительном последовательном 

субкультивировании изучены сравнительно слабо. Известно возникновение 

однонуклеотидного полиморфизма (ОП) у штаммов, претерпевавших 

множественные последовательные пересевы. ОП был отмечен в генах 

Ganoderma lucidum, кодирующих ряд ферментов, отвечающих за 

функционирование мевалонатного пути, синтеза 1,3-β-глюкана и цикла 

трикарбоновых кислот, после 4 лет субкультивирования при регулярных 

пересевах каждые 45 сутки. ОП был зарегистрирован в 18 из 60 изученных 

генов, в 14 из них — в районе экзонов. Несинонимичные ОП были найдены в 

2 генах, кодирующих мевалонатный путь, и в 5 генах, ответственных за 

синтез лигнин-разрушающих ферментов. Появление ОП может приводить к 

изменениям во внутриклеточных биохимических процессах и, с их 

накоплением, влиять на продукцию состав и активность биологически 

активных соединений (Sakurai et al., 2019). 

Помимо стандартного протокола субкультивирования, широко 

применяется ряд методов хранения штаммов на пробирках со скошенной 

агаризованной средой под слоем дистиллированной воды или минерального 

масла, что позволяет повысить продолжительность хранения, увеличив 

временные промежутки между регулярными пересевами до 3 лет, снизить 

риск высыхания и бактериальной или зоологической контаминации (Humber, 

1997; Jong, Birmingham, 2001; Nakasone et al., 2004; Richter et al., 2016). 

Эффективность хранения на агаризованных средах под слоем стерильной 

дистиллированной воды была показана для представителей разных 

таксономических и эколого-трофических групп грибов (Ellis, 1979; Croan et 

al., 1999; Richter et al., 2010). При этом, отмечено, что ксилосапротрофные 

макромицеты, как правило, лучше переживают длительные периоды 

хранения, сохраняя жизнеспособность после 20 лет хранения при +5 °С 
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(Richter, 2008; Richter et al., 2010; Richter et al., 2016). Разработано несколько 

вариантов хранения культур под слоем дистиллированной воды. 

Стандартный протокол подразумевает помещение блоков агаризованной 

среды с развившимся мицелием в запаиваемые стеклянные фиалы, 

содержащие стерильную дистиллированную воду и последующим хранением 

при комнатной температуре (Castellani, 1963). Модификации данного метода 

предлагают использовать пробирки с ватно-марлевыми пробками или 

завинчивающимися крышками, замену дистиллированной воды 

физиологическим раствором и дальнейшее хранение при +5 °С (Burdsall, 

Dorworth, 1994). Может применяться асептическое внесение 

дистиллированной воды в пробирки со скошенной агаризованной средой с 

развившимся мицелием (Benedek, 1962; Castellani, 1963; McGinnis et al., 1974; 

de Capriles et al., 1989; Jong, Birmingham, 2001; Maia et al., 2012; Singh et al., 

2018; Castro-Rios, Bermeo-Escobar, 2021). 

Использование минеральных масел в хранении штаммов 

макромицетов также позволяет значительно увеличить временные 

промежутки между пересевами до 2 лет, снизить риск бактериального и 

зоологического инфицирования культур (Stebbins, Robbins, 1949; Fennell, 

1960). Стандартная методика хранения культур подразумевает внесение 

стерильного минерального масла в пробирки поверх скошенной среды с 

мицелием и дальнейшим хранением при комнатной температуре или в 

холодильной камере (Perrin, 1979; Humber, 1997). Эффективность протоколов 

хранения под слоем минерального масла показана для разных 

таксономических и эколого-трофических групп грибов (Утепешева, 2019). 

Тем не менее, применение данных протоколов осложняется высокой 

трудозатратностью, большими объемами занимаемого пространства для 

хранения пробирок и необходимостью освобождать культуры от излишков 

минерального масла после изъятия с хранения. В ряде работ были показаны 

противоречивые результаты в способности помещённых на хранение 

штаммов сохранять свою жизнеспособность после длительных периодов 
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хранения под слоем минерального масла (Buell, Weston, 1947; Stebbins, 

Robbins, 1949; Smith, Onions, 1983; Johnson, Martin, 1992; Homolka, Lisá, 

2008; Colauto et al., 2012b). Расхождение в результатах может быть связано с 

разной молекулярной массой используемого минерального масла и 

возможной контаминацией пробирок, с видо- и, предположительно, 

штаммоспецифичностью. Исходя из этого, использование минерального 

масла и дистиллированной воды в хранении коллекций штаммов 

целесообразно использовать в комплексе с традиционным серийным 

пересевом культур и методами криохранения (Псурцева и др., 2014). 

1.2 Хранение в сублимированном состоянии. Протоколы 

сублимационной сушки широко распространены в хранении бактерий, 

дрожжеподобных и мицелиальных микромицетов, формирующих конидии и 

хламидоспоры (Охапкина, 2009; Похиленко и др., 2009; Кривушина и др., 

2019). Для неспорулирующих базидиальных макромицетов метод 

лиофилизации применяется сравнительно редко. Данные об эффективности 

лиофилизации для сохранения жизнеспособности мицелия базидиальных 

грибов разнятся. Стандартная методика, включающая использование 

агаровых блоков, помещенных под слой 10 % раствора трегалозы, показала 

свою неэффективность (Palacio et al., 2014). Тем не менее, сохранение 

жизнеспособности после хранения в сублимированном состоянии в течение 2 

месяцев было отмечено для ряда видов базидиальных макромицетов (Smith, 

Onions, 1983; Tan et al., 1991; Sundari, Adholeya, 1999; Ivanushkina et al., 2010; 

Homolka, 2014). 

Был предложен протокол подготовки образцов мицелия макромицетов 

к лиофильной сушке, включающий выявление оптимального возраста 

культур, проведение двухступенчатой заморозки с использованием 

криопротекторных соединений и подбор регидратирующего раствора 

(Sundari, Adholeya, 1999). Для штамма Laccaria fraterna (Sacc.) Pegler, 

подготовленного к лиофилизации по указанному протоколу, наибольшую 

устойчивость к низким температурам и вакуумной сушке показал мицелий 
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возрастом от 3 до 7 недель, помещенный в 10 % раствор 

диметилсульфоксида (ДМСО). Данный протокол был успешно применен к 

штаммам видов Laccaria amethystina Cooke, L. laccata (Scop.) Cooke и др. 

(Sundari, Adholeya, 1999). Было показано, что хранение в сублимированном 

состоянии не оказывает негативного действия на активность амилаз, липаз, 

уреаз, целлюлаз и лигнинразрушающих ферментов штаммов L. amethystina, 

L. fraterna, L. laccata и ряда других (Sundari, Adholeya, 2000a; Sundari, 

Adholeya, 2000b). 

При помещении культур на хранение методами лиофилизационной 

сушки возможно применение питательных субстрат-носителей. Сохранение 

жизнеспособности после сублимации было показано для штаммов Agaricus 

bisporus, A. bitorquis (Quél.) Sacc., Lentinula edodes, Pleurotus spp., Volvariella 

volvacea, произраставшего на зернах жемчужного проса, использованного в 

качестве носителя (Singh et al., 2004a). 

Применение лиофилизации в хранении культур базидиальных 

макромицетов представляется перспективным направлением. Тем не менее, 

для сохранения жизнеспособности исследуемых культур необходим поиск 

оптимальных условий культивирования, криопротекторных соединений 

и/или их комбинаций, субстрат-носителей, создание более 

узкоспециализированных протоколов заморозки (Croan, 2000; Singh et al., 

2004b; Palacio et al., 2014). 

1.3 Хранение при отрицательных температурах. Хранение при 

отрицательных температурах (криохранение) — группа протоколов 

поддержания жизнеспособности штаммов путем заморозки культур 

микроорганизмов и дальнейшим содержанием при широком спектре 

отрицательных температур. На данный момент, методы криохранения 

считаются наиболее надежным и эффективным способом сохранения 

жизнеспособности штаммов макромицетов, не требующим больших затрат 

лабораторного оборудования и расходных материалов. Необходимым 

остается наличие холодильных установок, обеспечивающих хранение 
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культур при спектре температур от –80 °С до –196 °С (Охапкина, Шабалин, 

2009; Humber, 1997; Ryan, Smith, 2007; Homolka, 2013; Singh, Baghela, 2017). 

Создан ряд протоколов по криохранению культур макромицетов, 

включающих в себя подбор температуры хранения, скорости замораживания, 

использование субстратов-носителей и криопротекторных соединений 

(Homolka et al., 2006; Ozerskaya et al., 2013; Wolkers, Oldenhof, 2021; Linde et 

al., 2018; Sato et al., 2019).  

1.3.1 Температура. Одним из факторов, влияющих на сохранение 

жизнеспособности культур, является температура хранения культур и 

скорость заморозки. Наиболее распространено использование морозильных 

установок, обеспечивающих хранение культур при температуре –80 °С. 

Одними из наиболее эффективных протоколов заморозки считают 

содержание культур при спектре температур ниже –139 °С. Применяется 

также и хранение в парах жидкого азота при температуре –196 °С, что, 

согласно ряду сообщений, может обеспечивать наиболее высокую геномную 

и фенотипическую стабильность (Ryan, Smith, 2007). Возможно 

использование бытовых морозильных установок, осуществляющих 

заморозку культур до –20 °С, но протоколы содержания штаммов 

макромицетов в спектре температур от –20 °С до –60 °С применяются 

сравнительно редко ввиду более высокого риска получения культурами 

криотравм широкого спектра (Humber, 1997). Тем не менее, для Pleurotus 

ostreatus было показано успешное применение протоколов хранения при –20 

°С, включающих использование криопротекторных соединений (глюкоза, 

сахароза, глицерин и т.д.) и питательного субстрата в виде зерен пшеницы, 

овса, риса и блоков картофельно-глюкозного агара (Mantovani et al., 2012). 

Микроструктура кристаллов льда меняется в зависимости от 

температуры, скорости ее понижения и атмосферного давления. В процессе 

охлаждения воды от 0 °С до –25 °С происходит последовательное 

образование кристаллов льда в форме тонких гексагональных пластин, игл, 

полых колонн из призм, древоподобных структур и, снова, гексагональных 
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пластин, наносящих механические повреждения гифам гриба и 

цитоплазматическим структурам (Mason et al., 1963; Linde et al., 2018). 

Помимо механических повреждений, вызываемых кристаллами льда, 

следствием медленного замораживания является также и резкое повышение 

концентрации электролитов, растворенных в цитоплазме и окружающем 

гифы пространстве, например, питательной среде. Это связано с потерей 

внутриклеточной воды и приводит к необратимым изменениям в структуре 

клеточных белков (Lovelock, 1953a; Lovelock, 1953b). Микрокристаллы льда, 

формирующиеся в межклеточном пространстве, как правило, несут меньшую 

опасность, по сравнению с внутриклеточными кристаллами (Pegg, 2010). 

Сохранение жизнеспособности культур зависит и от скорости 

заморозки, которая влияет на транспорт жидкой фазы в клеточной мембране 

(Mazur, 1963). Скорость заморозки оказывает влияние на скорость изменения 

концентрации растворенных в цитоплазме и окружающей клетки жидкости 

соединений, от чего зависит объем воды, покидающей клетку в процессе 

заморозки и возвращающейся обратно в процессе оттаивания, и скорость 

этих процессов. При замораживании, вода выходит из клетки, что приводит к 

повышению концентрации растворенных соединений, что, в свою очередь, 

снижает температуру, необходимую для ее перехода в твердое состояние, 

позволяя сохранить цитоплазму в охлажденном, но не кристаллизованном 

состоянии. При слишком быстрой заморозке, жидкая фракция не успевает 

покинуть клетку в достаточном объеме, что приводит к формированию 

внутриклеточных кристаллов льда, наносящих летальные повреждения 

клеткам (Mazur, 1963; Mazur et al., 1984; Mazur et al., 1992; Karlsson et al., 

1993; Smith, Thomas, 1997). В свою очередь, слишком медленный процесс 

заморозки вызывает излишнюю дегидратацию клетки, что также приводит к 

гибели клеток. Тем не менее, предполагается, что образование 

внутриклеточных кристаллов льда не является прямой причиной гибели 

клеток (Farrant, 1977; Fowler, Toner, 2005). Была представлена гипотеза, 

утверждающая, что гибель культур может быть связана с процессом 
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перекристаллизации, происходящим при оттаивании клеток (Mazur, 2010). В 

пользу данной гипотезы говорит тот факт, что ряд видов дрожжевых и 

мицелиальных микромицетов, обитающих в экотопах с температурами, 

близкими к нулю, способны к формированию и накоплению больших 

объемов ингибиторов перекристаллизации белковой природы, т.н. “лед-

связывающих протеинов” (Lee et al., 2010; Xiao et al., 2010; Arai et al., 2019). 

Вычисление наиболее оптимальной скорости заморозки культур было 

объектом ряда исследований. Для сохранения жизнеспособности штаммов 

бактерий и грибов чаще всего применяют скорость заморозки в –1 °С/мин 

(Hwang, 1960; Hwang, 1966; Hwang, 1968; Morris et al., 1988; Smith, Thomas, 

1997; Ivanushkina et al, 2010; Lalaymia et al., 2014). Для достижения таких 

значений скорости снижения температуры используют программируемые 

морозильные установки или термоохлаждаемые контейнеры. Подобная 

скорость является стандартной для криозаморозки тканей, отдельных клеток 

и эмбрионов высших животных (Leibo, 1986; Rubinsky et al., 1988). Для 

культур грибов рекомендуется применять методы быстрого оттаивания 

культур, например, помещение в теплую воду, что позволяет избежать 

рекристаллизации льда в процессе медленного размораживания (Kolkowski, 

Smith, 1995). Тем не менее, возможно применение и заморозки с неизвестной 

скоростью снижения температуры (неконтролируемой заморозки), 

подразумевающей помещение культур в морозильную установку без 

указанного оборудования (Kitamoto et al., 2002). 

Учитывая крайне высокое таксономическое и эколого-трофическое 

разнообразие макромицетов, механизмов колонизации субстрата и его 

переработки, представляется необходимой разработка методик 

криохранения, специфичных для определенных групп видов (Homolka, 2014; 

Zaghi et al., 2020). Помимо использования оптимальной температуры 

хранения, не менее важным в протоколах криохранения является 

использование криопротекторных соединений и субстратов-носителей. 
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1.3.2 Криопротекторные соединения. В процессе замораживания 

происходит формирование внеклеточных кристаллов льда, оказывающих 

осмотическое давление на клеточные мембраны. Медленное замораживание 

позволяет избежать формирования крупных кристаллов льда внутри клетки, 

но может приводить к излишней дегидратации клеток, что в свою очередь, 

является причиной их гибели из-за резкого повышения концентрации 

внутриклеточных электролитов (Mazur, 2010). Сохранение жизнеспособности 

культур макромицетов зависит не только от целостности клеточных мембран, 

но и от их способности противостоять резким скачкам осмотического 

давления в процессе замораживания и связанного с ним повышения 

содержания растворенных соединений. Применение криопротекторных 

соединений (КПС) необходимо как для искусственного увеличения общей 

концентрации растворенных соединений в протопласте клеток, так и для 

обеспечения их плавной дегидратации. Как правило, замораживание культур 

без добавления КПС приводит к гибели культуры (Lovelock, 1953b; Zaghi et 

al., 2018). 

Для льда характерны как группа кристаллических фаз, так и аморфная 

форма. Среди 18 известных на сегодняшний день кристаллических фаз льда 

наиболее распространенной является гексагональная форма Ih, образующаяся 

во время медленной кристаллизации воды при атмосферном давлении на 

уровне моря (1013,25 Гпа) (Fang et al., 2013; Zhu et al., 2020; Salzmann et al., 

2021). Процесс перехода жидкой фазы в твердую состоит из двух фаз: стадии 

нуклеации и стадии роста кристаллов. Нуклеация происходит случайным 

образом в процессе броуновского движения, когда молекулы воды могут 

сформировать спонтанную, подобную льду структуру, но для формирования 

кристаллов льда необходимо, чтобы структуры превышали т.н. критический 

размер зародыша, находящегося в неустойчивом равновесии с окружающей 

средой. С понижением температуры жидкости и, соответственно, снижением 

скорости смещения молекул вероятность формирования “ядер” повышается. 
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При увеличении числа молекул в зародыше кристалла, возможным 

становится его увеличение в размерах (Alexiades, Solomon, 1986). 

Аморфная форма льда в чистой воде или другой однокомпонентой 

среде может сформироваться только при высоком давлении и крайне 

быстром охлаждении раствора (>107 K × s-1) (Whalley et al., 1989; Kolesnikov 

et al., 1999; Wolfe, Bryant, 1999). Добавление раствора КПС приводит к 

увеличению вязкости жидкой фракции снаружи и внутри мицелия, 

связыванию молекул воды, что усложняет процесс формирования зародышей 

льда, что, в свою очередь, снижает температурную точку кристаллизации, 

переводя воду в переохлажденное состояние и, при дальнейшем охлаждении, 

превращая ее в стеклоподобную, аморфную форму (Wolfe, Bryant, 1999; 

Mandumpal et al., 2011). Таким образом, добавление криопротекторных 

соединений уменьшает не только объем кристаллического льда, образуемого 

при заморозке, но и смягчает скачок концентрации растворенных 

электролитов, тем самым позволяя сохранить целостность клеточных стенок 

мицелия и, следовательно, его жизнеспособность (Wolkers, Oldenhof, 2021). 

Криопротекторы можно классифицировать разными способами (Tao, 

Li, 1986; Hubálek, 2003; Homolka, 2013; Singh, Baghela, 2017): 

1. По способности проникать через клеточные покровы (клеточные 

стенки и цитоплазматические мембраны) – проникающие 

(диметилсульфоксид (ДМСО), глицерин), полупроникающие 

(моно- и олигосахариды, аминокислоты и т.д.) и не 

проникающие (полисахариды, протеины, полимеры с высокой 

молекулярной массой). 

2. По скорости проникновения через клеточные покровы. 

Быстропроникающие (не более 30 минут) – этиленгликоль, 

ДМСО, диметилформамид. К сравнительно медленно 

проникающим веществам относят глицерин, моно-, 

олигосахариды, аминокислоты и др. 
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3. По химической структуре и молекулярной массе. Диолы 

(полиэтиленгликоль, пропиленгликоль и др.), моносахариды 

(глюкоза, ксилоза), дисахариды (сахароза, трегалоза) и т. д. 

Проникающие криопротекторные соединения, диффундируя через 

цитоплазматические мембраны, связываются с внутриклеточной водой, что 

приводит к снижению точки кристаллизации воды и уменьшению 

концентрации растворенных электролитов, сохраняя протоплазму в жидком 

состоянии, что, в свою очередь, защищает клетки от формирования 

внутриклеточных кристаллов льда и снижает негативный эффект от 

повышения концентрации растворенных во внутриклеточном матриксе 

соединений (Chen et al., 1984; Tao, Li, 1986; Chaytor et al., 2012). 

Полупроникающие криопротекторы вызывают частичную дегидратацию 

клеток перед замораживанием. Накапливаясь в пространстве между 

цитоплазматической мембраной и клеточной стенкой, они действуют как 

буферный слой, защищающий цитоплазматическую мембрану от 

механических повреждений, наносимых кристаллами льда. Непроникающие 

КПС не вступают в непосредственное взаимодействие с клеточными 

покровами, но вызывают частичный отток внутриклеточной жидкости, 

повышают вязкость окружающего клетку раствора, что тормозит рост 

кристаллов льда (Olien, Smith, 1981; Colauto et al., 2012b). К негативным 

эффектам от применения проникающих криопротекторных соединений 

относят их цитотоксичность, растущую с повышением концентрации 

раствора, применяемого криопротектора. К наиболее распространенным 

видам повреждений, вызываемых проникающими КПС относят нарушение 

работы сигнальной системы клеток, повреждение митохондрий, встраивание 

в элементы цитоскелета и т.д. (Chaytor et al., 2012; Best, 2015). 

