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Работа посвящена сравнительному анализу методов хранения чистых культур макромицетов. В иссле-
довании использовали 20 видов макромицетов из различных таксономических и эколого-трофических 
групп. Хранение осуществляли пятью методами: серийными пересевами, под слоем дистиллированной 
воды и тремя вариантами криохранения: протокол с использованием блоков агаризованной среды, “пер-
литовый протокол” и “зерновой протокол”. Для отобранных способов хранения в замороженном состо-
янии применяли различные криопротекторные соединения (глицерин, трегалоза). В качестве критерия 
состояния культур использовали радиальную скорость роста. Контролем были выбраны значения ради-
альной скорости роста, полученные сразу после выделения чистой культуры. Показано, что наиболее 
благоприятными для сохранения физиологической активности культур являются метод хранения под 
слоем дистиллированной воды, “перлитовый” и “зерновой” протоколы криохранения.
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ВВЕДЕНИЕ

Многие виды макромицетов представляют значи-
тельный интерес для пищевой и биотехнологической 
промышленности, поскольку обладают чрезвычайно 
разнообразным биохимическим профилем и высокой 
пищевой ценностью. Плодовые тела макромицетов 
являются богатым источником питательных веществ 
и незаменимых аминокислот (Ahlawat et  al., 2016; 
Vetter, 2019). При этом содержание витаминов и ряда 
микроэлементов в плодовых телах не уступает свежим 
овощам, сыру и яйцам (Mattila et al., 2001; Furlani, 
Godoy, 2008). Макромицеты также являются проду-
центами различных активных соединений, обладаю-
щих высоким фармацевтическим и терапевтическим 
потенциалом. Так, ряд соединений Ganoderma lucidum 
обладает цитотоксическим эффектом по отношению 
к раковым клеткам, в том числе по отношению к сар-
коме 180 (Liu et al., 2002; Li et al., 2005; Xia et al., 2020). 
Герицерон, еринакол и еринацин из Hericium erinaceus 
обладают противовоспалительным, иммуномодули-
рующим и антиоксидантным действием (Wang et al., 
2005; Liu et al., 2015; Li et al., 2018). Плодовые тела 
Pleurotus ostreatus содержат спектр соединений, обла-
дающих высокой цитотоксичностью по отношению 

к раковым клеткам (Patel et al., 2012; Deepalakshmi, 
Sankaran, 2014).

Для успешного промышленного применения мак- 
ромицетов необходимо наличие коллекций чистых 
культур, играющих важную роль в сохранении жизне-
способности, микробиологической чистоты и генети-
ческой стабильности штаммов, а также в сохранении 
генофонда редких и исчезающих видов (Hawksworth, 
1985; Mayorova et al., 2023). 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 заморожен-
ном состоянии. Используемые методы изначально 
были разработаны для видов микромицетов, активно 
образующих различные анаморфные спороношения, 
которые обладают высокой устойчивостью к небла-
гоприятным условиям среды (Castellani, 1963; Hwang, 
1960). В связи с тем, что у большинства макромице-
тов в культуре не формируются структуры бесполого 
спороношения (Bukhalo, 1988), использование стан-
дартных протоколов часто бывает не оптимальным 
и в значительной степени ограничивает спектр ви-
дов, которые могут успешно переживать хранение 
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(Homolka et al., 2001). Ввиду высокого промышленного 
потенциала съедобных макромицетов, необходимым 
представляется изучение влияния хранения различ-
ными методами на сохранение жизнеспособности 
чистых культур для стабильного использования на 
биотехнологических производствах, а также разра-
ботка новых и модернизация известных протоколов 
хранения (Field et al., 1993; Reid, Paice, 1994; Sánchez, 
2009; Albu et al., 2020).

Целью представленной работы является срав-
нительное изучение влияния различных методов 
хранения на жизнеспособность, морфолого-культу-
ральные и физиологические характеристики штаммов 
макромицетов из разных таксономических и эколо-
го-трофических групп.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы макромицетов. Основная часть коллекции 
штаммов макромицетов, используемых в работе, была 
получена из плодовых тел, собранных в природных 
экосистемах. Экспедиционная работа проводилась 
в Уссурийском государственном природном запо-
веднике ДВО РАН и Кавказском государственном 
природном биосферном заповеднике им. Х.Г. Шапош-
никова. Также изоляция чистых культур осущест-
влялась в Москве и на территории Звенигородской 
биологической станции МГУ им. С.Н. Скадовского. 
В состав коллекции также были включены произ-
водственные штаммы видов Agaricus bisporus (ООО 

“Сантана”), Cordyceps militaris (ООО “Агробиотех-
нология”) и Pleurotus nebrodensis (и. п. М. Прохоров).