ДМСО (диметилсульфоксид) — окисленный тиоэфир, обладающий 

хорошей растворимостью в воде и криопротекторным эффектом, линейно 

зависящим от концентрации. ДМСО в качестве криопротекторного 

соединения широко применяется в хранении культур грибов, бактерий, 
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клеток высших животных, что обусловлено его способностью связывать 

широкий спектр плохо растворимых полярных и неполярных молекул и 

быстро проникать через клеточные покровы (Hubálek, Kochková-

Kratochvilová, 1978; Brayton, 1986; Galvao et al., 2014). Помимо 

криопротекторного действия, ДМСО обладает свойствами радиопротектора 

(Chapman et al., 1979). В ряде исследований была показана высокая 

цитотоксичность ДМСО, выражающаяся в угнетении роста колоний, 

подавлении экспрессии генов, индуцировании оксидативного стресса и 

апоптоза (MacGregor, 1967; Rammler, Zaffaroni, 1967; Typke, 1996; Randhawa, 

2008; Momose et al., 2010; Colauto et al., 2012b). Было отмечено, что 

сохранение жизнеспособности при использовании протоколов криохранения 

с применением ДМСО штаммоспецифично и, предположительно, зависит от 

эластичности клеточных покровов и их толщины (Tomizawa et al., 2007; 

Colauto et al., 2012a). 

Глицерин — один из наиболее широко применяемых КПС, 

используемых в криохранении клеточного материала различного 

биологического происхождения, показавший высокую эффективность в 

сохранении жизнеспособности культур базидиальных макромицетов, в том 

числе эктомикоризных видов (Tanaka et al., 2013; Linde et al., 2018). В ряде 

работ было показано, что для криохранения культур базидиомицетов 

наиболее оптимальными являются 5 % и 10 % растворы глицерина (Ito, 

Nakagiri, 1996; Mantovani et al., 2012; Linde et al., 2018; Sato et al., 2019). 

Глюкоза — полупроникающий криопротектор, также применяемый в 

протоколах криохранения культур базидиальных макромицетов. Тем не 

менее, было показано, что использование раствора глюкозы в качестве КПС 

приводит к снижению жизнеспособности культур базидиомицетов после 

длительных периодов хранения. Выживаемость зернового мицелия штаммов 

Pleurotus ostreatus после двух лет хранения составила 97,6 % – с добавлением 

раствора глюкозы и 93 % – без криопротектора. На пятый год хранения 

процент жизнеспособных культур составил 88,6 % и 91 %, соответственно. 
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При этом, штаммы вида Agaricus subrufescens Peck после двух лет хранения 

показали в среднем 94,4 % сохранения жизнеспособности при добавлении 

раствора глюкозы и 98,3 % – без раствора КПС. После пяти лет 

выживаемость составила 65 % в пробирках с добавлением раствора глюкозы 

и 86% – в его отсутствие (Zaghi et al., 2020). Потерю жизнеспособности 

культур базидиальных макромицетов можно связать с цитотоксичностью 

глюкозы, а также c индивидуальными характеристиками штаммов изученных 

видов (Tchounwou et al., 2014). Цитотоксичное действие глюкозы возникает 

при превышающих норму значениях внутриклеточной концентрации 

глюкозы и выражается в развитии оксидативного стресса, стресса ЭПР, 

митохондриального стресса, что приводит к выбросу активных форм 

кислорода и гибели клетки (Tesauro, Mazzotta, 2020). 

Положительный эффект применения раствора сахарозы в качестве 

КПС был отмечен для ряда бактериальных штаммов, вирусов и облигатного 

симбионта Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. 

Schüßler, образующего арбускулярную микоризу (Calcott, MacLeod, 1974; 

Sehgal, Das, 1975; Chavarri et al., 1988; Declerck, Angelo-Van Coppenolle, 2000; 

Panoff et al., 2000). При этом, опыт использования сахарозы в криохранении 

макромицетов сравнительно небольшой. Применение растворов сахарозы 

различной концентрации показало хорошие результаты для штаммов видов 

Agaricus blazei Murrill, A. subrufescens, Lentinus crinitus (L.) Fr. и Pleurotus 

ostreatus (Colauto et al., 2012b; Mantovani et al., 2012; Zaghi et al., 2018; Bertéli 

et al., 2022). 

Трегалоза — дисахарид, накапливаемый в цитозоли растительных и 

грибных клеток, в частности, в покоящихся структурах (споры, склероции и 

клетки, находящиеся в стационарной фазе развития), нашедший широкое 

применение в криохранении бактерий, дрожжей и мицелиальных грибов 

(Jorge et al., 1997; Garg et al., 2002; Patist, Zoerb, 2005; Mahmud et al., 2009). 

Повышение концентрации трегалозы во внутриклеточном матриксе было 

отмечено для клеток, претерпевающих дегидратацию и другие формы 
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стресса (Ribeiro et al., 1999; Saharan, Sharma, 2010). В случае наступления 

неблагоприятных условий, повышение содержания трегалозы необходимо 

для стабилизации мембранных фосфолипидов и протеинов, что позволяет 

клетке сохранить жизнеспособность (Tereshina et al., 2011; Feofilova et al., 

2014). 

Положительные результаты в сохранении жизнеспособности культур 

макромицетов были показаны для протоколов криохранения, включающих в 

себя использование смешанных растворов КПС. Сохранение 

жизнеспособности культур эктомикоризных базидиомицетов было показано 

для ряда протоколов, включающих в себя использование комбинаций 

проникающих и непроникающих криопротекторов. Применение 

комбинированных растворов КПС с различными концентрациями 

компонентов позволяет усилить криопротекторный эффект без повышения 

риска нанесения повреждений мицелию, связанных с токсичностью 

отдельных составляющих смеси КПС (Sato et al., 2019; Sato et al., 2020). 

1.3.3 Использование субстратов-носителей. На сегодняшний день, 

широко распространено использование метода “агаровых блоков”, 

подразумевающего помещение фрагментов агаризованной среды с 

развившимся мицелием в раствор КПС с дальнейшим замораживанием 

(Hwang, 1960; Hwang, 1966; Hwang, 1968). К модификациям данного метода 

относят широко распространенные варианты протокола с использованием 

трубочек из полипропилена или ПВХ, внутрь которых помещают блоки 

агаризованной среды с мицелием с дальнейшим запаиванием краев и 

замораживанием (Elliott, 1976; Challen, Elliott, 1986; Stalpers et al., 1987; 

Hoffmann, 1991; Homolka et al., 2003; Colauto et al., 2012b). Разработан 

протокол криохранения, включающий в себя выращивание культур в 

криопробирках со скошенной агаризованной средой с дальнейшим 

внесением раствора КПС и помещением в морозильную установку (Voyron et 

al., 2009; Crahay et al., 2013). Метод “агаровых блоков” и его модификации 

показали высокую эффективность в хранении широкого спектра видов 
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макромицетов, но, тем не менее, не все базидиальные макромицеты могут 

сохранять жизнеспособность после длительных периодов хранения согласно 

указанным протоколам, например, виды, образующие эктомикоризу (Ito, 

Nakagiri, 1996; Danell, Flygh, 2002; Crahay et al., 2013; Sato et al., 2019). 

Разработаны протоколы криохранения с использованием 

минеральных и органических субстратов-носителей. Среди минеральных 

субстратов-носителей можно выделить вспененный перлит различных 

фракций — аморфную алюмосиликатную породу вулканического 

происхождения, обладающую высокими адсорбционными и 

теплоизолирующими характеристиками (Sodeyama et al., 1999). Был 

предложен “перлитовый протокол”, включающий в себя инокуляцию 

стерильного смоченного жидкой питательной средой с добавлением КПС 

перлита, с дальнейшей инкубацией и помещением в морозильную установку 

(Homolka et al., 2001). 

Замораживание штаммов проходит через следующие этапы: культура 

подвергается охлаждению с падением температуры до точки замерзания 

воды. При дальнейшем охлаждении начинает запускаться процесс 

нуклеации, который приводит к резкому скачку температуры в участке около 

точки кристаллизации до уровня точки замерзания жидкой фракции. Скачок 

температуры связан с выбросом скрытой теплоты образца. Затем, происходит 

дальнейшее охлаждение уже кристаллизованного образца до установленной 

программой температуры (Tan et al., 2021). Использование обладающего 

высокими теплоизолирующими характеристиками вспененного перлита 

позволяет значительно сгладить скачок температур в процессе 

замораживания, что, предположительно, позволяет сохранять 

жизнеспособность культур. Помимо этого, применение вспененного перлита 

в качестве субстрата-носителя позволяет значительно увеличить объем 

штаммов, находящегося на хранении в стандартных криопробирках, по 

сравнению с протоколами метода “агаровых блоков” (Homolka et al., 2001). В 

отличие от протоколов метода “агаровых блоков”, подразумевающих 
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вырезание блоков среды с мицелием и помещением в раствор КПС, при 

использовании “перлитового протокола” мицелий изучаемого штамма не 

подвергается механическим повреждениям в процессе изъятия из слоя 

агаризованной среды (Homolka et al., 2001). 

Данный протокол показал свою эффективность в хранении широкого 

спектра видов микро- и макромицетов и ряда дрожжей (Homolka et al., 2007; 

Homolka, 2014). Были разработаны модифицированные варианты 

“перлитового протокола”, включающие в себя введение раствора КПС за 

короткий промежуток времени перед заморозкой, а не в начале периода 

инкубации, которые были успешно применены в хранении ряда видов 

эктомикоризных базидиомицетов (Sato et al., 2012; Sato et al., 2019). 

Высокая эффективность была показана для протоколов криохранения 

культур базидиомицетов с использованием зерен пшеницы, проса, риса, 

подвергнутых паровой и тепловой обработке (Colauto et al., 2011; Linde et al., 

2018; Bertéli et al., 2022). Для Agaricus bisporus было показано сохранение 

жизнеспособности при использовании зерен пшеницы в качестве субстрата-

носителя в отсутствие криопротекторных соединений (Mata, Estrada, 2005). 

Эндосперм зерен зерновых злаков отличается высоким содержанием 

крахмала, ряда аминокислот и жирных кислот, служащих богатым 

источником питания для мицелия (Šramková et al., 2009; Kowieska et al., 

2011). Содержащиеся в эндосперме зерна углеводы и белки связывают 

молекулы воды, снижая объем свободной воды и, следовательно, количество 

внеклеточных кристаллов льда, сводя к минимуму риск получения мицелием 

механических повреждений. Помимо этого, важную роль может играть 

капиллярная микроструктура эндосперма зерна, которая ограничивает объем 

свободной воды, что препятствует формированию внеклеточных кристаллов 

льда (Tanaka et al., 2013; Marsola et al., 2022). Вместе с этим, содержащийся в 

зернах крахмал относится к группе непроникающих криопротекторов, 

оказывая дополнительный положительный эффект на выживаемость культур 

на протяжении криохранения (Singh, Baghela, 2017). Протокол с 
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использованием зерен проса также показал свою высокую эффективность в 

отсутствие раствора криопротектора для мицелия ряда коммерческих 

штаммов макромицетов (Mata, Pérez-Merlo, 2003). 

Вместе с зерновым материалом в криохранении культур 

базидиальных макромицетов применяют целлюлозосодержащие субстраты-

носители. Использование опилок бука городчатого, Fagus crenata Blume, в 

качестве субстрата-носителя показало свою эффективность для культур 

видов, относящихся к отделам Oomycota, Zygomycota, Ascomycota и 

Basidiomycota, в том числе в варианте протокола без добавления раствора 

КПС и при неконтролируемой скорости замораживания (Kitamoto et al., 

2002). Для сохранения жизнеспособности культур эктомикоризных 

базидиомицетов были разработаны протоколы криохранения с 

использованием содержащей активированный уголь фильтровальной бумаги 

и измельченного вермикулита в качестве субстратов-носителей (Stielow et al., 

2012; Sato et al., 2020). 

Макромицеты — группа организмов, обладающая высоким 

промышленным и биотехнологическим потенциалом. Их незаменимая роль в 

экосистемах, способность продуцировать уникальные активные соединения, 

высокая пищевая ценность и т. д. делают целесообразным создание 

коллекций штаммов для сохранения видового разнообразия и возможного 

использования в промышленности. Ключевым фактором в создании 

коллекций штаммов макромицетов является сохранение их физиологической 

активности и биохимических характеристик на протяжении всего периода 

хранения. В связи с этим, перспективным представляется проведение 

дополнительных исследований влияния методов хранения на физиологию 

макромицетов, что позволит расширить список промышленно применяемых 

видов, повысить эффективность работы коллекций штаммов и создать базу 

для более углублённого изучения их биохимических характеристик. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Формирование коллекции чистых культур макромицетов 

2.1.1 Места сбора плодовых тел 

Для создания коллекции штаммов макромицетов в период с 2019 по 

2023 год проводили сбор плодовых тел и изоляцию чистых культур 

макромицетов, относящихся к различным таксономическим и эколого-

трофическим группам. Особое внимание уделяли видам, включённым в 

Красную книгу РФ и региональные Красные книги, а также видам, которые, 

по литературным данным, обладают высоким биотехнологическим 

потенциалом. Кроме того, в коллекцию был включён и ряд промышленных 

штаммов. 

За указанный период был проведён ряд полевых выездов и 

экспедиций. Сбор и выделение изолятов макромицетов осуществляли в г. 

Москве и Московской области, Приморском крае (на территории 

Уссурийского заповедника ДВО РАН и сопредельных территориях), 

Республике Адыгея (на территории Кавказского государственного 

природного биосферного заповедника им. Х.Г. Шапошникова и 

сопредельных территориях) и в г. Минск, Республика Беларусь (рис. 1, 2). 

Видовые названия и таксономическую принадлежность присваивали в 

соответствии с базой данных CABI Bioscience Databases Index Fungorum. 

Эколого-трофические группы видов грибов устанавливали по классификации 

Коваленко А.Е. (Коваленко, 1980). Полученные штаммы включали в состав 

коллекции кафедры микологии и альгологии биологического факультета 

МГУ им. М.В. Ломоносова, входящей в состав электронной базы данных 

World Data Centre for Microorganisms (https://ccinfo.wdcm.org/). 

Сбор плодовых тел проводили маршрутным методом (Бондарцев, 

Зингер, 1950; Великанов и др., 1980). Перед сбором плодовые тела 

фотографировали, фиксировали координаты точки сбора при помощи GPS-

навигатора Garmin eTrex 10. Проводили описание места сбора и субстрата. 
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Рис. 1. Места сбора плодовых тел макромицетов. 

2.1.2 Изоляция чистых культур макромицетов 

Изоляцию проводили тканевым способом, помещая фрагменты трамы 

на следующие агаризованные среды: модифицированная среда на основе 

пивного сусла (4 градуса по Баллингу) (Пидопличко, 1953) и среда № 337 по 

стандарту American Type Culture Collection (ATCC) (картофель 300 г, глюкоза 

20 г, дрожжевой автолизат 5 г, агар 15 г, дистиллированная вода 1000 мл). 

Данные питательные среды были выбраны как наиболее универсальные для 

изоляции культур макромицетов разных таксономических и эколого-

трофических групп. Для подавления бактериального роста в питательные 

среды вносили антибиотики цефалоспоринового ряда III поколения 

(цефтриаксон или цефотаксим) из расчета 0,75 мг/мл питательной среды. 

После изоляции штаммы помещали на хранение в коллекцию 

штаммов макромицетов кафедры микологии и альгологии Биологического 
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факультета МГУ им. М.В. Ломоносова. Информацию о полученном штамме 

и месте сбора плодовых тел вносили в электронную базу данных. Из 

собранных плодовых тел изготавливали ваучерный гербарный образец с 

последующей передачей на хранение в гербарий Ботанического института 

им. В.Л. Комарова. 

 

2.1.3 Видовая идентификация макромицетов 

Видовую идентификацию осуществляли по морфологии плодовых тел 

с использованием общепринятых определителей и опубликованных ревизий 

отдельных родов (Бондарцев, 1950; Николаева, 1961; Бондарцева, 1998; 

Змитрович, 2008; Hansen, Knudsen, 1992, 1997, 2000; Das et al., 2013). 

Видовые названия присваивали в соответствии с базой данных CABI 

Bioscience Databases Index Fungorum. Для подтверждения видовой 

принадлежности были применены молекулярно-генетические методы. Для 

части штаммов были получены ДНК-штрихкоды по участку ITS, который 

сегодня признан универсальным генетическим маркером для грибов. ДНК из 

мицелия чистой культуры выделяли при помощи CTAB-буфера. Для 

идентификации штаммов амплифицировали участок ITS с праймерами ITS1F 

и ITS4. ПЦР проводили в амплификаторе Bio-Rad T100 (США), в качестве 

реакционной смеси использовали смесь для ПЦР ScreenMix (Евроген, 

Москва). Амплификант визуализировали в 1%-м агарозном геле, для очистки 

ПЦР продукта использовали набор Cleanup Standard (Евроген, Москва). 

Секвенирование ДНК проводила компания “Евроген” с использованием 

праймеров ITS1F и ITS4 на секвенаторе Applied Biosystems 3730xl (Applied 

Biosystems, США). Для подтверждения видовой принадлежности, был 

проведен поиск сходных нуклеотидных последовательностей через алгоритм 

BLAST (необходимый процент сходства устанавливали в 99,5 %). Вновь 

полученные последовательности были депонированы в GenBank. 
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2.1.4 Базовая коллекция штаммов макромицетов 

В результате работы по сбору и выделению чистых культур была 

сформирована базовая коллекция, которая включала 74 штамма 43 видов 30 

родов макромицетов (рис. 2) (табл. 19, Приложение 2). Из них 40 видов 

принадлежат к отделу Basidiomycota, 3 — к отделу Ascomycota (рис. 3). На 

хранение было помещено 4070 единиц хранения. 

 

Рис. 2. Географическая принадлежность штаммов чистых культур базовой 

коллекции. 

 

Рис. 3. Таксономическая принадлежность выделенных штаммов чистых 

культур макромицетов. 

В состав коллекции вошли штаммы видов макромицетов, обладающих 

высоким биотехнологическим потенциалом, штаммы промышленно 

культивируемых видов макромицетов и видов, включённых в Красную книгу 

РФ и региональные Красные книги. Таблица штаммов представлена в 
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Приложении 2. Из числа коллекционных штаммов чистых культур к 

сапротрофам относят 65 штаммов, включающих в себя 53 штамма, 

развивающихся на древесных субстратах (ксилосапротрофов), 10 штаммов, 

относящихся к подгруппе гумусовых сапротрофов, и 2 — подстилочных 

сапротрофа. Среди остальных 9 штаммов, 8 — относят к группе паразитов 

древесных растений и 1 штамм паразитов насекомых (рис. 4, 5). 

 

Рис. 4. Эколого-трофические группы штаммов чистых культур, входящих в 

состав базовой коллекции. 