Полученные культуры были заложены на хранение 
в коллекцию кафедры микологии и альгологии Био-
логического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова 
(табл. 1), зарегистрированной в электронной базе 
данных World Data Centre for Microorganisms. Ваучер-
ные гербарные образцы соответствующих плодовых 
тел переданы на хранение в гербарий Ботанического 
института им. В.Л. Комарова РАН.

Выделение изолятов проводили сразу после сбора 
плодовых тел в полевых условиях тканевым спосо-
бом, помещая фрагменты трамы на следующие ага-
ризованные среды: модифицированный сусло-агар 
(4 градуса по Баллингу) (Pidoplichko, 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) с добавлением антибиотиков цефалоспоринового 
ряда III поколения (цефтриаксон или цефотаксим) 
из расчета 0.75 мг/мл питательной среды.

Видовую идентификацию осуществляли по мор-
фологии плодовых тел. Для части штаммов были 

получены ДНК‑штрихкоды по участку ITS, который 
сегодня признан универсальным генетическим мар-
кером для грибов (Schoch et al., 2012; Lücking et al., 
2020). ДНК из фрагментов мицелия выделяли при 
помощи CTAB‑буфера. Для идентификации штам-
мов амплифицировали участок ITS с праймерами 
ITS1F и ITS4 (White et al., 1990). ПЦР проводили 
в амплификаторе Bio-Rad T100 (США), в качестве 
реакционной смеси использовали смесь для ПЦР 
ScreenMix (Евроген, Москва). Амплификант визу-
ализировали 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 видо-
вой принадлежности, был проведен поиск сходных 
нуклеотидных последовательностей через алгоритм 
BLAST. Вновь полученные последовательности были 
депонированы в GenBank (табл. 1).

В работу включены штаммы видов, относящихся 
к разным таксономическим и эколого-трофическим 
группам, многие из которых нашли широкое примене-
ние как в пищевой, так и фармацевтической промыш-
ленности. Также в список вошли и малоизученные 
виды макромицетов, предположительно обладающие 
высоким биотехнологическим потенциалом.

Из 20 отобранных штаммов, 18 принадлежат видам 
из порядков Agaricales, Auriculariales, Phallales, Polyporales 
и Russulales, включенных в класс Agaricomycetes отде-
ла Basidiomycota. Оставшиеся два штамма – Cordyceps 
militaris MR67 и Sarcosoma globosum MR61 – относятся 
соответственно к порядку Hypocreales класса Sordari-
omycetes и порядку Pezizales класса Pezizomycetes из от-
дела Ascomycota (табл. 1).

Принадлежность к эколого-трофическим группам 
устанавливалась по классификации А.Е. Коваленко 
(Kovalenko, 1980).

Методы хранения чистых культур. Для оценки вли-
яния различных методов хранения чистых культур на 
жизнеспособность макромицетов, отобранные штам-
мы рабочей коллекции были помещены на хранение 
следующими способами:

1) хранение методом серийных пересевов (суб- 
культивирование);

2) хранение под слоем дистиллированной воды;
3) хранение в замороженном состоянии (крио-

хранение):
—  на агаровых блоках (Hwang, 1960);
—  по “перлитовому протоколу” (Homolka et al., 2001);
—  по “зерновому протоколу” (Colauto et al., 2011).
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Были выбраны как классические методы, широко 
применяемые в отечественных и зарубежных кол-
лекциях штаммов (субкультивирование, хранение 
под слоем дистиллированной воды и криохранение 
агаровых блоков), так и экспериментальные протоко-
лы – “перлитовый протокол” и “зерновой протокол”. 
Для всех способов период хранения составил шесть 
месяцев. Замораживание культур осуществляли с ис-
пользованием следующих криопротекторов: 10%-й р-р 

глицерина, 10%-й р-р трегалозы и комбинация 10%-х 
р-ров глицерина и трегалозы в соотношении 1 : 1. Все 
опыты проводили в пятикратной повторности. Подроб-
ное описание используемых методов хранения чистых 
культур было рассмотрено ранее (Komissarov et  al., 2023).

Хранение методом серийных пересевов. Осущест-
вляли с использованием питательной среды № 337. Про-
бирки со скошенной агаризованной средой инокулиро-
вали культурой исследуемых штаммов и инкубировали 

Таблица 1. Рабочая коллекция штаммов чистых культур макромицетов

Вид Штамм Порядок Трофическая 
группа Субстрат № в 

Генбанке
Agaricus bisporus (J.E. Lange) 

Imbach PR58 Agaricales Hu коммерческий 
мицелий –

Auricularia auricula-judae (Bull.) 
Quél. MR16 Auriculariales Le валеж Populus tremula –

A. nigricans (Sw.) Birkebak, Looney 
et Sánchez-García FE25 Auriculariales Le валеж лиственной 

породы –

Cordyceps militaris (L.) Fr. MR67 Hypocreales Pin личинка мухи –

Fistulina hepatica (Schaeff.) With. RA04 Agaricales Par ствол живого 
Quercus sp. –

Flammulina rossica Redhead et 
R.H. Petersen MR55* Agaricales Le валеж Betula sp. PP916615

Ganoderma lucidum (Curtis) 
P. Karst. MR40* Polyporales Le пень Betula sp. PP916612

Hericium coralloides (Scop.) Pers. MR57* Russulales Le валеж лиственной 
породы PP916611

H. erinaceus (Bull.) Pers. FE53* Russulales Le валеж лиственной 
породы PP916613

H. flagellum (Scop.) Pers. RA09 Russulales Le валеж лиственной 
породы –

Lentinula edodes (Berk.) Pegler FE20 Agaricales Le валеж Quercus 
mongolica –

Lycoperdon pyriforme Schaeff. RA03 Agaricales Le валеж лиственной 
породы –

Mycetinis alliaceus (Jacq.) Earle ex 
A.W. Wilson et Desjardin RA01 Agaricales Hu почва –

Mycoleptodonoides vassiljevae Nikol. FE34* Polyporales Le валеж лиственной 
породы PP916616

Phallus impudicus L. RA02 Phallales Hu почва –
Pleurotus citrinopileatus Singer FE27* Agaricales Le валеж Ulmus sp. PP916614

P. nebrodensis (Inzenga) Quél. PR62 Agaricales Le коммерческий 
штамм –

P. ostreatus (Jacq.) P. Kumm. MR1* Agaricales Le валеж Populus tremula PP813756

Sarcosoma globosum (Schmidel) 
Casp. MR61 Pezizales Hu почва –

Sparassis latifolia Y.C. Dai et Zheng 
Wang FE30* Polyporales Par ствол живого Pinus 

koraiensis PP920511

Примечание. MR – Московская обл.; FE – Уссурийский край; PR – промышленный штамм; RA – Республика Адыгея; 
Hu – гумусовый сапротроф; Le – сапротроф на древесине; Par – паразит на деревьях и кустарниках; Pin – паразит на 
насекомых. *Видовая принадлежность подтверждена молекулярно-генетическими методами.
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в термостате при температуре 25 оC. После зарастания 
поверхности среды мицелием, пробирки переноси-
ли в холодильную камеру (5 оC). Для культур, хра-
нившихся на агаризованных средах в пробирках со 
скошенной средой, проводили серийные пересевы 
каждые два месяца.

Хранение под слоем дистиллированной воды. Блоки 
агаризованной среды № 337 с развившимся на ней 
мицелием исследуемого штамма помещали в сте-
рильные полипропиленовые пробирки объемом 2 мл 
и покрывали стерильной дистиллированной водой. 
Хранение пробирок проводили в холодильных каме-
рах (5 оC). После периода хранения проводили посев 
блоков с мицелием на среду № 337.

Криохранение. Криохранение штаммов проводили 
в морозильных камерах при –80 оC. Заморозку осу-
ществляли при помощи контейнера для контролируе-
мой заморозки Nalgene Mr. Frosty Cryo (производства 
Thermo Scientific), обеспечивающего плавное пониже-
ние температуры со скоростью –1 оC/мин, принятой 
как оптимальной для сохранения жизнеспособности 
(Houseknecht et al., 2012; Eichlerová, Homolka, 2014). 
Криопробирки помещали в указанный контейнер 
и переносили в морозильную камеру. По окончании 
периода хранения проводили посев на агаризован-
ные среды и изучение радиальной скорости роста. 
Для изъя- тия с хранения, культуры размораживали 
путем погружения криопробирок в воду комнатной 
температуры. После размораживания, криопробир-
ки вытирали бумажными полотенцами для удаления 
лишней влаги, края резьбы обрабатывали ватным 
тампоном, смоченным спиртом.