 

Рис. 5. Число штаммов базовой коллекции чистых культур (по подгруппам 

сапротрофной эколого-трофической группы).
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2.1.5 Рабочая коллекция штаммов макромицетов 

Для дальнейшей работы были отобраны 20 штаммов, составившие 

рабочую коллекцию (табл. 1). Отбор штаммов проводили с целью включить в 

коллекцию виды, относящихся к разным таксономическим и эколого-

трофическим группам, многие из которых нашли прикладное применение в 

пищевой промышленности. Выбранные штаммы принадлежат видам, 

относящимся к порядкам Agaricales, Auriculariales, Hypocreales, Pezizales, 

Phallales, Polyporales и Russulales (рис. 6). 

 

Рис. 6. Таксономическая принадлежность выделенных штаммов чистых 

культур макромицетов (продолжение). 

Согласно используемой классификации эколого-трофических групп, 

макромицеты делят на следующие трофические группы: сапротрофы, 

симбиотрофы и паразиты. Данные группы подразделяют на подгруппы по 

приуроченности к тому или иному субстрату (обозначения: Hu — гумусовый 

сапротроф, Le — на древесине, Par — паразит на деревьях и кустарниках, Pin 

— паразит на насекомых) (Коваленко, 1980; Столярская, Коваленко, 1996; 

Змитрович и др., 2015). Среди 20 штаммов, включённых в рабочую 

коллекцию, 17 штаммов входят в группу сапротрофов (12 — 

ксилосапротрофы, 5 — гумусовые сапротрофы), 2 — паразиты древесных 

растений и 1 — паразит насекомых). 
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Таблица 1. Рабочая коллекция штаммов чистых культур макромицетов. 

Штамм Вид Субстрат Охранный статус 

Гумусовые сапротрофы (Hu) 

PR58 
Agaricus bisporus (J.E. 

Lange) Imbach 
Компост III фазы 

Не включен в список охраняемых 

видов 

RA01 

Mycetinis alliaceus 

(Jacq.) Earle ex A.W. 

Wilson & Desjardin 

Почва 
Не включен в список охраняемых 

видов 

RA02 Phallus impudicus L. Почва 27 региональных Красных книг 

MR61 
Sarcosoma globosum 

(Schmidel) Casp. 
Почва 

Красная книга РФ и 25 

региональных Красных книг 

Ксилосапротрофы (Le) 

MR16 
Auricularia auricula-

judae (Bull.) Quél. 

Валеж Populus 

tremula L. 
2 региональные Красные книги 

FE25 

Auricularia nigricans 

(Sw.) Birkebak, Looney 

& Sánchez-García 

Валеж лиственной 

породы 

Не включен в список охраняемых 

видов 

MR55* 
Flammulina rossica 

Redhead & R.H. Petersen 
Валеж Betula sp. 

Не включен в список охраняемых 

видов 

MR40* 
Ganoderma lucidum 
(Curtis) P. Karst. 

Пень Betula sp. 
Красная книга РФ и 62 

региональные Красные книги 

MR57* 
Hericium coralloides 

(Scop.) Pers. 

Валеж лиственной 

породы 
61 региональная Красная книга 

FE53* 
Hericium erinaceus 

(Bull.) Pers. 

Валеж лиственной 

породы 
10 региональных Красных книг 

RA09 
Hericium flagellum 

(Scop.) Pers. 

Валеж лиственной 

породы 

Красная книга РФ и 5 региональных 

Красных книг 

FE20 
Lentinula edodes (Berk.) 

Pegler 

Валеж Quercus 

mongolica Fisch. 

Ex Ledeb. 

1 региональная Красная книга 

(Красная книга Приморского края) 

RA03 
Lycoperdon pyriforme 

Schaeff. 
Почва 

Не включен в список охраняемых 

видов 

FE34* 
Mycoleptodonoides 

vassiljevae Nikol. 

Валеж лиственной 

породы 

Не включен в список охраняемых 

видов 

FE27* 
Pleurotus citrinopileatus 

Singer 
Валеж Ulmus sp. 

Не включен в список охраняемых 

видов 

PR62 
Pleurotus nebrodensis 

(Inzenga) Quél. 

Солома Triticum 

aestivum L. 

Красная книга РФ и Красная книга 

Республики Крым 

MR1* 
Pleurotus ostreatus 

(Jacq.) P. Kumm. 

Валеж Populus 

tremula L. 
Красная книга Ульяновской области 

Паразиты древесных растений (Par) 

RA04 
Fistulina hepatica 

(Schaeff.) With. 

Ствол живого 

Quercus sp. 
16 региональных Красных книг 

FE30* 
Sparassis latifolia Y.C. 

Dai & Zheng Wang 

Ствол живого 

Pinus koraiensis 

Siebold & Zucc. 

Красная книга Еврейской 

Автономной области 

Паразиты насекомых (Pin) 

MR67 
Cordyceps militaris (L.) 

Fr. 
Личинка мухи 7 региональных Красных книг 

Прим. Обозначения в номерах штаммов: FE — Приморский край, MR — г. Москва и 

Московская область, PR — промышленный штамм, RA — Республика Адыгея;  

* — видовая принадлежность подтверждена молекулярно-генетическими методами. 
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В рабочую коллекцию вошли штаммы следующих видов: 

1. Agaricus bisporus (шампиньон двуспоровый) — широко известный и 

промышленно культивируемый во многих странах макромицет, 

обладающий высокой пищевой ценностью (Furlani, Godoy, 2008). 

2. Auricularia auricula-judae (аурикулярия уховидная, «Иудино ухо») — 

широко культивируемый в странах Азии макромицет, известный 

своими высокими пищевыми качествами и обладающий 

фармацевтическим потенциалом (Yoon et al., 2003; Kadnikova et al., 

2015) (Приложение 1, рис. 18). 

3. Auricularia nigricans (аурикулярия густоволосистая) — как и 

предыдущий вид, широко культивируется в странах Азии. Обладает 

большим биотехнологическим потенциалом (Chen, Xue, 2018). 

4. Cordyceps militaris (кордицепс военный) — энтомопатогенный 

макромицет, культивируемый в странах Азии, обладающий высоким 

биотехнологическим и фармацевтическим потенциалом (Shrestha et 

al., 2012). 

5. Fistulina hepatica (печёночница обыкновенная) — паразит древесных 

растений, преимущественно лиственных пород, широко 

употребляемый в пищу и известный своими высокими пищевыми 

качествами (Ribeiro et al., 2007) (Приложение 1, рис. 19). 

6. Flammulina rossica (фламмулина русская) — как и более известный 

вид F. Velutipes, обладает высокими пищевыми качествами и является 

перспективным объектом для биотехнологических исследований (Park 

et al., 2019) (Приложение 1, рис. 20). 

7. Ganoderma lucidum (лакированный трутовик) — широко 

промышленно культивируемый макромицет, известный как богатый 

источник ценных для фармацевтической промышленности 

биоактивных соединений (González et al., 2020; Hu et al., 2020) 

(Приложение 1, рис. 21). 
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8. Hericium coralloides (ежовик коралловидный) — съедобный 

макромицет, известный своими пищевыми качествами и 

биотехнологическим потенциалом (Kim et al., 2018) (Приложение 1, 

рис. 22). 

9. Hericium erinaceus (ежовик гребенчатый) — широко культивируемый 

в пищевой промышленности макромицет. Является продуцентом 

активных соединений, имеющих большой фармацевтический 

потенциал (Liu et al., 2015; Li et al., 2018). 

10. Hericium flagellum (ежовик альпийский) — ксилосапротрофный 

макромицет, являющийся перспективным объектом для 

биохимических исследований (Li et al., 2018). 

11. Lentinula edodes (сии-такэ) — активно культивируемый макромицет, с 

характерными высокими пищевыми качествами и высоким 

биотехнологическим потенциалом (Finimundy et al., 2014) 

(Приложение 1, рис. 24). 

12. Lycoperdon pyriforme (дождевик грушевидный) — съедобный 

гастероидный макромицет, перспективный объектом для 

биотехнологических исследований (Nedele et al., 2021) (Приложение 

1, рис. 25). 

13. Mycetinis alliaceus (чесночник большой) — съедобный макромицет, 

известный своими специфическими пищевыми характеристиками, 

обладающий большим биотехнологическим потенциалом как 

источник биоактивных соединений (Rapior et al., 1997). 

14. Mycoleptodonoides vassiljevae (миколептодоноидес Васильевой) — 

слабо изученный макромицет, близкий к M. Aitchisonii (Berk.) Maas 

Geest., известному продуценту активных соединений. 

15. Phallus impudicus (весёлка обыкновенная) — гастероидный 

макромицет, известный как продуцент биоактивных соединений, 

представляющий интерес как объект для биотехнологических 

исследований (Borg-Karlson et al., 1994) (Приложение 1, рис. 27). 
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16. Pleurotus citrinopileatus (вешенка лимонная) — культивируемый 

макромицет, с высокими пищевыми качествами, также являющийся 

продуцентом различных биоактивных соединений (Hu et al., 2006). 

17. Pleurotus nebrodensis — ограниченно культивируемый в странах Азии 

вид, известный своими высокими пищевыми качествами, обладающий 

высоким потенциалом для биотехнологических исследований (Lv et 

al., 2009). 

18. Pleurotus ostreatus (вешенка обыкновенная) — широко известный 

культивируемый макромицет, обладающий высокими вкусовыми и 

товарными качествами. Также известен как продуцент ценных 

активных соединений (Ma et al., 2014) (Приложение 1, рис. 28). 

19. Sarcosoma globosum (саркосома шаровидная) — сапротрофный 

аскомицет, известный в народной медицине, но на данный момент 

остающийся сравнительно слабо изученным. Потенциально является 

перспективным объектом для биотехнологических исследований 

(Perevedentseva, 2013). 

20. Sparassis latifolia — как и более известный S. Crispa, культивируется в 

странах Азии, является объектом для биотехнологических 

исследований (Duan, Yu, 2019). 



40 

2.2 Методы хранения штаммов коллекции 

Для оценки влияния различных методов хранения чистых культур на 

жизнеспособность макромицетов, отобранные штаммы рабочей коллекции были 

помещены на хранение следующими способами: 

1. Хранение методом серийных пересевов (субкультивирование); 

2. Хранение под слоем дистиллированной воды; 

3. Хранение в замороженном состоянии (криохранение): 

3.1 Хранение на «агаровых блоках» (Hwang, 1960); 

3.2 Хранение по «перлитовому протоколу» (Homolka et al., 2001); 

3.3 Хранение по «зерновому протоколу» (Colauto et al., 2011). 

Были выбраны как общепринятые методы хранения, широко применяемые 

в отечественных и зарубежных коллекциях штаммов, так и модифицированные 

протоколы. К первым относили субкультивирование, хранение под слоем 

дистиллированной воды и криохранение с использованием «агаровых блоков». 

Модифицированные методы включают хранение в сублимированном состоянии, 

«перлитовый протокол» и «зерновой протокол». Замораживание культур 

осуществляли с использованием следующих криопротекторов: 10 % раствор 

глицерина, 10 % раствор трегалозы и комбинация 10 % растворов глицерина и 

трегалозы в соотношении 1:1. Заморозку культур во всех протоколах 

криохранения осуществляли при помощи контейнера Nalgene Mr. Frosty Cryo 

(производства Thermo Scientific), обеспечивающего плавное понижение 

температуры со скоростью –1 °С/мин, принятой как оптимальной для сохранения 

жизнеспособности клеточного материала различного происхождения. Все опыты 

проводили в пятикратной повторности. Для всех протоколов период хранения 

составил 8 месяцев. 

Хранение на агаризованных средах проводили на пробирках со скошенной 

агаризованной средой № 337. Инокулированные пробирки инкубировали при +25 

°С. По завершению зарастания среды мицелием пробирки переносили в 

холодильную камеру (+5 °С). Каждые 2 месяца проводили пересев на новые 

пробирки. 
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Хранение под слоем дистиллированной воды осуществляли путём 

помещения блоков агаризованной среды № 337 с мицелием исследуемых 

штаммов под слой дистиллированной воды в полипропиленовых пробирках 

объёмом 2 мл с дальнейшим хранением при +5 °С. 

Хранение в сублимированном состоянии проводили по протоколу, 

предложенному Сундари и Адоли (Sundari, Adholeya, 2000a). Метод 

сублимационной сушки включает в себя следующие этапы: 

1. Помещённое в полипропиленовые пробирки типа Falcon отваренное 

зерно пшеницы подвергали дробной стерилизации в автоклаве (1 атм, 

30 мин). 

2. После инокулирования зерна мицелием исследуемых штаммов 

пробирки инкубировали при +25 °С в течение 14 суток. 

3. Полученный зерновой мицелий переносили в стерильные 

полипропиленовые пробирки и покрывали слоем 10 % растворов 

криопротекторных соединений. 

4. Через 1 час после этого проводили замораживание пробирок (–20 °С) 

и сублимацию. Высушивание образцов осуществляли при –40 °C в 

течение 48 часов. 

5. По окончании процесса высушивания, пробирки помещали на 

хранение при +5 °С. 

Проводили посев через 24 часа после процесса сублимационной сушки 

(т.н. «контроль закладки») и через 8 месяцев хранения. Для восстановления 

сублимированного зернового мицелия применяли стерильную дистиллированную 

воду. После 10 минут регидратации при комнатной температуре зерновой 

мицелий переносили на поверхность агаризованной среды № 337. Важным 

отличием приведённого метода сублимационной сушки от общепринятых 

протоколов, подразумевающих применение блоков агаризованной среды и 

молочной сыворотки, является использование зерна пшеницы в качестве 

субстрат-носителя мицелия и растворов криопротекторных соединений в 

дистиллированной воде. 
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Для криохранения культур методом «агаровых блоков» был выбран 

следующий вариант данного протокола, включающая в себя помещение блоков 

агаризованной среды с мицелием изучаемого штамма в стерильные криопробирки 

и внесение раствора криопротектора. После добавления раствора КПС проводили 

инкубацию криопробирок при комнатной температуре в течение 1 часа, что 

необходимо для проникновения криопротектора внутрь клеток, и замораживание 

(Hwang, 1968). 

«Перлитовый протокол» подразумевает использование вспененного 

перлита в качестве субстрата-носителя. Перлит покрывают слоем жидкой 

питательной среды с добавлением криопротекторных соединений (Homolka et al., 

2001; Homolka et al., 2007). В работе применяли модифицированный протокол, 

включающий следующие этапы: 

1. В полипропиленовые криопробирки объёмом 2 мл вносили 

измельчённый вспененный перлит так, чтобы он занимал не более 2/3 

объёма пробирки. Затем, криопробирки с перлитом стерилизовали в 

автоклаве (1 атм., 30 мин). 

2. Жидкую питательную среду № 337 и растворы криопротекторов 

подвергали стерилизации в автоклаве (1 атм, 30 мин) и дальнейшему 

асептическому смешиванию непосредственно перед внесением в 

перлит, получая таким образом жидкую фракцию. 

3. Проводили внесение жидкой питательной в криопробирки с 

вспененным перлитом и инокуляцию полученного субстрата 

агаровым блоком с мицелием изучаемого штамма. Крышки 

криопробирок оставляли приоткрытыми, края резьбы заматывали 

парафильмом для обеспечения газообмена и предотвращения 

контаминации. Криопробирки помещали в термостатируемые камеры 

на 14 суток (+25 °С). 

4. На 7 сутки инкубации, проводили рыхление субстрата-носителя и его 

перемешивание стерильной препаровальной иглой. При 
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необходимости, субстрат дополнительно смачивали жидкой 

фракцией. 

5. По окончании периода инкубации, осуществляли внесение 

дополнительного объёма 10 % раствора криопротектора, после чего 

криопробирки закрывали и переносили в морозильную камеру (–80 

°С). 

На 4 этапе была применена разработанная нами модификация, 

включающая в себя рыхление субстрата и внесение дополнительного объёма 

питательной среды для более быстрого зарастания всего объёма субстрата-

носителя. 

«Зерновой протокол» включает в себя использование органического 

субстрата-носителя — варёные зёрна пшеницы (Triticum aestivum L.). 

Непосредственно замораживанию подвергается зерновой мицелий — зёрна 

пшеницы с развившимся на них мицелием. Протокол включает в себя следующие 

этапы (Bertéli et al., 2022): 

1. Зерно пшеницы отваривали и помещали в полипропиленовые 

пробирки с завинчивающейся крышкой объёмом 50 мл типа Falcon. 

Пробирки подвергали дробной стерилизации: два последовательных 

автоклавирования с разницей в 24 часа при давлении 1 атм в течение 

30 мин. После остывания, субстрат инокулировали блоками 

агаризованной среды с развившимся мицелием и переносили в 

термостатируемую камеру (+25 °С). 

2. Осуществляли стерилизацию 10 % растворов криопротекторных 

соединений и полипропиленовых криопробирок объёмом 2 мл. 

3. После зарастания всего объёма зёрен, проводили их внесение в 

стерильные криопробирки с дальнейшим добавлением стерильных 

растворов криопротекторов. 

4. Через час после внесения растворов криопротекторов, криопробирки 

переносили в морозильную установку (–80 °С). 
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2.3 Морфолого-культуральные характеристики исследуемых штаммов 

Хранение чистых культур могут оказывать сильное влияние на ряд 

морфолого-культуральных характеристик (Humber, 1997). Для исследования 

влияния хранения на морфолого-культуральные характеристики культур 

макромицетов проводили изучение внешней морфологии колоний, 

микроморфологии мицелия и числа пряжек до и после периода хранения. 

По окончании срока хранения культуры штаммов изымали с хранения и 

проводили посев на чашки Петри со средой № 337. Чашки Петри инкубировали 

при +25 °С в течение 21 суток. 

На 10 сутки после начала инкубации, фиксировали морфолого-

культуральные характеристики — тип колонии, характер края колонии, окраска 

аверса и реверса колонии, наличие или отсутствие концентрической зональности, 

наличие секторов (Stalpers, 1978; Бухало, 1988). Для анализа микроморфологии 

проводили микроскопирование препаратов мицелия, полученного путём соскоба с 

поверхности колонии и переноса полученной биомассы в каплю 80 % раствора 

молочной кислоты на поверхности предметного стекла (Литвинов, 1969). 

Анализ микроморфологии включал в себя подсчёт количества пряжек на 

одной гифе на участке длиной 500 мкм при увеличении ×1000 (увеличение 

объектива — ×100; увеличение окуляра — ×10) (Дудка и др., 1982; Камзолкина, 

Богданов, 2017). Изучение микроморфологических характеристик проводили с 

использованием микроскопа Leica DM500 в двадцатикратной повторности. 
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2.4 Физиологические характеристики исследуемых штаммов 

Помимо морфолого-культуральных характеристик, хранение культур 

оказывает сильное влияние на их физиологические характеристики (Borman et al., 

2006). После изъятия с хранения и последующего посева на чашки Петри со 

средой № 337, культуры инкубировали при +25 °С в течение 21 суток. В процессе 

инкубации, измеряли диаметры колоний в двух взаимно перпендикулярных 

направлениях каждые 24 часа (Burnett, 1976). На 10 сутки проводили итоговый 

замер и сравнение значений диаметра колоний с контрольными значениями. В 

качестве контроля использовали данные о диаметре колоний исследуемых 

штаммов, полученные для первых пассажей после изоляции на 14 сутки 

инкубации при + 25 °С. 