Протокол с использованием агаровых блоков. Для 
помещения на криохранение была выбрана моди-
фикация данного протокола, включающая в себя 
вырезание блоков агаризованной среды с развив-
шимся мицелием изучаемого штамма, помещение 
их в стерильные криопробирки и внесение раствора 
криопротектора. После инкубации при комнатной 
температуре в течение 1 ч, что необходимо для про-
никновения криопротектора в клеточные покровы, 
проводили замораживание образцов (Hwang, 1968).

“Перлитовый протокол”. Данный протокол подра-
зумевает применение в качестве субстрата-носителя 
вспененного перлита, покрытого слоем жидкой пита-
тельной среды с добавлением криопротекторных со-
единений, которые затем инокулируют исследуемым 
штаммом и инкубируют в течение 14 сут (Homolka 
et  al., 2001). В работе использовали разработанную 
нами модификацию данного протокола, которая 
включает в себя проведение рыхления субстрата на 
седьмые сутки инкубации и внесение дополнительно-
го объема жидкой питательной фракции, содержащей 

криопротекторные соединения. Заморозку осущест-
вляли на 14-е сутки инкубации.

“Зерновой протокол”. Подразумевает использование 
органического субстрата-носителя, зерен пшеницы 
(Triticum aestivum), подвергнутых отвариванию. Не-
посредственно замораживанию подвергается зерно-
вой мицелий – обработанные зерна пшеницы с раз-
вившимся на них мицелием исследуемых штаммов, 
погруженные под слой раствора криопротектора 
(Colauto et al., 2011).

Морфолого-культуральные исследования. Изъятые 
с хранения штаммы сеяли на чашки Петри со средой 
№ 337 с дальнейшей инкубацией при 25 оC. Для ис-
следования влияния различных методов хранения на 
физиологические характеристики культур макромице-
тов чашки Петри инкубировали в термостатируемой 
камере (25 оC) в течение 14 суток. Для вычисления 
радиальной скорости роста каждые 24 ч проводили 
замеры диаметров колоний в двух взаимно перпен-
дикулярных направлениях. Из полученных значений 
диаметров колоний вычитали значения диаметров 
за предыдущие сутки, проводили подсчет среднего 
арифметического значения за весь период наблю-
дения (Burnett, 1976). Все опыты были поставлены 
в пятикратной повторности. Дисперсионный анализ 
данных осуществляли по методу Тьюки (уровень ве-
роятности P = 0.95) (Tukey, 1949).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Хранение на агаризованных средах

В процессе хранения методом серийных пересевов 
все изученные штаммы сохранили свою жизнеспо-
собность. Тем не менее, наблюдали снижение зна-
чений скорости роста культур по сравнению с зна-
чениями, полученными для второго пассажа культур 
до помещения на хранение (табл. 2). Уменьшение 
значений скорости роста варьировалось в пределах 
от –0.01 мм/сут до –0.63 мм/сут. Особенно харак-
терно это было для штаммов видов Agaricus bisporus 
(с 2.82 мм/сут до 2.33 мм/сут), Auricularia auricula-judae 
(с 5.89 мм/сут до 5.26 мм/сут), Ganoderma lucidum 
(с 4.73 мм/сут до 4.24 мм/сут), Mycetinis alliaceus (с 3.32 
мм/сут до 2.77 мм/сут).

Вместе с негативным влиянием на морфоло-
го-культуральные характеристики и имеющей место 
опасности контаминации культур, хранение мето-
дом серийных пересевов характеризуется высокими 
трудозатратами и необходимостью наличия боль-
ших объемов свободного пространства для хране-
ния носителей мицелия (пробирки со скошенной 
средой, чашки Петри и т. д.). В то же время данный 
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метод сравнительно дешев и не высокотехнологичен, 
позволяет сохранять в жизнеспособном состоянии 
штаммы, для которых не подходит хранение други-
ми способами (Humber, 1997). На данный момент 
хранение методом серийных пересевов активно при-
меняется в отечественных и зарубежных коллекциях 
чистых культур (Ozerskaya et al., 2006; Kovalenko, 
2022; Psurtseva, Kiyashko, 2022).

Хранение под слоем дистиллированной воды

Как и в случае с предыдущим методом, все иссле-
дованные штаммы сохранили свою жизнеспособность 
при хранении под слоем дистиллированной воды 
(табл. 2). В то же время было отмечено уменьшение 
значений скоростей роста в спектре от –0.01 мм/сут 
до –0.61 мм/сут. Наибольшее снижение значений ра-
диальной скорости роста было характерно для штам-
мов видов Agaricus bisporus (с 2.82 мм/сут до 2.21 мм/
сут), Lycoperdon pyriforme (с 2.99 мм/сут до 2.42 мм/сут) 
и Hericium flagellum (с 2.78 мм/сут до 2.45 мм/сут). При 
этом для Agaricus bisporus негативное влияние хране-
ния под слоем дистиллированной воды было более 
явным, чем в варианте опыта с серийными пересе-
вами. За исключением штаммов Lycoperdon pyriforme 
и Pleurotus citrinopileatus, подобное не регистрирова-
лось для изучаемых штаммов ксилосапротрофных 
видов. Возможно, это связано с чувствительностью 
отдельных штаммов к недостатку кислорода.

Тем не менее в ряде исследований была показана 
высокая эффективность хранения чистых культур 
представителей разных таксономических и эколо-
го-трофических групп под слоем дистиллирован-
ной воды (Burdsall, Dorworth, 1994; Croan et al., 1999; 
Richter et al., 2010; Castro-Rios, Bermeo-Escobar, 2021). 
На сегодняшний день хранение под слоем дистилли-
рованной воды, наряду с методом серийных пересевов, 
широко применяется в различных учебных и научных 
коллекциях. Использование данного метода позволяет 
увеличить продолжительность хранения и избежать 
частых пересевов на новые носители, что позволяет 
в значительной степени снизить трудовые и времен-
ные затраты, а также вероятность контаминации куль-
тур (Ozerskaya et al., 2006; Psurtseva, Kiyashko, 2022).

Криохранение. Протокол с  использованием 
агаровых блоков

Для штаммов, помещенных на хранение по данному 
протоколу, было отмечено сильное снижение значений 
скорости роста в спектре от –0.02 мм/сут (для Pleurotus 
ostreatus) до –4.54 мм/сут (для Auricularia auricula-judae). 
Штаммы видов Cordyceps militaris, Fistulina hepatica, Heri-
cium flagellum, Phallus impudicus, Sparassis latifolia утратили 
жизнеспособность (табл.  2, 3). Необходимо отметить, 

что большинство исследуемых штаммов продемонстри-
ровало сравнительно более сильное развитие стелю-
щегося по поверхности субстрата мицелия, поисковых 
гиф, в то время как воздушный мицелий формировался 
слабо и колонии были менее плотными.

Наиболее эффективными криопротекторами были 
10%-й р-р трегалозы и смесь 10%-х р-ров глицерина 
и трегалозы. Использование 10%-го р-ра глицерина 
в качестве криопротекторного соединения в данном 
протоколе позволило сохранить жизнеспособность 
почти всех штаммов, при этом наблюдали сильное 
снижение значений скорости роста (от –0.16 мм/сут 
до –2.82 мм/сут). 10%-й р-р трегалозы был оптимален 
для штаммов видов, относящихся к эколого-тро-
фической группе гумусовых сапротрофов. Следу-
ет отметить, что данный криопротектор также был 
оптимален и для Auricularia auricula-judae, Hericium 
coralloides, Lentinula edodes, ксилотрофных макроми-
цетов (табл. 3). Исключением был штамм Pleurotus 
nebrodensis. После хранения культуры P. nebrodensis 
демонстрировали слабое развитие воздушного ми-
целия при значительном увеличении значений ради-
альной скорости роста (от 0.66 мм/сут до 1.5  мм/сут). 
Возможно, это связано с тем, что выбранный нами 
штамм является промышленным и мог претерпеть 
ряд целенаправленных изменений, в том числе свя-
занных с увеличением его устойчивости к хранению 
в замороженном состоянии.