Подсчёт ростового коэффициента (РК) осуществляли по формуле: 

, где d — диаметр колонии в мм, h — высота мицелия в мм, g — 

плотность мицелия по трехбалльной шкале (1 — редкий, 2 — средняя плотность, 

3 — плотный), n — возраст колонии (сутки). Ростовой коэффициент позволяет 

сравнивать рост культур разного возраста и с разной текстурой колоний, 

учитывая линейную скорость роста и интенсивность накопления биомассы. По 

ростовому коэффициенту штаммы условно разделяют на 3 группы: 

быстрорастущие (PK более 100), растущие со средней скоростью (PK от 50 до 

100) и медленно растущие (PK менее 50) (Бухало, 1988). 
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2.5 Эндоглюканазная активность штаммов макромицетов 

Созданная коллекция включает штаммы как ксилотрофных, сапротрофных 

и паразитических макромицетов, обладающих сложным ферментативным 

комплексом, позволяющим разрушать широкий спектр субстратов растительного 

происхождения (Baldrian, 2008a). Основным компонентом растительных 

клеточных стенок является целлюлоза, за разрушение которой у макромицетов 

отвечает целлюлазный ферментативный комплекс (Baldrian, Valášková, 2008). Для 

ферментов, входящих в состав целлюлазного ферментативного комплекса, 

характерна чёткая специализация (Синицын и др., 1995): 

3. Эндоглюканазы гидролизуют внутренние гликозидные связи между 

моносахаридными остатками; 

4. Экзоглюканазы (целлобиогидролазы) расщепляют внешние 

гликозидные связи, расположенные на концах молекулы целлюлозы; 

5. β-глюкозидазы разрушают гликозидные связи ди- и олигосахаридов. 

Эндоглюканазы играют важнейшую роль в процессе деградации 

целлюлозы, первыми вступая в процесс гидролиза полимерной цепи. Воздействие 

эндоглюканаз выражается в значительном снижении степени полимеризации 

субстрата, что связано с фрагментацией этого субстрата, формированием моно-, 

ди- и трисахаридов. Учитывая тот факт, что целлюлоза является одним из 

основных источников питательных соединений, изучение влияния хранения на 

активность целлюлазного ферментативного комплекса, представляется особенно 

актуальным. 

Для измерения эндоглюканазной активности отобранных штаммов 

применяли динитросалициловый метод — метод расчёта по восстанавливающим 

сахарам, образующимся в результате ферментативной реакции (Синицын и др., 

1995). Данный метод включает в себя применение растворимой в воде натриевой 

соли карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) в качестве субстрата. Использование КМЦ 

позволяет измерить активность только эндоглюканаз, поскольку 

целлобиогидролазы в силу особенностей строения их активного центра 

неспособны эффективно гидролизовать КМЦ из-за наличия у неё 
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карбоксиметильных групп. Измерение эндоглюканазной активности исследуемых 

штаммов мы проводили согласно методике Антроповой с соавторами (Антропова 

и др., 2015). 

Жидкую среду Гетчинсона готовили с использованием 

микрокристаллической целлюлозы для тонкослойной хроматографии (Chemapol, 

Чехословакия) в качестве источника углеродного питания. Качалочные колбы 

Эрленмейера со средой Гетчинсона инокулировали изъятыми с хранения 

культурами исследуемых штаммов. Колбы инкубировали на качалке (180 

об./мин.) при температуре +25 °С в течение 7 суток, для быстрорастущих 

штаммов, и 14 суток для медленнорастущих. Для определения эндоглюконазной 

активности использовали химически чистую КМЦ средней вязкости. 

Спектрофотометрическое исследование проводили при помощи 

спектрофотометра В-1100 (ЭКОВЬЮ, Китай). Эндоглюканазную активность 

измеряли в единицах активности (ед.). Одна единица активности соответствует 

такому количеству фермента, которое приводит к образованию 1 мкмоль 

восстанавливающих сахаров в глюкозном эквиваленте за 1 минуту при +50 °С и 

рН 5,0. 
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2.6 Статистическая обработка данных 

Помещение штаммов на хранение по вышеуказанным методам проводили 

в пятикратной повторности с обязательным «контролем закладки» через 24 часа. 

Фиксирование морфолого-культуральных и физиологических характеристик 

также проводили в пятикратной повторности. В трёхкратной повторности 

осуществляли измерение эндоглюканазной активности штаммов. 

Статистическую обработку полученных данных проводили в пакете 

программ Statistica 12.0. Осуществляли однофакторный дисперсионный анализ 

(ANOVA) с предварительным тестированием выборок на однородность (тест 

Левена). Для получения более подробных сведений о различиях между 

выборками проводили апостериорный анализ данных по методу Ньюмена-Кейлса 

и по методу Тьюки (уровень вероятности P = 0,95) (Newman, 1939; Tukey, 1949; 

Keuls, 1952). 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Методы хранения оказывают различное влияние на жизнеспособность и 

физиологию чистых культур макромицетов. Для сравнительного изучения 

используемых методов хранения были выбраны следующие параметры: 

жизнеспособность чистых культур, морфолого-культуральные (тип колонии, тип 

края колонии, количество пряжек на длину гиф, наличие анаморф и других 

структур), физиологические (диаметр колоний на 10 сутки, ростовой 

коэффициент) и биохимические (активность эндоглюканаз) характеристики 

штаммов. В ходе исследования было изучено 1780 образцов. 

3.1 Жизнеспособность штаммов при использованных методах хранения 

Известно, что выбранные методы хранения изначально были разработаны 

для видов микромицетов, способных к формированию бесполого спороношения и 

различных покоящихся стадий, крайне устойчивых к неблагоприятным условиям 

окружающей среды. Образование покоящихся стадий в культуре характерно 

только для ограниченного числа видов макромицетов. В связи с этим, 

общепринятые методы хранения не всегда оказываются оптимальными для 

культур макромицетов, приводя к их гибели. 

Все отобранные штаммы сохранили свою жизнеспособность в процессе 

хранения на агаризованных средах как методом серийных пересевов, так и под 

слоем дистиллированной воды (табл. 2). Сохранение жизнеспособности культур 

при хранении на агаризованных среды было показано в ряде работ (Ellis, 1979; 

Croan et al., 1999; Richter et al., 2010). В частности, для штаммов L. edodes и P. 

ostreatus, было отмечено успешное восстановление культуры после хранения под 

слоем дистиллированной воды в течение 20 лет (Richter et al., 2016). 

Применение методов сублимации показало, что макромицеты способны, 

при соблюдении ряда условий, переживать хранение в высушенном состоянии. 

Так, подобное было ранее показано для Schizophyllum commune Fr., видов рода 

Coprinus, Laccaria и др. (Tan et al., 1991; Sundari, Adholeya, 1999; Sundari, 

Adholeya, 2000a). 
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Таблица 2. Жизнеспособность штаммов макромицетов после периода хранения. 

№ Вид 

Жизнеспособность после хранения 

СП ДВ 

С 

У 

Б 

АБ ПП ЗП 

Г Т ГТ Г Т ГТ Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus + + – + + + + + – + ++1 ++ 

RA01 M. alliaceus + + н/д + + + + + – + + + 

RA02 P. impudicus + + н/д – – – – – – – – – 

MR61 S. globosum + + н/д + + + + + + + + + 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae + + + – + – + + – + + + 

FE25 A. nigricans + + н/д + + + + + + + + + 

MR55 F. rossica + + н/д + + + + + + + + + 

MR40 G. lucidum + + н/д + + + + + ++ + + + 

MR57 H. coralloides + + н/д + + + + + – + ++ + 

FE53 H. erinaceus + + н/д + + + + + + + + + 

RA09 H. flagellum + + н/д – – – – + – – – – 

FE20 L. edodes + + н/д + + + – + + + + + 

RA03 L. pyriforme + + н/д + + + – + – + + + 

FE34 M. vassiljevae + + н/д + + + + + + + + + 

FE27 P. citrinopileatus + + н/д + + + + + + + + + 

PR62 P. nebrodensis + + н/д ++ ++ ++ + + – + + + 

MR1 P. ostreatus + + + + + + + + + + + + 

Паразиты древесных растений 

RA04 F. hepatica + + н/д – – – – – – – – – 

FE30 S. latifolia + + н/д – – – – – – – – – 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris + + н/д – – – + + + + + + 

Прим. Г — 10 % раствор глицерина, Т — 10 % раствор трегалозы, Г+Т — смесь 10 % растворов 

глицерина и трегалозы. 1 — увеличение диаметра колонии после изъятия с хранения 

 

Была показана неоптимальность протоколов криохранения в отношении 

культур паразитов высших растений и штамма Phallus impudicus, гумусового 

сапротрофа. Подобное можно объяснить трофическими особенностями паразитов 

высших растений и индивидуальными характеристиками штаммов. Выявлено, что 

протокол с использованием блоков агаризованной среды, традиционно 

применяемый для хранения макро- и микромицетов, показал худшие показатели 

по сохранению жизнеспособности исследованных чистых культур. Гибель 



51 

культур в процессе криохранения по данному протоколу отмечали в ряде 

исследований (Danell, Flygh, 2002; Crahay et al., 2013; Sato et al., 2019). 

Применение модифицированных «перлитового» и «зернового» протоколов 

криохранения позволило сохранить в жизнеспособном состоянии большинство 

исследуемых штаммов, в редких случаях (A. bisporus, G. lucidum, H. coralloides) 

ускоряя рост колоний. Сходные результаты были показаны для G. lucidum, L. 

edodes, P. citrinopileatus (Mata, Pérez-Merlo, 2003; Homolka et al., 2006). 

Из выбранных протоколов хранения только метод серийных пересевов и 

метод хранения под слоем дистиллированной воды позволили сохранить 

жизнеспособность всех штаммов рабочей коллекции. Из протоколов 

криохранения оптимальными были «зерновой протокол» и «перлитовый 

протокол». Метод «агаровых блоков» показал худшие результаты. Тем не менее, 

целесообразным представляется расширение списка исследованных штаммов и 

оптимизация применяемых протоколов, использование других криопротекторных 

соединений и их концентраций. 
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3.2 Морфолого-культуральные характеристики штаммов 

К изучаемым морфолого-культуральным характеристикам штаммов 

относили: тип колонии, тип края колонии, окраска аверса и реверса, число пряжек 

на длину гифы, наличие анаморф и других микроскопических структур. Данные 

характеристики были выбраны в связи с тем, что они позволяют с достаточной 

простотой оценить состояние колонии и являются стандартными при проведении 

исследований морфолого-культуральных особенностей (Бухало, 1988). 

Среди отобранных штаммов были отмечены следующие типы колоний (по 

Stalpers, 1978) (табл. 3): войлочный (felty), перистый (plumose), плёночный или 

субвойлочный (pellicular or subfelty), хлопковый (cottony), шерстистый (woolly). 

Таблица 3. Типы колоний исследуемых штаммов. 

Тип колоний Штаммы Внешний вид колоний 

Войлочный 

(felty) 

Pleurotus ostreatus 

Cordyceps militaris 

Flammulina rossica 

 

Перистый 

(plumose) 

Hericium erinaceus 

Hericium coralloides 

H. flagellum 

Phallus impudicus 

Sarcosoma globosum 
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Плёночный 

(субвойлочный) 

(pellicular or 

subfelty) 

Ganoderma lucidum 

Mycetinis alliaceus 

Mycoleptodonoides 

vassiljevae 

 

Хлопковый 

(cottony) 

Auricularia auricula-judae 

Agaricus bisporus 

A. nigricans 

Pleurotus citrinopileatus 

P. nebrodensis 

 

Шерстистый 

(woolly) 

Lentinula edodes 

Fistulina hepatica 

Lycoperdon pyriforme 

Sparassis latifolia 

 
 

Изменение типа колонии после изъятия с хранения наблюдали у штамма 

Pleurotus ostreatus (см. Приложение 4). Для штаммов фиксировали изменение 

выраженности воздушного мицелия, характера края колонии и изменение 

количества пряжек. Отмечали пряжки различных форм и размеров, с 

пространством между пряжкой и гифой (т.н. «medallion clamps») (Stalpers, 1978) 

(рис. 7–10). Наиболее часто встречали обычные пряжки («regular clamps») (рис. 7). 

Реже — пряжки «медальонного типа» различных форм (рис. 8, 9), в том числе с 

латеральными гифами (рис. 10). 
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Рис. 7. Пряжки на гифах Hericium coralloides после хранения по методу «агаровых 

блоков». 

 

Рис. 8. «Медальонные пряжки» на гифах Lentinula edodes после хранения по 

методу «агаровых блоков». 
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Рис. 9. «Медальонные пряжки» на гифах Sparassis latifolia после хранения под 

слоем дистиллированной воды. 

 

Рис. 10. «Медальонные пряжки» на гифах Flammulina rossica после хранения под 

слоем дистиллированной воды. Желтой стрелкой отмечена латеральная гифа. 
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3.2.1 Хранение на агаризованных средах 

Для культур, помещённых на хранение методом серийных пересевов и под 

слой дистиллированной воды, отмечали слабое развитие воздушного мицелия и 

снижение плотности колоний. Хранение данными методами также оказывало 

влияние на число пряжек на мицелии, приводя к его снижению, что было более 

выражено для культур, претерпевавших серийные пересевы. Для P. impudicus 

наблюдали полную утрату пряжек (табл. 4). 

Таблица 4. Среднее количество мицелиальных пряжек на длине гифы 500 мкм, 

после периода хранения согласно выбранным протоколам (увеличение ×1000). 

№ Вид 
Среднее число мицелиальных пряжек 

К СП ДВ СУБ АБ ПП ЗП 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus – – – – – – – 

RA01 M. alliaceus 3 2 2 н/д 2 4 3 

RA02 P. impudicus 1 – 1 н/д – – – 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 2 1 1 – 1 2 2 

FE25 A. nigricans 1 1 2 н/д – 1 1 

MR55 F. rossica 5 1 2 1 2 4 5 

MR40 G. lucidum 5 2 4 н/д 5 4 5 

MR57 H. coralloides 8 2 3 н/д 3 5 6 

FE53 H. erinaceus 4 3 5 н/д 4 4 7 

RA09 H. flagellum 5 4 5 н/д – 4 – 

FE20 L. edodes 4 2 4 н/д 2 2 3 

RA03 L. pyriforme 2 1 1 н/д 1 1 1 

FE34 M. vassiljevae  2 1 2 н/д – – – 

FE27 P. citrinopileatus 5 2 3 н/д 3 4 5 

PR62 P. nebrodensis 3 3 4 н/д 7 5 5 

MR1 P. ostreatus 7 3 3 2 3 4 8 

Паразиты высших растений 

RA04 F. hepatica 3 3 3 н/д – – – 

FE30 S. latifolia 7 6 8 н/д – – – 

Примечание: К — контроль, СП — серийные пересевы, ДВ — дистиллированная вода, СУБ — 

сублимационная сушка, АБ — агаровые блоки, ПП — «перлитовый протокол», ЗП — 

«зерновой протокол». 
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3.2.2 Хранение в сублимированном состоянии 

Среди штаммов, помещённых на хранение в сублимированном состоянии 

(A. bisporus, A. auricula-judae, F. rossica, P. ostreatus), высушивание в вакууме 

пережили все штаммы, кроме A. bisporus. Для культур отмечали слабое развитие 

воздушного мицелия (A. auricula-judae, F. rossica) или почти полное его 

отсутствие (P. ostreatus) и низкую плотность колоний (рис. 11–13). Для колоний 

A. auricula-judae и P. ostreatus было показано развитие колоний по шерстистому 

(woolly) типу, в отличие от войлочного типа, характерного для контроля. 

Фиксировали значительное падение числа пряжек (F. rossica) или их полную 

утрату (P. ostreatus) (табл. 4). 

 

Рис. 11. Колонии A. auricula-judae 

после хранения в сублимированном 

состоянии. 

 

Рис. 12. Колонии F. rossica после 

хранения в сублимированном 

состоянии. 

 

Рис. 13. Колонии P. ostreatus после хранения в сублимированном состоянии. 
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3.2.3 Криохранение. Метод «агаровых блоков» 

Хранение в замороженном состоянии оказывало негативное влияние на 

морфологию колоний и число пряжек на мицелии. Тип колонии и её края 

оставался неизменным, за исключением штамма P. ostreatus, для которого были 

зафиксированы колонии перистого (plumose) типа, с более редким и менее 

плотным воздушным мицелием (рис. 14, 15). Большинство исследуемых 

штаммов, помещённых на хранение согласно данному протоколу, 

продемонстрировали более активное развитие стелющегося по поверхности 

субстрата мицелия, т.н. поисковых гиф. Усиленное развитие стелющегося 

мицелия может свидетельствовать о том, что при воздействии стрессовых 

условий, культура стремится быстрее освоить субстрат за счёт более сильного 

развития поисковых гиф. Применение протокола с блоками агаризованной среды 

приводило к слабому развитию воздушного мицелия и уменьшению числа пряжек 

у большинства штаммов или их полной утрате (у A. nigricans и M. vassiljevae). 

Тем не менее, отмечали и обратный эффект. Так, для культур P. nebrodensis было 

зафиксировано увеличение числа пряжек. 

 

 

Рис. 14. Колония P. ostreatus до 

помещения на криохранение. 

 

Рис. 15. Колония P. ostreatus после 

криохранения на агаризованных 

блоках. 
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3.2.4 Криохранение. «Перлитовый протокол» 

В отличие от протокола с «агаровыми блоками», культуры, помещённые 

на хранение по «перлитовому протоколу», не демонстрировали уменьшения 

развития воздушного мицелия, хотя отмечали более слабую концентричность 

мицелия (рис. 10, 12). Было зафиксировано уменьшение числа пряжек (табл. 3). 

 

Рис. 16. Колония P. ostreatus после криохранения по «перлитовому протоколу». 
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3.2.5 Криохранение. «Зерновой протокол» 

Наименьшее влияние на морфологию культур оказало хранение по 

«зерновому протоколу». Вместе с этим, отмечали увеличение числа пряжек для 

культур H. erinaceus и P. nebrodensis. Также, на мицелии H. erinaceus 

фиксировали формирование единичных хламидоспор, позволяющих переживать 

неблагоприятные условия окружающей среды (рис. 12). 

 

Рис. 17. Гифы Hericium erinaceus с развившимися пряжками (отмечена жёлтым) и 

хламидоспорой (отмечена красным). 

Все методы хранения оказывали влияние на морфолого-культуральные 

характеристики штаммов макромицетов. Так, наблюдали снижение числа пряжек 

на длину гифы, более слабое развитие воздушного мицелия и снижение плотности 

колоний. Было зафиксировано развитие структур бесполого размножения 

(хламидоспор), формирование которых часто связано с воздействием стрессовых 

условий (Liu et al., 2020). Были зарегистрированы пять типов колоний. Изменение 

типа колонии после периода хранения было в единичных случаях. При этом, 

отмечали слабую выраженность концентричности мицелия. Тип края колонии и 

окраска аверса и реверса оставались неизменными. 

Необходимо отметить, что культуры большинства штаммов, которые были 

заморожены по «зерновому протоколу», продемонстрировали наиболее близкое к 
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контролю количество пряжек, в ряде случаев превышая контрольные значения. 

Увеличение числа пряжек можно связать с тем, что амилоза, амилопектин и их 

мономер, глюкоза, которыми богат эндосперм зёрен пшеницы, являются не 

только природными стабилизаторами, связывающими молекулы воды, играя роль 

криопротекторных соединений, но и служат дополнительным источником 

питания для мицелия гриба. Зерно пшеницы является источником ряда 

микроэлементов и аминокислот, оказывающих благотворное влияние на развитие 

мицелия. Также, это может быть связано с индивидуальными особенностями 

штаммов. Так, Lycoperdon pyriforme демонстрировал формирование единичных 

пряжек на мицелии. Как известно, у многих видов гастероидных макромицетов 

мицелиальные пряжки на дикариотическом мицелии, как правило, отсутствуют 

или они единичны (Dowding, Bulmer, 1964; Huss, 1996). При этом, наличие или 

отсутствие пряжек может быть штаммоспецифичным (Duncan, Keay, 1990). 
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3.3 Физиологические характеристики штаммов 

Помимо морфолого-культуральных характеристик, общепринятыми 

параметрами для изучения влияния тех или иных условий на чистые культуры 

являются физиологические характеристики — диаметр колоний на установленные 

сутки и ростовой коэффициент. 

3.3.1 Серийные пересевы 

Наблюдали слабое (< 1 мм/сут) замедление роста колоний и снижение 

значений ростового коэффициента по сравнению с контролем (табл. 5, 6). Вместе 

с этим, была отмечена, лаг-фаза длительностью в 1–2 суток. Особенно характерно 

это было для штаммов видов A. bisporus, A. auricula-judae, C. militaris, H. 

flagellum, M. alliaceus, P. nebrodensis, P. ostreatus, S. globosum. В то же время, 

отдельные штаммы, такие как F. hepatica, L. edodes, L. pyriforme, P. impudicus, S. 

latifolia, не показали подобных изменений. Замедление роста колоний и снижение 

значений ростовых коэффициентов может быть связано с использованием 

неоптимальных питательных сред и постепенным старением культур.  

Таблица 5. Средние значения диаметров колоний штаммов после периода 

хранения (на 10 сутки). 

№ Вид 

Средний диаметр колоний, мм 

К СП 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 18,9±0,42* 16,4±0,38 

RA01 M. alliaceus 23,3±0,2 19,8±0,25 

RA02 P. impudicus 16,3±0,12 16,2±0,12 

MR61 S. globosum 29,3±0,12 26,3±0,12 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 41,2±0,05 36,1±0,04 

FE25 A. nigricans 38,8±0,04 35,6±0,1 

MR55 F. rossica 49,6±0,02 48,3±0,02 

MR40 G. lucidum 33,1±0,1 29,8±0,13 

MR57 H. coralloides 42,6±0,5 41±0,16 

FE53 H. erinaceus 37,8±0,13 35,8±0,12 

RA09 H. flagellum 19,4±0,18 16,9±0,1 

FE20 L. edodes 31,7±0,2 31,3±0,2 

RA03 L. pyriforme 20,5±0,22 19,8±0,12 

FE34 M. vassiljevae 49,9±0,33 48,4±0,19 

FE27 P. citrinopileatus 48,3±0,25 48±0,15 
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PR62 P. nebrodensis 41,1±0,18 36,4±0,2 

MR1 P. ostreatus 50,2±0,14 47,7±0,18 

Паразиты древесных растений 

RA04 F. hepatica 6,7±0,1 6,5±0,1 

FE30 S. latifolia 4,3±0,05 4,2±0,07 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 30,4±0,22 19,5±0,2 

Прим. К — контроль, СП — серийные пересевы. * — после «±» приведены значения стандартной 

ошибки среднего. 

Таблица 6. Средние значения ростового коэффициента исследуемых штаммов 

после периода хранения. 

№ Вид 

Ростовой коэффициент 

К СП 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 7,56±0,3 6,56±0,02 

RA01 M. alliaceus 13,98±0,6 11,88±0,5 

RA02 P. impudicus 3,26±0,17 3,24±0,43 

MR61 S. globosum 8,79±0,56 7,89±0,29 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 37,08±1,07 21,66±0,55 

FE25 A. nigricans 23,28±0,75 21,36±0,21 

MR55 F. rossica 44,64±0,84 43,47±0,41 

MR40 G. lucidum 19,86±0,43 17,88±0,37 

MR57 H. coralloides 17,04±0,51 16,4±0,42 

FE53 H. erinaceus 15,12±0,72 14,32±0,38 

RA09 H. flagellum 7,76±0,2 6,76±0,33 

FE20 L. edodes 19,02±0,43 12,52±0,25 

RA03 L. pyriforme 4,1±0,16 3,96±0,12 

FE34 M. vassiljevae 29,94±0,71 29,04±0,54 

FE27 P. citrinopileatus 43,37±2,73 43,2±1,1 

PR62 P. nebrodensis 36,99±2,1 21,84±1,3 

MR1 P. ostreatus 75,3±3,2 42,93±2,1 

Паразиты древесных растений 

RA04 F. hepatica 2,68±0,02 2,6±0,05 

FE30 S. latifolia 1,2±0,02 1,1±0,07 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 27,36±1,47 17,55±0,61 

Прим. К — контроль, СП — серийные пересевы. 

В ходе ряда исследований было выявлено, что хранение культур методом 

серийных пересевов может негативно влиять на их морфолого-культуральные и 

физиологические характеристики. В частности, наблюдается потеря 

мицелиальных структур, замедление роста и снижение вирулентности для 
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фитопатогенных и энтомопатогенных видов (Samšiňáková, Kalalova, 1983; 

Humber, 1997; Borman et al., 2006; Sakurai et al., 2019). Помимо этого, хранение 

методом серийных пересевов характеризуется высокими трудозатратами, 

повышенной опасностью контаминации культур и необходимостью наличия 

больших объёмов свободного пространства для хранения носителей. В то же 

время, данный метод сравнительно дёшев и не высокотехнологичен, позволяет 

сохранять в жизнеспособном состоянии штаммы, для которых не подходит 

хранение другими способами (Humber, 1997). На данный момент, хранение 

методом серийных пересевов активно применяется в отечественных и 

зарубежных коллекциях чистых культур (Озерская и др., 2006; Псурцева, Кияшко, 

2022). 

 

3.3.2 Хранение под слоем дистиллированной воды 

Все выбранные штаммы сохранили свою жизнеспособность при хранении 

по данному протоколу. Как и в случае с предыдущим методом хранения, для всех 

культур наблюдали лаг-фазу длительностью 1–2 суток. Тем не менее, для всех 

чистых культур отобранных штаммов наблюдали снижение значений 

исследуемых физиологических характеристик (табл. 7, 8). Вместе с методом 

серийных пересевов, хранение под слоем дистиллированной воды, был 

единственным протоколом, подходящим для штаммов видов Fistulina hepatica и 

Phallus impudicus. Замедление роста и уменьшение значений ростового 

коэффициента можно объяснить длительным хранением под слоем 

дистиллированной воды при низких температурах. Целесообразным 

представляется изучение процесса восстановления физиологических 

характеристик в последующих пассажах. 
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Таблица 7. Средние значения диаметров колоний штаммов после периода 

хранения (на 10 сутки). 

№ Вид 

Средний диаметр колоний, мм 

К ДВ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 Agaricus bisporus 18,9±0,42 15,8±0,37 

RA01 Mycetinis alliaceus 23,3±0,2 23,1±0,24 

RA02 Phallus impudicus 16,3±0,12 15,1±0,15 

MR61 Sarcosoma globosum 29,3±0,12 27,5±0,15 

Ксилосапротрофы 

MR16 Auricularia auricula-judae 41,2±0,05 40,5±0,04 

FE25 Auricularia nigricans 38,8±0,04 28,7±0,12 

MR55 Flammulina rossica 49,6±0,02 49,8±0,03 

MR40 Ganoderma lucidum 33,1±0,1 32,6±0,15 

MR57 Hericium coralloides 42,6±0,5 42,1±0,18 

FE53 Hericium erinaceus 37,8±0,13 37,1±0,2 

RA09 Hericium flagellum 19,4±0,18 17,2±0,12 

FE20 Lentinula edodes 31,7±0,2 31,6±0,19 

RA03 Lycoperdon pyriforme 20,5±0,22 16,6±0,18 

FE34 Mycoleptodonoides vassiljevae 49,9±0,33 49,6±0,4 

FE27 Pleurotus citrinopileatus 48,3±0,25 47,4±0,19 

PR62 Pleurotus nebrodensis 41,1±0,18 37,6±0,14 

MR1 Pleurotus ostreatus 50,2±0,14 50,1±0,1 

Паразиты древесных растений 

RA04 Fistulina hepatica 6,7±0,1 6,4±0,1 

FE30 Sparassis latifolia 4,3±0,05 4,2±0,05 

Паразиты насекомых 

MR67 Cordyceps militaris 30,4±0,22 29,5±0,18 

Примечание: К — контроль, ДВ — дистиллированная вода. 

Использование этого метода позволяет увеличить срок хранения и 

избежать частых пересевов на новые питательные среды, что позволяет в 

значительной степени снизить трудовые и временные затраты, а также 

вероятность контаминации культур. В ряде исследований была показана высокая 

эффективность хранения чистых культур представителей разных 

таксономических и эколого-трофических групп под слоем дистиллированной 

воды (Burdsall, Dorworth, 1994; Croan et al., 1999; Richter et al., 2010; Castro-Rios, 

Bermeo-Escobar, 2021). На сегодняшний день, хранение под слоем 

дистиллированной воды, наряду с методом серийных пересевов, широко 
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применяется в различных учебных и научных коллекциях (Озерская и др., 2006; 

Псурцева, Кияшко, 2022). 

Таблица 8. Средние значения ростового коэффициента исследуемых штаммов 

после периода хранения. 

№ Вид 

Ростовой коэффициент 

К ДВ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 7,56±0,3 6,32±0,1 

RA01 M. alliaceus 13,98±0,6 13,86±0,45 

RA02 P. impudicus 3,26±0,17 3,02±0,23 

MR61 S. globosum 8,79±0,56 8,25±0,51 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 37,08±1,07 36,45±0,87 

FE25 A. nigricans 23,28±0,75 17,22±0,56 

MR55 F. rossica 44,64±0,84 44,82±0,77 

MR40 G. lucidum 19,86±0,43 19,56±0,21 

MR57 H. coralloides 17,04±0,51 16,84±0,34 

FE53 H. erinaceus 15,12±0,72 14,84±0,56 

RA09 H. flagellum 7,76±0,2 6,88±0,31 

FE20 L. edodes 19,02±0,43 18,96±0,27 

RA03 L. pyriforme 4,1±0,16 3,32±0,1 

FE34 M. vassiljevae 29,94±0,71 29,76±1,1 

FE27 P. citrinopileatus 43,37±2,73 42,66±1,43 

PR62 P. nebrodensis 36,99±2,1 22,6±2,25 

MR1 P. ostreatus 75,3±3,2 60,12±2,89 

Паразиты древесных растений 

RA04 F. hepatica 2,68±0,02 2,56±0,08 

FE30 S. latifolia 1,2±0,02 0,84±0,05 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 27,36±1,47 26,55±1,23 
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3.3.3 Хранение в сублимированном состоянии 

Наблюдали сильное замедление роста колоний и снижение их плотности 

(табл. 9, 10). Помимо этого, отмечали наличие лаг-фазы длительностью 3 суток, 

что может быть связано с стрессовыми факторами нахождения в вакууме. Тем не 

менее, показано, что, при использовании модифицированных протоколов 

криохранения, штаммы макромицетов способны сохранять свою 

жизнеспособность и физиологические характеристики на приемлемом уровне. 

Таблица 9. Средние значения диаметров колоний штаммов до и после периода 

хранения (на 10 сутки). 

№ Вид 

Средний диаметр колоний, мм 

К СУБ 

PR58 Agaricus bisporus 18,9±0,42 –* 

MR16 Auricularia auricula-judae 41,2±0,05 8,3±0,02 

MR55 Flammulina rossica 49,6±0,02 21,2±0,04 

MR1 Pleurotus ostreatus 50,2±0,14 20,7±0,07 

Прим. К — контроль, СУБ — хранение в сублимированном состоянии, * — гибель культуры. 

 

Таблица 10. Средние значения ростового коэффициента (РК) исследуемых 

штаммов после периода хранения. 

№ Вид 

Ростовой коэффициент 

К СУБ 

PR58 Agaricus bisporus 7,56±0,3 – 

MR16 Auricularia auricula-judae 37,08±1,07 1,66±0,01 

MR55 Flammulina rossica 44,64±0,84 8,48±0,23 

MR1 Pleurotus ostreatus 75,3±3,2 8,28±0,54 

Прим. К — контроль, СУБ — хранение в сублимированном состоянии. 

 

3.3.4 Криохранение. Протокол с использованием «агаровых блоков» 

После 8-месячного хранения исследуемых штаммов по данному 

протоколу, было отмечено сильное замедление роста колоний и уменьшение 

значений ростовых коэффициентов (табл. 11, 12). Штаммы видов Cordyceps 

militaris, Fistulina hepatica, Hericium flagellum, Phallus impudicus, Sparassis latifolia 

не смогли сохранить свою жизнеспособность ни в одном из вариантов 
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криохранения. В то же время, культуры штамма Auricularia auricula-judae 

утратили свою жизнеспособность только в отдельных вариантах опыта по 

криохранению.  

Таблица 11. Средние значения диаметров колоний штаммов после периода 

хранения (на 10 сутки). 

Штамм Вид 
Средний диаметр колонии, мм 

К Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 18,9±0,42 2,1±0,11 3,4±0,22 2,2±0,21 

RA01 M. alliaceus 23,3±0,2 12,2±0,1 13,2±0,2 12,4±0,2 

MR61 S. globosum 29,3±0,12 17±0,21 16,9±0,2 17,3±0,2 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 41,2±0,05 – 9,4±0,14 – 

FE25 A. nigricans 38,8±0,04 28,7±0,12 26,7±0,1 29,6±0,12 

MR55 F. rossica 49,6±0,02 30,8±0,04 31,5±0,12 39,9±0,21 

MR40 G. lucidum 33,1±0,1 32±0,08 23,4±0,12 20,4±0,14 

MR57 H. coralloides 42,6±0,5 25,1±0,3 26,1±0,4 19,4±0,22 

FE53 H. erinaceus 37,8±0,13 21,6±0,1 19,6±0,11 14,6±0,14 

FE20 L. edodes 31,7±0,2 17,6±0,2 22,8±0,21 22±0,22 

RA03 L. pyriforme 20,5±0,22 13,4±0,18 15,6±0,2 16,3±0,26 

FE34 M. vassiljevae 49,9±0,33 38,7±0,3 41,1±0,3 43,9±0,24 

FE27 P. citrinopileatus 48,3±0,25 28,3±0,21 37,6±0,23 42,2±0,2 

PR62 P. nebrodensis 41,1±0,18 46,4±0,23 43,1±0,12 44,4±0,1 

MR1 P. ostreatus 50,2±0,14 47,1±0,1 47,8±0,12 48,9±0,1 
Прим. К — контроль, Г — 10 % раствор глицерина, Т — 10 % раствор трегалозы, ГТ — смесь 10 % 

растворов глицерина и трегалозы. 

Использование 10 % раствора глицерина в качестве криопротекторного 

соединения позволило сохранить жизнеспособность почти всех штаммов, кроме 

штаммов Auricularia auricula-judae. Данный криопротектор был наиболее 

эффективен для штаммов видов Auricularia nigricans, Ganoderma lucidum, 

Hericium erinaceus и наименее — для включённых в рабочую коллекцию штаммов 

видов гумусовых сапротрофов. Помимо этого, было отмечено, что после хранения 

культуры Pleurotus nebrodensis демонстрировали более сильное развитие 

воздушного мицелия, увеличение значений РК при ускорении роста колонии. 

Возможно, это связано с тем, что штамм P. nebrodensis является промышленным 

и мог претерпеть ряд целенаправленных изменений, в том числе связанных с 

повышением его устойчивости к негативным факторам хранения в замороженном 

состоянии. 
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Применение 10 % раствора трегалозы позволило сохранить 

жизнеспособность всех исследуемых штаммов, за исключением указанных в 

начале. Следует отметить, что трегалоза была оптимальным криопротектором для 

штаммов видов, относящихся к эколого-трофической группе гумусовых 

сапротрофов. В то же время, культура штамма Auricularia auricula-judae смогла 

выжить только в данном варианте эксперимента. 

Таблица 12. Средние значения ростового коэффициента (РК) исследуемых 

штаммов после периода хранения. 

Штамм Вид 
Ростовой коэффициент 

К Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 7,56±0,3 0,21±0,01 0,68±0,02 0,44±0,02 

RA01 M. alliaceus 13,98±0,6 2,44±0,12 5,28±0,15 4,96±0,19 

MR61 S. globosum 8,79±0,56 3,4±0,2 5,07±0,21 3,46±0,18 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 37,08±1,07 – 3,76±0,22 – 

FE25 A. nigricans 23,28±0,75 11,48±0,23 10,68±0,25 11,84±0,11 

MR55 F. rossica 44,64±0,84 18,48±0,33 28,35±0,27 35,91±0,78 

MR40 G. lucidum 19,86±0,43 19,2±0,12 9,36±0,11 8,16±0,07 

MR57 H. coralloides 17,04±0,51 5,02±0,06 10,44±0,12 3,88±0,08 

FE53 H. erinaceus 15,12±0,72 8,64±0,1 7,84±0,13 5,84±0,09 

FE20 L. edodes 19,02±0,43 10,56±0,21 9,12±0,3 13,2±0,25 

RA03 L. pyriforme 4,1±0,16 1,34±0,06 3,12±0,15 3,26±0,08 

FE34 M. vassiljevae 29,94±0,71 23,22±0,21 24,66±0,25 26,34±0,25 

FE27 P. citrinopileatus 43,37±2,73 11,32±0,1 33,84±0,29 37,98±0,33 

PR62 P. nebrodensis 36,99±2,1 55,68±0,56 38,79±0,55 53,28±0,42 

MR1 P. ostreatus 75,3±3,2 28,26±0,44 28,68±0,4 39,12±0,32 
Прим. К — контроль, Г — 10 % раствор глицерина, Т — 10 % раствор трегалозы, ГТ — смесь 10 % 

растворов глицерина и трегалозы. 

Использование смеси криопротекторов негативно сказывалось на 

характеристиках культур видов гумусовых сапротрофов. При этом, большинство 

ксилосапротрофных видов показывали наиболее близкие к контролю значения 

диаметров колоний и ростового коэффициента в варианте хранения с 

использованием смеси криопротекторов. 

Протокол с использованием агаровых блоков нашел широкое применение 

во многих отечественных и зарубежных учебных и научных коллекциях 

благодаря своей относительной простоте и универсальности. Тем не менее, 

многие виды базидиальных макромицетов утрачивают жизнеспособность после 
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хранения по данному протоколу (Ito, Nakagiri, 1996; Danell, Flygh, 2002; Crahay et 

al., 2013; Sato et al., 2019). 

 

3.3.5 Криохранение. «Перлитовый протокол» 

После 8 месяцев хранения по «перлитовому протоколу» для большинства 

штаммов наблюдали замедление роста и снижение значений ростового 

коэффициента колоний, что можно объяснить стрессовым фактором длительного 

хранения в замороженном состоянии. Тем не менее, замедление роста было не 

таким сильным как в случае протокола с использованием «агаровых блоков» 

(табл. 13, 14). Подобный эффект отмечали для Hericium coralloides, 

Mycoleptodonoides vassiljevae, Pleurotus citrinopileatus, P. ostreatus. В то же время, 

для штамма вида Lycoperdon pyriforme, заложенного на хранение с добавлением 

10 % раствора трегалозы, отмечали увеличение ростового коэффициента. Так, на 

10 сутки инкубации, для штамма вида Ganoderma lucidum, помещённого на 

хранение в варианте с добавлением 10 % раствора глицерина и смеси 10 % 

растворов криопротекторов, отмечали больший, по сравнению с контролем, 

диаметр колоний, что может быть связано с использованием мицелием гриба 

излишков трегалозы и глицерина как дополнительных источников питания, а 

также индивидуальными характеристиками штамма (табл. 12). 

Таблица 13. Средние значения диаметров колоний штаммов после периода 

хранения (на 10 сутки). 