Протокол с использованием агаровых блоков на-
шел широкое применение во многих отечествен-
ных и зарубежных учебных и научных коллекциях 
благодаря своей относительной простоте и универ-
сальности. Тем не менее многие виды базидиальных 
макромицетов утрачивают жизнеспособность после 
хранения по данному протоколу (Ito, Nakagiri, 1996; 
Danell, Flygh, 2002; Crahay et al., 2013; Sato et al., 2019).

Криохранение. “Перлитовый протокол”

Почти все изучаемые штаммы сохранили жиз-
неспособность после хранения по “перлитовому 
протоколу”. Тем не менее для большинства штам-
мов чистых культур наблюдали значительное сни-
жение значений средней скорости роста колоний 
(от –0.01 мм/сут до –4.53 мм/сут) (табл. 2, 3). В то же 
время штамм Ganoderma lucidum показал обратную 
динамику – повышение значений скорости роста 
в вариантах хранения с использованием глицерина 
и смеси криопротекторов на 0.18 мм/сут и 0.51 мм/сут 
соответственно. Колонии развивались быстрее, де-
монстрируя более сильное развитие поисковых суб-
стратных гиф при более слабом развитии воздушного 
мицелия. Более слабое развитие воздушного мицелия 
было также свойственно штаммам ксилотрофных 



	 ВЛИЯНИЕ МЕТОДОВ ХРАНЕНИЯ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ� 319

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ	 том 58	 № 4	 2024

видов Hericium coralloides, Mycoleptodonoides vassilje-
vae, Pleurotus citrinopileatus, P. ostreatus. При этом для 
штамма вида Lycoperdon pyriforme, находившегося 
на хранении с добавлением 10%-го р-ра трегалозы, 
отмечали, что колония становилась более плотной, 
с бо́льшим развитием воздушного мицелия.

Наилучшие результаты показали штаммы видов, 
включенных в группу ксилосапротрофов, в то время 
как паразиты древесных пород не смогли сохранить 
свою жизнеспособность после периода криохранения 
(табл. 2, 3). Для гумусовых сапротрофов оптималь-
ным криопротекторным соединением был показан 

10%-й р-р трегалозы, в то время как для ксилотрофов 
наиболее подходящими были 10%-й р-р трегалозы 
и смесь р-ров глицерина и трегалозы (табл. 3).

“Перлитовый протокол” был представлен как за-
мена стандартному протоколу с использованием ага-
ровых блоков, которая позволяет расширить список 
видов, которые могут сохранять жизнеспособность 
в процессе криохранения. В ряде исследований была 
показана его высокая эффективность, что, вкупе со 
сравнительной простотой, позволяет применять “пер-
литовый протокол” в учебных и научных коллекциях 
(Homolka et al., 2001; Sato et al., 2019).

Таблица 2. Средняя радиальная скорость роста колоний исследуемых штаммов до и после периода хранения

Вид Штамм К

Δ средней радиальной скорости роста, 
мм/сут

СП ДВ АБ ПП ЗП

Гумусовые сапротрофы
Agaricus bisporus PR58 2.82 ± 0.09 –0.49 –0.61 –2.33 –1.65 0.4
Marasmius alliaceus RA01 3.32 ± 0.09 –0.55 –0.04 –1.43 –0.94 –0.88
Phallus impudicus RA02 2.34 ± 0.04 –0.05 –0.2 –* – –
Sarcosoma globosum MR61 4.16 ± 0.09 –0.41 –0.25 –1.71 –0.81 –0.49

Ксилосапротрофы
Auricularia auricula-judae MR16 5.89 ± 0.15 –0.63 –0.1 –4.54 –3.88 –2.67
A. nigricans FE25 5.56 ± 0.14 –0.46 –0.2 –1.33 –3.55 –1.54
Flammulina rossica MR55 7.11 ± 0.21 –0.2 –0.02 –1.4 –0.28 –3
Ganoderma lucidum MR40 4.73 ± 0.11 –0.49 –0.08 –1.38 0.51 –0.18
Hericium coralloides MR57 6.12 ± 0.12 –0.21 –0.11 –2.77 –0.61 –1.57
H. erinaceus FE53 5.41 ± 0.09 –0.28 –0.11 –2.33 –1.2 –0.7
H. flagellum RA09 2.78 ± 0.05 –0.37 –0.33 – –1.77 –
Lentinula edodes FE20 4.54 ± 0.08 –0.09 –0.02 –1.29 –2.46 –1.73
Lycoperdon pyriforme RA03 2.99 ± 0.06 –0.14 –0.58 –0.67 –0.51 –0.41
Mycoleptodonoides vassiljevae FE34 7.02 ± 0.17 –0.09 –0.01 –0.78 –0.1 –1.9
Pleurotus citrinopileatus FE27 6.92 ± 0.13 –0.03 –0.15 –0.9 –0.27 –0.55
P. nebrodensis PR62 5.57 ± 0.1 –0.36 –0.19 1.5 – 0.46
P. ostreatus MR1 7.07 ± 0.18 –0.26 –0.02 –0.02 –0.01 –0.01