№ Вид 
Средний диаметр колонии, мм 

К Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 18,9±0,42 4,6±0,32 9,1±0,24 – 

RA01 M. alliaceus 23,3±0,2 14,3±0,22 16,6±0,2 – 

MR61 S. globosum 29,3±0,12 22,6±0,1 23,3±0,11 22,4±0,1 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 41,2±0,05 9,6±0,04 14,2±0,07 – 

FE25 A. nigricans 38,8±0,04 20,3±0,05 33,3±0,08 27,4±0,1 

MR55 F. rossica 49,6±0,02 46,7±0,04 46,8±0,05 47,9±0,03 

MR40 G. lucidum 33,1±0,1 32,3±0,1 26,1±0,11 36,7±0,1 

MR57 H. coralloides 42,6±0,5 38,5±0,5 37,5±0,45 – 

FE53 H. erinaceus 37,8±0,13 29,6±0,11 20,7±0,15 16,1±0,13 

RA09 H. flagellum 19,4±0,18 – 6,9±0,11 – 

FE20 L. edodes 31,7±0,2 – 11,3±0,21 14,4±0,2 

RA03 L. pyriforme 20,5±0,22 – 17,3±0,13 – 
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FE34 M. vassiljevae 49,9±0,33 45,6±0,35 48,4±0,24 44,7±0,22 

FE27 P. citrinopileatus 48,3±0,25 38,2±0,21 46,7±0,15 46,4±0,12 

PR62 P. nebrodensis 41,1±0,18 32,2±0,14 14,2±0,1 – 

MR1 P. ostreatus 50,2±0,14 49,1±0,12 49,2±0,1 49,3±0,17 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 30,4±0,22 11,2±0,2 10,3±0,23 12,5±0,21 
Прим. К — контроль, Г — 10 % раствор глицерина, Т — 10 % раствор трегалозы, ГТ — смесь 10 % 

растворов глицерина и трегалозы. 

Использование 10 % раствора глицерина в качестве криопротекторного 

соединения наиболее положительно влияло на штаммы видов Hericium 

coralloides, H. erinaceus, Pleurotus ostreatus. В то же время, штаммы видов 

Hericium flagellum, Lycoperdon pyriforme, не смогли пережить хранение в варианте 

с использованием раствора глицерина, показав, тем не менее, хорошие результаты 

в варианте с раствором трегалозы. Возможно, это вызвано индивидуальными 

особенностями штаммов или видов, для которых высокие концентрации 

глицерина могут быть цитотоксичными. 

Применение 10 % раствора трегалозы позволило сохранить большинство 

исследуемых штаммов. Для отдельных штаммов видов, таких как Agaricus 

bisporus, Auricularia auricula-judae, A. nigricans, Mycetinis alliaceus, Sarcosoma 

globosum, это был наиболее эффективный криопротектор. При этом, культуры 

штаммов Hericium flagellum и Lycoperdon pyriforme сохранили свою 

жизнеспособность только в варианте эксперимента с использованием раствора 

трегалозы. 

Таблица 14. Средние значения ростового коэффициента (РК) исследуемых 

штаммов после периода хранения. 

Штамм Вид 
Ростовой коэффициент 

К Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 7,56±0,3 0,46±0,07 3,64±0,12 – 

RA01 M. alliaceus 13,98±0,6 2,86±0,1 6,64±0,22 – 

MR61 S. globosum 8,79±0,56 4,52±0,12 6,99±0,14 13,44±0,23 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 37,08±1,07 3,84±0,15 8,52±0,27 – 

FE25 A. nigricans 23,28±0,75 8,12±0,3 19,98±0,37 16,44±0,21 

MR55 F. rossica 44,64±0,84 42,03±1,03 42,12±1,15 43,11±0,98 

MR40 G. lucidum 19,86±0,43 19,38±0,43 5,22±0,21 14,68±0,54 

MR57 H. coralloides 17,04±0,51 15,4±0,67 15±0,51 – 

FE53 H. erinaceus 15,12±0,72 11,84±0,24 8,28±0,32 6,44±0,18 

RA09 H. flagellum 7,76±0,2 – 1,38±0,09 – 
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FE20 L. edodes 19,02±0,43 – 4,52±0,2 8,64±0,41 

RA03 L. pyriforme 4,1±0,16 – 3,46±0,14 – 

FE34 M. vassiljevae 29,94±0,71 27,36±0,99 29,04±1,13 26,82±1,24 

FE27 P. citrinopileatus 43,37±2,73 34,38±1,17 42,03±1,28 41,76±1,56 

PR62 P. nebrodensis 36,99±2,1 28,98±1,03 12,78±0,94 – 

MR1 P. ostreatus 75,3±3,2 44,19±1,08 59,04±1,41 59,16±1,64 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 27,36±1,47 6,72±0,41 6,18±0,33 11,25±0,56 
Прим. К — контроль, Г — 10 % раствор глицерина, Т — 10 % раствор трегалозы, ГТ — смесь 10 % 

растворов глицерина и трегалозы. 

Использование смеси растворов глицерина и трегалозы показало 

интересные результаты. Для ряда штаммов видов, таких как Cordyceps militaris, 

Flammulina rossica, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Mycoleptodonoides 

vassiljevae, Pleurotus citrinopileatus, P. nebrodensis, использование смеси 

криопротекторов было наиболее эффективным способом сохранить значения 

ростовых характеристик близкими к контролю. Тем не менее, использование 

смеси глицерина и трегалозы может приводить к гибели культур, что было 

показано для штаммов видов Auricularia auricula-judae, Lycoperdon pyriforme. 

Хранение по «перлитовому протоколу» не смог пережить штамм вида 

Phallus impudicus. Вместе с этим, штамм вида Fistulina hepatica не смог сохранить 

свою жизнеспособность ни в одном из вариантов криохранения, что может быть 

связано с его эколого-трофической принадлежностью к группе паразитов высших 

растений, для выживания которых требуются специфические соединения, без 

которых они не могут переживать стрессовые условия. 

Лучшие результаты после 8 месяцев хранения согласно «перлитовому 

протоколу» по сохранению физиологических характеристик показали штаммы 

видов, включённых в группу ксилосапротрофов, в то время как паразиты 

древесных пород не смогли сохранить свою жизнеспособность. Для гумусовых и 

подстилочных сапротрофов оптимальным криопротекторным соединением был 

10 % раствор трегалозы, в то время как для ксилосапротрофов наиболее 

подходящими были 10 % раствор глицерина и смесь растворов глицерина и 

трегалозы. 
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3.3.6 Криохранение. «Зерновой протокол» 

Было отмечено, что штаммы видов Agaricus bisporus, Hericium coralloides и 

Pleurotus nebrodensis, демонстрируют увеличение диаметра колонии и значений 

ростового коэффициента на 10 сутки инкубации по сравнению с контрольными 

значениями (табл. 15, 16). Это может быть связано с тем, что используемые нами 

криопротекторные соединения и носитель — отварное зерно пшеницы — могут 

служить дополнительными источниками питания для мицелия штаммов. Также, 

это может быть реакцией на стресс после разморозки, когда мицелий после 

разморозки формирует больше поисковых гиф. 

Таблица 15. Средние значения диаметров колоний штаммов после периода 

хранения (на 10 сутки). 

№ Вид 
Средний диаметр колонии, мм 

К Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 18,9±0,42 9±0,33 22,7±0,31 19,9±0,22 

RA01 M. alliaceus 23,3±0,2 14,3±0,2 17,3±0,22 16,8±0,17 

MR61 S. globosum 29,3±0,12 22,8±0,1 25,7±0,13 24,3±0,21 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 41,2±0,05 13,4±0,07 26,8±0,05 23,2±0,09 

FE25 A. nigricans 38,8±0,04 24,7±0,1 28,2±0,11 26,9±0,1 

MR55 F. rossica 49,6±0,02 28,7±0,05 25,7±0,09 28,8±0,11 

MR40 G. lucidum 33,1±0,1 31,8±0,13 26,7±0,11 26,1±0,07 

MR57 H. coralloides 42,6±0,5 36,4±0,43 44,4±0,32 37,3±0,4 

FE53 H. erinaceus 37,8±0,13 20,4±0,1 32,9±0,12 30,1±0,15 

FE20 L. edodes 31,7±0,2 8,7±0,21 19,7±0,17 15,3±0,14 

RA03 L. pyriforme 20,5±0,22 13,3±0,2 15,4±0,24 18±0,21 

FE34 M. vassiljevae 49,9±0,33 35,6±0,25 34,5±0,3 34,1±0,33 

FE27 P. citrinopileatus 48,3±0,25 38,6±0,21 35,6±0,28 45±0,35 

PR62 P. nebrodensis 41,1±0,18 42,8±0,14 40,1±0,1 41,3±0,15 

MR1 P. ostreatus 50,2±0,14 49,5±0,12 49,4±0,11 49,5±0,12 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 30,4±0,22 7,1±0,13 8,3±0,18 9,1±0,2 
Прим. К — контроль, Г — 10 % раствор глицерина, Т — 10 % раствор трегалозы, ГТ — 

смесь 10 % растворов глицерина и трегалозы. 
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Таблица 16. Средние значения ростового коэффициента (РК) исследуемых 

штаммов после периода хранения. 

Штамм Вид 
Ростовой коэффициент 

К Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 7,56±0,3 1,8±0,02 9,08±0,12 7,96±0,1 

RA01 M. alliaceus 13,98±0,6 5,72±0,07 6,92±0,09 6,72±0,11 

MR61 S. globosum 8,79±0,56 4,56±0,2 5,14±0,19 7,29±0,22 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 37,08±1,07 8,04±0,32 24,12±0,41 20,88±0,45 

FE25 A. nigricans 23,28±0,75 14,82±0,21 16,92±0,29 16,14±0,37 

MR55 F. rossica 44,64±0,84 17,22±0,3 15,42±0,29 25,92±0,41 

MR40 G. lucidum 19,86±0,43 19,08±0,34 16,02±0,43 15,66±0,19 

MR57 H. coralloides 17,04±0,51 14,56±0,14 17,76±0,25 14,92±0,17 

FE53 H. erinaceus 15,12±0,72 8,16±0,1 13,16±0,12 12,04±0,13 

FE20 L. edodes 19,02±0,43 3,48±0,03 11,82±0,08 9,18±0,08 

RA03 L. pyriforme 4,1±0,16 2,66±0,04 3,08±0,05 3,6±0,04 

FE34 M. vassiljevae 29,94±0,71 21,36±0,41 20,7±0,43 20,46±0,54 

FE27 P. citrinopileatus 43,37±2,73 23,16±0,5 32,04±0,36 40,5±0,31 

PR62 P. nebrodensis 36,99±2,1 38,52±0,21 24,06±0,22 24,78±0,24 

MR1 P. ostreatus 75,3±3,2 59,4±1,7 59,28±1,3 74,25±1,9 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 27,36±1,47 6,39±0,04 7,47±0,09 8,19±0,1 
 

В сравнении с «перлитовым протоколом», хранение чистых культур по 

«зерновому протоколу» позволило сохранить жизнеспособность почти всех 

отобранных штаммов. Так, штамм вида Lycoperdon pyriforme, утративший 

жизнеспособность в процессе хранения по «перлитовому протоколу», кроме 

варианта с добавлением 10 % раствора трегалозы, показал способность 

переживать 8-месячное хранение при отрицательных температурах в виде 

зернового мицелия во всех вариантах опыта. 

Подводя итог, «зерновой протокол» показал наиболее высокую 

эффективность по сравнению с другими протоколами криохранения, позволив 

сохранить, и, в отдельных случаях, ускорить рост колоний (табл. 17) (табл. 20, 21, 

Приложение 3). Большинство почвенных сапротрофов, помещённых на хранение 

по «зерновому протоколу», показали лучшие ростовые характеристики для 

варианта опыта с использованием 10 % раствора трегалозы. Вместе с этим, 

ксилосапротрофные виды показывали наибольшие значения ростовых 
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характеристик как в вариантах опыта с 10 % раствором трегалозы, так и со 

смесью криопротекторов. 

После периода хранения вышеперечисленными методами для 

подавляющего большинства штаммов наблюдали замедление роста (Приложение 

3). При этом, замедление роста для штаммов, находившихся на хранении под 

слоем дистиллированной воды, было более слабым. Самые низкие значения 

диаметров колоний отмечали для культур, помещённых на хранение по методу 

«агаровых блоков». Использование «перлитового» и «зернового» протоколов 

позволило сохранить в жизнеспособном состоянии большинство включённых в 

работу штаммов, в отдельных случаях ускорив их рост. 

Таблица 17. Средние значения диаметров колоний штаммов до и после периода 

хранения (на 10 сутки). 

№ Вид 

Средний диаметр колоний, мм 

К СП ДВ СУБ АБ ПП ЗП 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 
18,9± 

0,42* 

16,4± 

0,38 

15,8± 

0,37 
– 

3,4± 

0,16 

9,1± 

0,19 

22,7± 

0,49 

RA01 M. alliaceus 
23,3± 

0,2 

19,8± 

0,25 

23,1± 

0,24 
н/д 

13,2± 

0,2 

16,6± 

0,18 

17,3± 

0,2 

RA02 P. impudicus 
16,3± 

0,12 

16,2± 

0,12 

15,1± 

0,15 
н/д – – – 

MR61 S. globosum 
29,3± 

0,12 

26,3± 

0,12 

27,5± 

0,15 
н/д 

17,3± 

0,12 

23,3± 

0,15 

25,7± 

0,15 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 
41,2± 

0,05 

36,7± 

0,04 

40,5± 

0,04 

8,3± 

0,02 

9,4± 

0,03 

14± 

0,02 

26,7± 

0,02 

FE25 A. nigricans 
38,8± 

0,04 

35,6± 

0,1 

28,7± 

0,12 
н/д 

29,6± 

0,1 

33,3± 

0,12 

26,9± 

0,12 

MR55 F. rossica 
49,6± 

0,02 

48,3± 

0,02 

49,8± 

0,03 

21,2± 

0,04 

39,9± 

0,02 

47,9± 

0,03 

28,8± 

0,02 

MR40 G. lucidum 
33,1± 

0,1 

29,8± 

0,13 

32,6± 

0,15 
н/д 

32± 

0,16 

36,7± 

0,12 

31,8± 

0,12 

MR57 H. coralloides 
42,6± 

0,5 

41± 

0,16 

42,1± 

0,18 
н/д 

26,1± 

0,19 

38,5± 

0,16 

38,8± 

0,12 

FE53 H. erinaceus 
37,8± 

0,13 

35,8± 

0,12 

37,1± 

0,2 
н/д 

21,6± 

0,19 

29,6± 

0,21 

32,9± 

0,18 

RA09 H. flagellum 
19,4± 

0,18 

16,9± 

0,1 

17,2± 

0,12 
н/д – 

6,9± 

0,08 
– 

FE20 L. edodes 
31,7± 

0,2 

31,3± 

0,2 

31,6± 

0,19 
н/д 

22,8± 

0,25 

14,4± 

0,18 

19,7± 

0,11 

RA03 L. pyriforme 
20,5± 

0,22 

19,8±0

,12 

16,6± 

0,18 
н/д 

16,3± 

0,12 

17,3± 

0,2 

18± 

0,15 

FE34 M. vassiljevae 49,9± 48,4± 49,6± н/д 43,9± 48,4± 35,6± 
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0,33 0,19 0,4 0,33 0,19 0,18 

FE27 P. citrinopileatus 
48,3± 

0,25 

48± 

0,15 

47,4± 

0,19 
н/д 

42,2± 

0,29 

46,7± 

0,37 

45± 

0,35 

PR62 P. nebrodensis 
41,1± 

0,18 

36,4± 

0,2 

37,66± 

0,14 
н/д 

46,4± 

0,18 

43,3± 

0,2 

42,8± 

0,22 

MR1 P. ostreatus 
50,2± 

0,14 

47,7± 

0,18 

50,1± 

0,1 

20,7± 

0,07 

48,9± 

0,12 

49,3± 

0,1 

49,5± 

0,18 

Паразиты древесных растений 

RA04 F. hepatica 
6,7± 

0,1 

6,5± 

0,1 

6,4± 

0,1 
н/д – – – 

FE30 S. latifolia 
4,3± 

0,05 

4,2± 

0,07 

4,2± 

0,05 
н/д – – – 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 
30,4± 

0,22 

19,5± 

0,2 

29,5± 

0,18 
н/д – 

12,5± 

0,14 

9,1± 

0,12 

Примечание: К — контроль, СП — серийные пересевы, ДВ — дистиллированная вода, 

СУБ — сублимационная сушка, АБ — агаровые блоки, ПП — «перлитовый протокол», ЗП — 

«зерновой протокол». 

Для изученных 20 штаммов макромицетов оптимальными были метод 

хранения под слоем дистиллированной воды, а также «перлитовый» и «зерновой» 

протоколы криохранения. Оптимальными криопротекторами были 10 % раствор 

трегалозы и смесь 10 % растворов глицерина и трегалозы, субстрат-носителями 

— измельчённый перлит и зерно пшеницы. Целесообразным представляется 

проведение индивидуального подбора методов хранения, криопротекторов, их 

концентраций и комбинаций для разных видов, а возможно, и для отдельных 

штаммов. Помимо этого, необходимым является расширение спектра изучаемых 

видов. Зависимости между таксономической принадлежностью и наиболее 

подходящими протоколами хранения, криопротекторами или субстрат-

носителями не обнаружено. 

3.4 Эндоглюканазная активность штаммов 

Вместе с морфолого-культуральными и физиологическими 

характеристиками, биохимические характеристики являются одним из основных 

параметров оценки физиологии штаммов макромицетов. Для изучения были 

выбраны эндоглюканазы, входящие в состав целлюлозолитического комплекса, 

поскольку они играют важную роль в процессе разрушения целлюлозы — одного 

из основных питательных субстратов для макромицетов. 
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3.4.1 Хранение на агаризованных средах 

Для культур макромицетов, помещённых на хранение методом серийных 

пересевов, активность эндоглюканаз была самой низкой, что может быть связано 

с использованием неоптимальных сред, старением культуры и, возможно, долгим 

отсутствием роста на целлюлозных субстратах (табл. 18). Активность 

эндоглюканаз для культур, находившихся под слоем дистиллированной воды, 

была выше. Подобное может быть вызвано тем, что культуры, помещённые на 

хранение после 2–3 пассажей с момента выделения из спорокарпов, находились в 

микроаэробных условиях, при низких температурах, что позволило снизить 

физиологическую активность, тем самым, избежать старения. 

Таблица 18. Эндоглюканазная активность штаммов макромицетов после периода 

хранения. 

№ Вид 

Средняя эндоглюканазная активность, ед. 

СП ДВ 
«Агаровые блоки» 

«Перлитовый 

протокол» 

«Зерновой 

протокол» 

Г Т ГТ Г Т ГТ Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 
0,103

± 

0,003 

0,117

± 

0,002 

0,098

± 

0,004 

0,104

± 

0,003 

0,102

± 

0,002 

0,110

± 

0,002 

0,128

± 

0,004 

–* 

0,210

± 

0,006 

0,287

± 

0,009 

0,223

± 

0,007 

RA03 L. pyriforme 
0,121

± 

0,003 

0,146

± 

0,003 

0,122

± 

0,004 

0,132

± 

0,003 

0,15± 

0,004 
– 

0,145

± 

0,005 

– 

0,161

± 

0,005 

0,193

± 

0,006 

0,2± 

0,007 

RA01 M. alliaceus 
0,198

± 

0,004 

0,235

± 

0,005 

0,11± 

0,002 

0,135

± 

0,002 

0,124

± 

0,002 

0,178

± 

0,003 

0,222

± 

0,004 

– 
0,23± 

0,005 

0,3± 

0,008 

0,287

± 

0,008 

RA02 P. impudicus 
0,109

± 

0,002 

0,111

± 

0,002 

– – – – – – – – – 

MR61 S. globosum 
0,392

± 

0,013 

0,454

± 

0,013 

0,413

± 

0,012 

0,421

± 

0,014 

0,427

± 

0,013 

0,388

± 

0,014 

0,482

± 

0,015 

0,422

± 

0,013 

0,763

± 

0,017 

0,93± 

0,02 

0,87± 

0,019 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 
0,51± 

0,012 

0,545

± 

0,013 

– 

0,423

± 

0,01 

– 

0,402

± 

0,014 

0,434

± 

0,012 

– 

0,523

± 

0,015 

0,63± 

0,017 

0,588

± 

0,014 

FE25 A. nigricans 
0,18± 

0,002 

0,285

± 

0,005 

0,09± 

0,002 

0,11± 

0,003 

0,105

± 

0,003 

0,243

± 

0,005 

0,27± 

0,007 

0,277

± 

0,007 

0,286

± 

0,008 

0,29± 

0,01 

0,297

± 

0,011 

MR55 F. rossica 
0,271

± 

0,003 

0,289

± 

0,003 

0,231

± 

0,004 

0,243

± 

0,004 

0,293

± 

0,005 

0,277

± 

0,005 

0,281

± 

0,004 

0,303

± 

0,003 

0,263

± 

0,004 

0,26± 

0,003 

0,267

± 

0,002 

MR40 G. lucidum 
0,621

± 

0,016 

0,667

± 

0,015 

0,634

± 

0,018 

0,645

± 

0,016 

0,697

± 

0,015 

0,672

± 

0,014 

0,71 

± 

0,015 

0,779

± 

0,016 

0,672

± 

0,014 

0,623

± 

0,015 

0,987

± 

0,027 

MR57 H. coralloides 
0,542

± 

0,014 

0,592

± 

0,013 

0,278

± 

0,007 

0,234

± 

0,006 

0,298

± 

0,008 

0,54± 

0,017 

0,566

± 

0,016 

– 

0,562

± 

0,015 

0,57 

± 

0,014 

0,615

± 

0,013 

FE53 H. erinaceus 
0,343

± 

0,007 

0,402

± 

0,008 

0,245

± 

0,007 

0,378

± 

0,008 

0,37± 

0,006 

0,38± 

0,006 

0,396

± 

0,007 

0,41± 

0,007 

0,474

± 

0,009 

0,94± 

0,033 

0,782

± 

0,023 

RA09 H. flagellum 
0,712

± 

0,783

± 
– – – – 

0,696

± 
– – – – 
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0,017 0,017 0,02 

FE20 L. edodes 
0,683

± 

0,014 

0,722

± 

0,018 

0,432

± 

0,01 

0,501

± 

0,01 

0,479

± 

0,012 

– 

0,623

± 

0,013 

0,515

± 

0,013 

0,711

± 

0,022 

0,94± 

0,027 

0,745

± 

0,021 

FE34 M. vassiljevae 
0,914

± 

0,027 

0,992

± 

0,028 

0,756

± 

0,018 

0,777

± 

0,02 

0,81± 

0,021 

0,793

± 

0,02 

0,832

± 

0,019 

0,817

± 

0,019 

1,043

± 

0,028 

1,1± 

0,029 

1,132

± 

0,027 

FE27 P. citrinopileatus 
0,571

± 

0,011 

0,68± 

0,014 

0,221

± 

0,004 

0,24± 

0,004 

0,249

± 

0,004 

0,331

± 

0,005 

0,346

± 

0,005 

0,39± 

0,006 

0,704

± 

0,019 

0,78± 

0,018 

0,86± 

0,02 

PR62 P. nebrodensis 
0,488

± 

0,009 

0,498

± 

0,008 

0,233

± 

0,003 

0,217

± 

0,002 

0,246

± 

0,002 

0,418

± 

0,011 

0,442

± 

0,01 

0,469

± 

0,012 

0,513

± 

0,013 

0,56± 

0,015 

0,572

± 

0,015 

MR1 P. ostreatus 
0,684

± 

0,015 

0,773

± 

0,014 

0,582

± 

0,013 

0,594

± 

0,014 

0,615

± 

0,014 

0,603

± 

0,014 

0,602

± 

0,015 

0,619

± 

0,015 

0,799

± 

0,021 

0,82± 

0,026 

0,844

± 

0,025 

Паразиты древесных растений 

RA04 F. hepatica 
0,09± 

0,001 

0,11± 

0,002 
– – – – – – – – – 

FE30 S. latifolia 
0,1± 

0,001 

0,12± 

0,001 
– – – – – – – – – 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 
0,081

± 

0,002 

0,099

± 

0,001 

0,071

± 

0,001 

0,082

± 

0,001 

0,101

± 

0,002 

0,098

± 

0,001 

0,095

± 

0,001 

0,110

± 

0,002 

0,177

± 

0,002 

0,18± 

0,002 

0,167

± 

0,002 

 

3.4.2 Криохранение. 

Эндоглюканазная активность культур, помещённых на криохранение по 

методу «агаровых блоков», также была на низком уровне. Подобное можно 

объяснить использованием неоптимального протокола криохранения. Более 

высокие значения были получены для культур, хранившихся по «перлитовому» и, 

особенно, «зерновому» протоколу. 

Высокую активность эндоглюканаз у культур, хранившихся по 

«перлитовому» и «зерновому» протоколам, можно объяснить тем, что, как было 

показано ранее, культуры лучше сохраняют свои ростовые характеристики. 

Использование перлита позволяет сохранять целлюлозолитическую активность на 

достаточно высоком уровне, что может быть связано с тем, что перлит, 

обладающий пористой структурой, способен сглаживать выброс скрытой 

тепловой энергии в момент заморозки биоматериала, что, в свою очередь, может 

влиять на физиолого-биохимические характеристики мицелия (Tan et al., 2021). 

Зерно пшеницы богато не только крахмалом и другими сахарами, но и 

целлюлозой, которые, после термической обработки становятся более 

доступными для мицелия в процессе его роста. Таким образом, на момент 

заморозки, мицелий активно разлагает не только более доступные соединения, но 
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и целлюлозу, что позволяет сохранить активность целлюлозолитического 

комплекса. Использование «зернового протокола» в комбинации с 10 % 

раствором трегалозы позволяет добиться сравнительно высоких значений 

эндоглюканазной активности уже на стадии хранения, что может быть очень 

полезным в работе с промышленными штаммами макромицетов, поскольку 

позволяет ускорить процесс колонизации целлюлозосодержащих субстратов. 

По результатам исследования, изученные штаммы можно разделить на две 

группы по зависимости эндоглюканазной активности от методов хранения 

культур: слабо зависимые и сильно зависимые. К первым относят штаммы, для 

которых не регистрировали сильных изменений активности эндоглюканаз в 

зависимости от используемого метода хранения. Это были штаммы видов 

Agaricus bisporus (PR58), Auricularia auricula-judae (MR16), A. nigricans (FE25), 

Cordyceps militaris (ME67), Flammulina rossica (MR55), Ganoderma lucidum 

(MR40), Lycoperdon pyriforme (RA03), Mycetinis alliaceus (RA01), 

Mycoleptodonoides vassiljevae (FE34), Pleurotus nebrodensis (PR62), Pleurotus 

ostreatus (MR1). Ко второй группе относили штаммы Hericium coralloides (MR57), 

H. erinaceus (FE53), Lentinula edodes (FE20), Pleurotus citrinopileatus (FE27), 

Sarcosoma globosum (MR61). Подобные различия можно объяснить 

индивидуальными особенностями штаммов и, возможно, видовой 

специфичностью. В то же время, зависимости между таксономической 

принадлежностью и эндоглюканазной отмечено не было. 

Было отмечено, что штаммы, относящиеся к различным эколого-

трофическим группам, обладают различающимися границами эндоглюканазной 

активности. Так, штаммы Agaricus bisporus (PR58), Lycoperdon pyriforme (RA03), 

Mycetinis alliaceus (RA01), Phallus impudicus (RA02), виды которых включены в 

группу гумусовых сапротрофов, показали сравнительно низкую активность 

эндоглюканаз, в пределах значений от 0,098 до 0,297 единиц. Как и в случае с 

физиологическими характеристиками, наиболее высокие значения активности 

регистрировали для культур, хранившихся под слоем дистиллированной воды и 

по «зерновому протоколу» криохранения в вариантах с использованием 10 % 
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раствора трегалозы и смеси КПС. Штамм Sarcosoma globosum, также гумусовый 

сапротроф, напротив, демонстрировал сравнительно более высокие значения 

активности эндоглюканаз — от 0,392 до 0,93 единиц. Исходя из не до конца 

изученных эколого-трофических характеристик Sarcosoma globosum, можно 

предположить, что сравнительно более высокая активность эндоглюканаз связана 

с тем, что мицелий данного вида может активно разлагать как гумус, так и лесную 

подстилку. Низкие значения эндоглюканазной активности, показанные для 

упомянутых выше штаммов, можно объяснить как их особенностями питания, так 

и тем, что, возможно, бо́льшую роль в разложении целлюлозы играют 

экзоглюканазы и глюкозидазы, так же входящие в состав целлюлозолитического 

комплекса (Синицын и др., 1995). 

Ксилосапротрофные виды продемонстрировали высокую активность 

эндоглюканаз в более широких границах — от 0,09 до 1,132 единиц. Культуры 

штаммов Fistulina hepatica (RA04) и Sparassis latifolia (FE30), относящихся к 

группе паразитов высших растений, продемонстрировали низкие значения 

активности эндоглюканаз (0,09–0,11 и 0,1–0,12, соответственно). Схожие 

значения (от 0,071 до 0,18 единиц) были показаны для паразита насекомых 

Cordyceps militaris (MR67). Подобные отличия можно объяснить особенностями 

питания отобранных штаммов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Из использованных в работе методов хранения только метод серийных 

пересевов и хранения под слоем дистиллированной воды позволили сохранить 

жизнеспособность всех штаммов рабочей коллекции. Из протоколов 

криохранения оптимальными были «перлитовый протокол» и «зерновой 

протокол». Метод «агаровых блоков» показал худшие результаты. Хранение 

штаммов в сублимированном состоянии показало, что, при соблюдении 

определённых условий и подборе правильного протокола и способа регидратации, 

макромицеты могут сохранять свою жизнеспособность после лиофилизации. 

Все протоколы хранения оказывали влияние на морфолого-культуральные 

характеристики штаммов макромицетов. Для исследуемых штаммов было 

зарегистрировано пять типов колоний. Были единичные случаи изменения типа 

колонии после периода хранения, для которых отмечали более слабую 

выраженность концентричности мицелия. Тип края колонии и окраска аверса и 

реверса оставались неизменными. Фиксировали слабое развитие воздушного 

мицелия, снижение плотности колоний, уменьшение числа пряжек на длину гифы 

или их полную утрату. Было отмечено формирование хламидоспор, обладающих 

значительной устойчивостью к неблагоприятным условиям окружающей среды. 

Бо́льшее влияние на морфолого-культуральные характеристики было показано 

для культур, помещённых на хранение методом серийных пересевов и по 

протоколу криохранения с использованием «агаровых блоков». 

Было зафиксировано влияние методов хранения на физиологические 

характеристики штаммов. Так, для подавляющего большинства штаммов 

наблюдали замедление роста. Замедление роста колоний было наиболее 

значительным для культур, хранившихся на «агаровых блоках». Использование 

«перлитового» и «зернового» протоколов позволило сохранить в жизнеспособном 

состоянии большинство включённых в работу штаммов, в отдельных случаях 

ускорив их рост и увеличив значения ростового коэффициента. 

Регистрировали влияние методов хранения на эндоглюканазную 

активность исследуемых штаммов макромицетов. Для большинства штаммов 



82 

наиболее высокие значения эндоглюканазной активности регистрировали у 

культур, помещённых на хранение под слой дистиллированной воды и «зернового 

протокола» криохранения в варианте с использованием 10 % раствора трегалозы. 

Было отмечено, что ксилосапротрофные штаммы демонстрировали более высокие 

значения эндоглюканазной активности, что связаны с их особенностями питания. 

Общепринятые протоколы хранения культур макромицетов показали свою 

высокую видоспецифичность. Целесообразным представляется проведение 

индивидуального подбора методов хранения, криопротекторов, их концентраций 

и комбинаций для разных видов, а возможно, и для отдельных штаммов. Помимо 

этого, необходимым является расширение спектра изучаемых видов. Зависимости 

между таксономической принадлежностью и наиболее подходящими 

протоколами хранения, криопротекторами или субстрат-носителями не 

обнаружено. 

К направлениям дальнейшей работы относим подробное изучение влияния 

концентрации криопротекторных соединений, скорости замораживания, 

используемых субстрат-носителей на жизнеспособность, морфолого-

культуральные, физиологические и биохимические характеристики, расширение 

исследования целлюлазной активности штаммов и проведение опытов по 

изучению влияния хранения на способность к формированию плодовых тел в 

лабораторных условиях. 
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ВЫВОДЫ 

1. Показано, что для хранения активно растущего мицелия макромицетов 

наиболее эффективно использовать следующие протоколы хранения: под слоем 

дистиллированной воды, «перлитовый» и «зерновой» протоколы криохранения. 

2. Хранение штаммов макромицетов общепринятыми и модифицированными 

протоколами оказывает влияние на морфолого-культуральные и 

физиологические характеристики культур, приводя к снижению плотности 

мицелия, уменьшению числа пряжек, замедлению роста колоний. 

3. Оптимальными криопротекторами для криохранения штаммов гумусовых 

сапротрофов и ксилосапротрофов являются трегалоза и смесь трегалозы и 

глицерина (1:1). 

4. Отмечено, что использование измельчённого перлита и зерна пшеницы в 

качестве носителя позволяет добиться лучшего сохранения морфолого-

культуральных и физиологических характеристик мицелия. 

5. Показано, что использование «зернового протокола» хранения штаммов 

позволяет сохранять на высоком уровне эндоглюканазную активность. 

Эндоглюканазная активность ксилосапротрофных макромицетов выше, чем у 

представителей других эколого-трофических групп. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1. Фотографии плодовых тел макромицетов. 

 

Рис. 18. Плодовые тела Auricularia auricula-judae (MR16). 

 

 

Рис. 19. Плодовые тела Fistulina hepatica (RA06). 
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Рис. 20. Плодовые тела Flammulina rossica (MR55). 

 

 

Рис. 21. Плодовое тело Ganoderma lucidum (MR40). 
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Рис. 22. Плодовое тело Hericium coralloides (MR57). 

 

 

Рис. 23. Плодовые тела Laetiporus cremeiporus (FE29). 
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Рис. 24. Плодовые тела Lentinula edodes (FE20). 

 

 

Рис. 25. Плодовые тела Lycoperdon pyriforme (RA03). 
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Рис. 26. Плодовые тела Mucidula mucida (FE18). 

 

 

Рис. 27. Плодовые тела Phallus impudicus (RA01). 
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Рис. 28. Плодовые тела Pleurotus ostreatus (MR1). 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2. Коллекция штаммов макромицетов. 

Таблица 19. Виды и штаммы базовой коллекции чистых культур макромицетов кафедры микологии и альгологии 

Биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова. 

Штамм Видовое название Авторы Регион Район 
Трофическая 

группа 
Порядок Отдел 

MR10 Agaricus bisporus 
(J.E. Lange) 

Imbach 

Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Hu Agaricales Basidiomycota 

PR58 Agaricus bisporus 
(J.E. Lange) 

Imbach 

Промышлен-

ный штамм 
– Hu Agaricales Basidiomycota 

FE28 Agaricus campestris Linnaeus Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Hu Agaricales Basidiomycota 

FE48 Agaricus sylvicola (Vittad.) Peck Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Hu Agaricales Basidiomycota 

MR64 Armillaria cepistipes Velen. 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

MR16 Auricularia auricula-judae (Bull.) Quél. Москва Ленинские горы Le Auriculariales Basidiomycota 

MR59 Auricularia auricula-judae (Bull.) Quél. Москва 
Даниловский 

район 
Le Auriculariales Basidiomycota 

FE25 Auricularia nigricans 

(Sw.) Birkebak, 

Looney & 

Sánchez-García 

Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Auriculariales Basidiomycota 

MR67 Cordyceps militaris (L.) Fr. 
Московская 

область 

Раменский 

район  
Pin Hypocreales Ascomycota 

RA04 Fistulina hepatica (Schaeff.) With. Майкоп 
Майкопский 

район 
Par Agaricales Basidiomycota 

RA06 Fistulina hepatica (Schaeff.) With. Майкоп 
Майкопский 

район 
Par Agaricales Basidiomycota 

MR44 Flammula alnicola (Fr.) P. Kumm. Москва Ленинские горы Le Agaricales Basidiomycota 

MR55 Flammulina rossica 
Redhead & R.H. 

Petersen 

Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

MR14 Flammulina velutipes (Curtis) Singer Москва 
Гагаринский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

MR15 Flammulina velutipes (Curtis) Singer Москва 
Гагаринский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 
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MR58 Flammulina velutipes (Curtis) Singer Москва 
Гагаринский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

MR6 Flammulina velutipes (Curtis) Singer Москва Район Митино Le Agaricales Basidiomycota 

MR7 Flammulina velutipes (Curtis) Singer Москва Район Митино Le Agaricales Basidiomycota 

RB01 Flammulina velutipes (Curtis) Singer г. Минск 
Фрунзенский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

MR39 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

MR40 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

RA08 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

RA05 Ganoderma tsugae Murrill Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

RA07 Ganoderma tsugae Murrill Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

FE47 Grifola frondosa (Dicks.) Gray Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Polyporales Basidiomycota 

MR13 Grifola frondosa (Dicks.) Gray Москва 
Кунцевский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

RA11 Hericium cirrhatum (Pers.) Nikol. Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Russulales Basidiomycota 

MR57 Hericium coralloides (Scop.) Pers. 
Московская 

область 
Рузский район Le Russulales Basidiomycota 

FE53 Hericium erinaceus (Bull.) Pers. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Russulales Basidiomycota 

FE54 Hericium erinaceus (Bull.) Pers. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Russulales Basidiomycota 

MR8 Hericium erinaceus (Bull.) Pers. 
Московская 

область 
Ершово Le Russulales Basidiomycota 

MR9 Hericium erinaceus (Bull.) Pers. 
Республика 

Адыгея 

Майкопский 

район 
Le Russulales Basidiomycota 

FE46 Hericium flagellum (Scop.) Pers. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Russulales Basidiomycota 
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RA09 Hericium flagellum (Scop.) Pers. Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Russulales Basidiomycota 

MR3 Hypsizygus tessulatus (Bull.) Singer Москва Ленинские горы Le Agaricales Basidiomycota 

MR4 Hypsizygus tessulatus (Bull.) Singer Москва Ленинские горы Le Agaricales Basidiomycota 

MR65 Kuehneromyces mutabilis 
(Schaeff.) Singer 

& A.H. Sm. 

Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

FE29 Laetiporus cremeiporus 
Y. Ota & T. 

Hatt. 
Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le, Par Polyporales Basidiomycota 

FE52 Laetiporus cremeiporus 
Y. Ota & T. 

Hatt. 
Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le, Par Polyporales Basidiomycota 

MR62 Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le, Par Polyporales Basidiomycota 

MR6 Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le, Par Polyporales Basidiomycota 

FE20 Lentinula edodes (Berk.) Pegler Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE21 Lentinula edodes (Berk.) Pegler Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE22 Lentinula edodes (Berk.) Pegler Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE23 Lentinula edodes (Berk.) Pegler Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

MR37 Lepista personata (Fr.) Cooke Москва Ленинские горы Hu Agaricales Basidiomycota 

RA03 Lycoperdon pyriforme Schaeff. Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

FE26 Macrolepiota mastoidea (Fr.) Singer Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Hu Agaricales Basidiomycota 

RA01 Mycetinis alliaceus 

(Jacq.) Earle ex 

A.W. Wilson & 

Desjardin 

Майкоп 
Майкопский 

район 
St Agaricales Basidiomycota 

MR11 Mycetinis scorodonius (Fr.) A.W. Республика Майкопский St Agaricales Basidiomycota 



125 

Wilson & 

Desjardin 

Адыгея район 

FE18 Mucidula mucida (Schrad.) Pat. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE19 Mucidula mucida (Schrad.) Pat. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE36 Mucidula mucida (Schrad.) Pat. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

RA10 Mucidula mucida (Schrad.) Pat. Майкоп 
Майкопский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

FE33 Mycoleptodonoides vassiljevae Nikol. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Polyporales Basidiomycota 

FE34 Mycoleptodonoides vassiljevae Nikol. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Polyporales Basidiomycota 

MR38 Neolentinus lepideus 
(Fr.) Redhead & 

Ginns 

Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Gloeophyllales Basidiomycota 

FE50 Ossicaulis lignatilis 
(Pers.) Redhead 

& Ginns 
Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

RA02 Phallus impudicus Linnaeus Майкоп 
Майкопский 

район 
Hu Phallales Basidiomycota 

MR43 Pholiota aurivella 
(Batsch) P. 

Kumm. 
Москва 

Центральный 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE27 Pleurotus citrinopileatus Singer Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

FE51 Pleurotus citrinopileatus Singer Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Agaricales Basidiomycota 

PR62 Pleurotus nebrodensis (Inzenga) Quél. 
Промышлен-

ный штамм 
– Le Agaricales Basidiomycota 

MR1 Pleurotus ostreatus 
(Jacq.) P. 

Kumm. 
Москва Ленинские горы Le Agaricales Basidiomycota 
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MR2 Pleurotus ostreatus 
(Jacq.) P. 

Kumm. 

Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

MR66 Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. 
Тверская 

область 

Нелидовский 

район 
Le Agaricales Basidiomycota 

FE24 Polyporus squamosus (Huds.) Quél. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Le Polyporales Basidiomycota 

MR41 Sarcoscypha coccinea (Gray) Boud. 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Pezizales Ascomycota 

MR31 Sarcosoma globosum (Schmidel) Casp. 
Московская 

область 

Истринский 

район 
Hu Pezizales Ascomycota 

MR3 Sarcosoma globosum (Schmidel) Casp. 
Московская 

область 

Истринский 

район 
Hu Pezizales Ascomycota 

MR61 Sarcosoma globosum (Schmidel) Casp. 
Московская 

область 

Истринский 

район 
Hu Pezizales Ascomycota 

FE30/ДВ21 Sparassis latifolia 
Y.C. Dai & 

Zheng Wang 
Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Par Polyporales Basidiomycota 

FE35 Sparassis latifolia Fr. Уссурийск 

Уссурийский 

городской 

округ 

Par Polyporales Basidiomycota 

MR12 Stereopsis globosa (Dicks.) Gray 
Московская 

область 

Одинцовский 

район 
Le Polyporales Basidiomycota 

Примечание: Hu — гумусовый сапротроф; Le — сапротроф на древесине (ксилосапротроф); Par — паразит древесных растений; Pin — 

паразит насекомых; St — подстилочный сапротроф. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3. Таблицы. 

Таблица 20. Средние значения диаметров колоний до и после хранения (на 10 сутки). 

№ 
Видовое 

название 

Средний диаметр колоний, мм 

К СП ДВ СУБ 
"Агаровые блоки" "Перлитовый протокол" "Зерновой протокол" 

Г Т ГТ Г Т ГТ Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 
18,9± 

0,42 

16,4± 

0,38 

15,8± 

0,37 
–* 

2,1± 

0,11 

3,4± 

0,22 

2,2± 

0,21 

4,6± 

0,32 

9,1± 

0,24 
– 

9± 

0,33 

22,7± 

0,31 

19,9± 

0,22 

RA01 M. alliaceus 
23,3± 

0,2 

19,8± 

0,25 

23,1± 

0,24 
н/д 

12,2± 

0,1 

13,2± 

0,2 

12,4± 

0,2 

14,3± 

0,22 

16,6± 

0,2 
– 

14,3± 

0,2 

17,3± 

0,22 

16,8± 

0,17 

RA02 P. impudicus 
16,3± 

0,12 

16,2± 

0,12 

15,1± 

0,15 
н/д – – – – – – – – – 

MR61 S. globosum 
29,3± 

0,12 

26,3± 

0,12 

27,5± 

0,15 
н/д 17±0,21 

16,9± 

0,2 

17,3± 

0,2 

22,6± 

0,1 

23,3± 

0,11 

22,4± 

0,1 

22,8± 

0,1 

25,7± 

0,13 

24,3± 

0,21 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 
41,2± 

0,05 

36,1± 

0,04 

40,5± 

0,04 

8,3± 

0,02 
– 

9,4± 

0,14 
– 

9,6± 

0,04 

14,2± 

0,07 
– 

13,4± 

0,07 

26,8± 

0,05 

23,2± 

0,09 

FE25 A. nigricans 
38,8± 

0,04 

35,6± 

0,1 

28,7± 

0,12 
н/д 

28,7± 

0,12 

26,7± 

0,1 

29,6± 

0,12 

20,3± 

0,05 

33,3± 

0,08 

27,4± 

0,1 

24,7± 

0,1 

28,2± 

0,11 

26,9± 

0,1 

MR55 F. rossica 
49,6± 

0,02 

48,3± 

0,02 

49,8± 

0,03 

21,2± 

0,04 

30,8± 

0,04 

31,5± 

0,12 

39,9± 

0,21 

46,7± 

0,04 

46,8± 

0,05 

47,9± 

0,03 

28,7± 

0,05 

25,7± 

0,09 

28,8± 

0,11 

MR40 G. lucidum 
33,1± 

0,1 

29,8± 

0,13 

32,6± 

0,15 
н/д 32±0,08 

23,4± 

0,12 

20,4± 

0,14 

32,3± 

0,1 

26,1± 

0,11 

36,7± 

0,1 

31,8± 

0,13 

26,7± 

0,11 

26,1± 

0,07 

MR57 H. coralloides 
42,6± 

0,5 
41±0,16 

42,1± 

0,18 
н/д 

25,1± 

0,3 

26,1± 

0,4 

19,4± 

0,22 

38,5± 

0,5 

37,5± 

0,45 
– 

36,4± 

0,43 

44,4± 

0,32 

37,3± 

0,4 

FE53 H. erinaceus 
37,8± 

0,13 

35,8± 

0,12 

37,1± 

0,2 
н/д 

21,6± 

0,1 

19,6± 

0,11 

14,6± 

0,14 

29,6± 

0,11 

20,7± 

0,15 

16,1± 

0,13 

20,4± 

0,1 

32,9± 

0,12 

30,1± 

0,15 

RA09 H. flagellum 
19,4± 

0,18 

16,9± 

0,1 

17,2± 

0,12 
н/д – – – – 

6,9± 

0,11 
– – – – 

FE20 L. edodes 
31,7± 

0,2 

31,3± 

0,2 

31,6± 

0,19 
н/д 

17,6± 

0,2 

22,8± 

0,21 
22±0,22 – 

11,3± 

0,21 

14,4± 

0,2 

8,7± 

0,21 

19,7± 

0,17 

15,3± 

0,14 

RA03 L. pyriforme 
20,5± 

0,22 

19,8± 

0,12 

16,6± 

0,18 
н/д 

13,4± 

0,18 

15,6± 

0,2 

16,3± 

0,26 
– 

17,3± 

0,13 
– 

13,3± 

0,2 

15,4± 

0,24 
18±0,21 

FE34 M. vassiljevae 
49,9± 

0,33 

48,4± 

0,19 

49,6± 

0,4 
н/д 

38,7± 

0,3 

41,1± 

0,3 

43,9± 

0,24 

45,6± 

0,35 

48,4± 

0,24 

44,7± 

0,22 

35,6± 

0,25 

34,5± 

0,3 

34,1± 

0,33 

FE27 P. citrinopileatus 
48,3± 

0,25 
48±0,15 

47,4± 

0,19 
н/д 

28,3± 

0,21 

37,6± 

0,23 

42,2± 

0,2 

38,2± 

0,21 

46,7± 

0,15 

46,4± 

0,12 

38,6± 

0,21 

35,6± 

0,28 
45±0,35 

PR62 P. nebrodensis 
41,1± 

0,18 

36,4± 

0,2 

37,6± 

0,14 
н/д 

46,4± 

0,23 

43,1± 

0,12 

44,4± 

0,1 

32,2± 

0,14 

14,2± 

0,1 
– 

42,8± 

0,14 

40,1± 

0,1 

41,3± 

0,15 
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MR1 P. ostreatus 
50,2± 

0,14 

47,7± 

0,18 

50,1± 

0,1 

20,7± 

0,07 

47,1± 

0,1 

47,8± 

0,12 

48,9± 

0,1 

49,1± 

0,12 

49,2± 

0,1 

49,3± 

0,17 

49,5± 

0,12 

49,4± 

0,11 

49,5± 

0,12 

Паразиты высших растений 

RA04 F. hepatica 6,7±0,1 
6,5± 

0,1 
6,4±0,1 н/д – – – – – – – – – 

FE30 S. latifolia 
4,3± 

0,05 

4,2± 

0,07 

4,2± 

0,05 
н/д – – – – – – – – – 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 
30,4± 

0,22 

19,5± 

0,2 

29,5± 

0,18 
н/д – – – 

11,2± 

0,2 

10,3± 

0,23 

12,5± 

0,21 

7,1± 

0,13 

8,3± 

0,18 
9,1±0,2 

Примечание: К — контроль, СП — серийные пересевы, ДВ — дистиллированная вода, СУБ — сублимационная сушка, АБ — агаровые блоки, ПП — 

«перлитовый протокол», ЗП — «зерновой протокол», Г — раствор глицерина (10 %), Т — раствор трегалозы (10 %), ГТ — смесь растворов глицерина и 

трегалозы (1:1), * — гибель культуры. 

Таблица 21. Средние значения ростовых коэффициентов до и после хранения (на 10 сутки). 

№ 
Видовое 

название 

Ростовой коэффициент 

К СП ДВ СУБ 
"Агаровые блоки" "Перлитовый протокол" "Зерновой протокол" 

Г Т ГТ Г Т ГТ Г Т ГТ 

Гумусовые сапротрофы 

PR58 A. bisporus 
7,56± 

0,3 

6,56± 

0,02 

6,32± 

0,1 
–* 

0,21± 

0,01 

0,68± 

0,02 

0,44± 

0,02 

0,46± 

0,07 

3,64± 

0,12 
– 

1,8± 

0,02 

9,08± 

0,12 

7,96± 

0,1 

RA01 M. alliaceus 
13,98± 

0,6 

11,88± 

0,5 

13,86± 

0,45 
н/д 

2,44± 

0,12 

5,28± 

0,15 

4,96± 

0,19 

2,86± 

0,1 

6,64± 

0,22 
– 

5,72± 

0,07 

6,92± 

0,09 

6,72± 

0,11 

RA02 P. impudicus 
3,26± 

0,17 

3,24± 

0,43 

3,02± 

0,23 
н/д – – – – – – – – – 

MR61 S. globosum 
8,79± 

0,56 

7,89± 

0,29 

8,25± 

0,51 
н/д 3,4±0,2 

5,07± 

0,21 

3,46± 

0,18 

4,52± 

0,12 

6,99± 

0,14 

13,44± 

0,23 

4,56± 

0,2 

5,14± 

0,19 

7,29± 

0,22 

Ксилосапротрофы 

MR16 A. auricula-judae 
37,08± 

1,07 

21,66± 

0,55 

36,45± 

0,87 

1,66± 

0,01 
– 

3,76± 

0,22 
– 

3,84± 

0,15 

8,52± 

0,27 
– 

8,04± 

0,32 

24,12± 

0,41 

20,88± 

0,45 

FE25 A. nigricans 
23,28± 

0,75 

21,36± 

0,21 

17,22± 

0,56 
н/д 

11,48± 

0,23 

10,68± 

0,25 

11,84± 

0,11 

8,12± 

0,3 

19,98± 

0,37 

16,44± 

0,21 

14,82± 

0,21 

16,92± 

0,29 

16,14± 

0,37 

MR55 F. rossica 
44,64± 

0,84 

43,47± 

0,41 

44,82± 

0,77 

8,48± 

0,23 

18,48± 

0,33 

28,35± 

0,27 

35,91± 

0,78 

42,03± 

1,03 

42,12± 

1,15 

43,11± 

0,98 

17,22± 

0,3 

15,42± 

0,29 

25,92± 

0,41 

MR40 G. lucidum 
19,86± 

0,43 

17,88± 

0,37 

19,56± 

0,21 
н/д 

19,2± 

0,12 

9,36± 

0,11 

8,16± 

0,07 

19,38± 

0,43 

5,22± 

0,21 

14,68± 

0,54 

19,08± 

0,34 

16,02± 

0,43 

15,66± 

0,19 

MR57 H. coralloides 
17,04± 

0,51 

16,4± 

0,42 

16,84± 

0,34 
н/д 

5,02± 

0,06 

10,44± 

0,12 

3,88± 

0,08 

15,4± 

0,67 
15±0,51 – 

14,56± 

0,14 

17,76± 

0,25 

14,92± 

0,17 

FE53 H. erinaceus 
15,12± 

0,72 

14,32± 

0,38 

14,84± 

0,56 
н/д 

8,64± 

0,1 

7,84± 

0,13 

5,84± 

0,09 

11,84± 

0,24 

8,28± 

0,32 

6,44± 

0,18 

8,16± 

0,1 

13,16± 

0,12 

12,04± 

0,13 
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RA09 H. flagellum 
7,76± 

0,2 

6,76± 

0,33 

6,88± 

0,31 
н/д – – – 

– 

1,38± 

0,09 – 
– – – 

FE20 L. edodes 
19,02± 

0,43 

12,52± 

0,25 

18,96± 

0,27 
н/д 

10,56± 

0,21 

9,12± 

0,3 

13,2± 

0,25 

– 4,52± 

0,2 

8,64± 

0,41 

3,48± 

0,03 

11,82± 

0,08 

9,18± 

0,08 

RA03 L. pyriforme 
4,1± 

0,16 

3,96± 

0,12 

3,32± 

0,1 
н/д 

1,34± 

0,06 

3,12± 

0,15 

3,26± 

0,08 

– 3,46± 

0,14 – 

2,66± 

0,04 

3,08± 

0,05 

3,6± 

0,04 

FE34 M. vassiljevae 
29,94± 

0,71 

29,04± 

0,54 

29,76± 

1,1 
н/д 

23,22± 

0,21 

24,66± 

0,25 

26,34± 

0,25 

27,36± 

0,99 

29,04± 

1,13 

26,82± 

1,24 

21,36± 

0,41 

20,7± 

0,43 

20,46± 

0,54 

FE27 P. citrinopileatus 
43,37± 

2,73 

43,2± 

1,1 

42,66± 

1,43 
н/д 

11,32± 

0,1 

33,84± 

0,29 

37,98± 

0,33 

34,38± 

1,17 

42,03± 

1,28 

41,76± 

1,56 

23,16± 

0,5 

32,04± 

0,36 

40,5± 

0,31 

PR62 P. nebrodensis 
36,99± 

2,1 

21,84± 

1,3 

22,6± 

2,25 
н/д 

55,68± 

0,56 

38,79± 

0,55 

53,28± 

0,42 

28,98± 

1,03 

12,78± 

0,94 – 

38,52± 

0,21 

24,06± 

0,22 

24,78± 

0,24 

MR1 P. ostreatus 
75,3± 

3,2 

42,93± 

2,1 

60,12± 

2,89 

8,28± 

0,54 

28,26± 

0,44 

28,68± 

0,4 

39,12± 

0,32 

44,19± 

1,08 

59,04± 

1,41 

59,16± 

1,64 

59,4± 

1,7 

59,28± 

1,3 

74,25± 

1,9 

Паразиты высших растений 

RA04 F. hepatica 
2,68± 

0,02 

2,6± 

0,05 

2,56± 

0,08 
н/д – – – – – – – – – 

FE30 S. latifolia 
1,2± 

0,02 

1,1± 

0,07 

0,84± 

0,05 
н/д – – – – – – – – – 

Паразиты насекомых 

MR67 C. militaris 
27,36± 

1,47 

17,55± 

0,61 

26,55± 

1,23 
н/д – – – 

6,72± 

0,41 

6,18± 

0,33 

11,25± 

0,56 

6,39± 

0,04 

7,47± 

0,09 

8,19± 

0,1 

Примечание: К — контроль, СП — серийные пересевы, ДВ — дистиллированная вода, СУБ — сублимационная сушка, АБ — агаровые блоки, ПП — 

«перлитовый протокол», ЗП — «зерновой протокол», Г — раствор глицерина (10 %), Т — раствор трегалозы (10 %), ГТ — смесь растворов глицерина и 

трегалозы (1:1), * — гибель культуры. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 4. Изменение типа колонии Pleurotus ostreatus. 

 

Рис. 29. Колония Pleurotus ostreatus до периода хранения (14 сутки). Характерный 

«войлочный» тип колонии и сильная концентрическая зональность. 

 

Рис. 30. Колония Pleurotus ostreatus после периода хранения методом серийных 

пересевов (14 сутки). Слабое развитие воздушного мицелия и отсутствие 

зональности. 
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Рис. 31. Колония Pleurotus ostreatus после периода хранения под слоем 

дистиллированной воды (14 сутки). Ярко выраженная концентрическая зональность и 

сильное развитие воздушного мицелия. 

 

Рис. 32. Колония Pleurotus ostreatus после периода хранения по методу с 

использованием агаровых блоков (14 сутки). Заметно слабое развитие воздушного 

мицелия, отсутствие концентрической зональности. Колония менее плотная. 
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Рис. 33. Колония Pleurotus ostreatus после периода хранения по «перлитовому 

протоколу» (14 сутки). Присутствует концентрическая зональность и более сильное 

развитие воздушного мицелия. 

 

Рис. 34. Колония Pleurotus ostreatus после периода хранения по «зерновому 

протоколу» (14 сутки). Колония с концентрической зональностью и более сильным 

развитием воздушного мицелия. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 5. Фотографии колоний макромицетов. 

 

Рис. 35. Колония Auricularia nigricans после периода криохранения по «перлитовому 

протоколу» (10 сутки). 

 

 

Рис. 36. Колония Flammulina rossica после периода криохранения по «зерновому 

протоколу» (14 сутки). 
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Рис. 37. Колония Hericium coralloides после периода криохранения по «перлитовому 

протоколу» (14 сутки). 

 

 

Рис. 38. Колонии Lycoperdon pyriforme после периода криохранения по «зерновому 

протоколу» (10 сутки). 
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Рис. 39. Колония Mycetinis alliaceus после периода криохранения по методу 

«агаровых блоков» (10 сутки). 

 

 

Рис. 40. Колония Pleurotus citrinopileatus после периода криохранения по 

«перлитовому протоколу» (14 сутки). 

 