Паразиты древесных растений
Fistulina hepatica RA04 0.19 ± 0.01 –0.01 –0.01 – – –
Sparassis latifolia FE30 0.54 ± 0.01 –0.01 –0.01 – – –

Паразиты насекомых
Cordyceps militaris MR67 3.14 ± 0.06 –0.36 –0.09 – –1.35 –1.85

Примечание. К – контроль (средняя скорость роста до периода хранения, мм/сут); СП – серийные пересевы; ДВ – ди-
стиллированная вода; АБ – протокол с использованием агаровых блоков; ПП – “перлитовый протокол”; ЗП – “зерно-
вой протокол”. *Отсутствие данных по причине гибели культуры в процессе хранения. Для протоколов криохранения 
приведены значения скорости роста в вариантах опыта с оптимальными криопротекторами.
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Криохранение. “Зерновой протокол”

В сравнении с “перлитовым протоколом”, за-
мораживание штаммов по “зерновому протоколу” 
позволило сохранить жизнеспособность почти всех 
отобранных штаммов. “Зерновой протокол” показал 
наибольшую эффективность по сравнению с други-
ми протоколами криохранения, позволив сохранить 
значения исследуемых морфолого-культуральных 
характеристик наиболее близкими к контрольным 
(табл. 2, 3). Это может быть связано с тем, что исполь-
зуемые криопротекторные соединения и носитель 
(подвергнутое тепловой обработке зерно пшеницы) 
могут служить дополнительными источниками пи-
тания для мицелия штаммов.

Большинство гумусовых сапротрофов, помещен-
ных на хранение по “зерновому протоколу”, показали 
наилучшие характеристики для варианта опыта с ис-
пользованием 10%-го р-ра трегалозы (кроме штамма 

Marasmius alliaceus, для которого оптимальной была 
смесь 10%-х р-ров криопротекторов). Для Agaricus 
bisporus, помещенного на хранение под слоем 10%-й 
трегалозы, было показано повышение скорости ро-
ста на 0.4 мм/сут. Вместе с этим ксилосапротрофные 
виды показывали наибольшие значения как в вариан-
тах опыта с смесью криопротекторов, так и с 10%-м 
р-ром трегалозы (табл. 3, рис. 1). На рисунках 1 и 2 
приведены данные для штаммов Agaricus bisporus PR58, 
Auricularia auricula-judae MR16, Ganoderma lucidum 
MR40, Hericium erinaceus FE53 как наиболее наглядно 
демонстрирующих зависимость радиальной скорости 
роста от методов хранения.

Высокая эффективность применения “зернового 
протокола” была показана в ряде работ по криохра-
нению зернового мицелия штаммов базидиомицетов 
(Mata, Pérez-Merlo, 2003; Colauto et al., 2011; Linde 
et  al., 2018; Bertéli et al., 2022). Вместе с относительной 
простотой, несмотря на необходимость подготовки 

Таблица 3. Средняя радиальная скорость роста колоний исследуемых штаммов до и после периода криохранения 
в зависимости от используемых криопротекторных соединений

Вид К

Δ средней радиальной скорости роста, мм/сут

Агаровые блоки “Перлитовый 
протокол” “Зерновой протокол”

Г Т Г + Т Г Е Г + Т Г Т Г + Т
Гумусовые сапротрофы

Agaricus bisporus 2.82 ± 0.09 –2.53 –2.33 –2.5 –2.21 –1.65 –* –1.61 0.4 –0.09
Marasmius alliaceus 3.32 ± 0.09 –1.58 –1.43 –1.57 –1.31 –0.94 – –1.28 –0.88 –1
Sarcosoma globosum 4.16 ± 0.09 –1.73 –1.75 –1.71 –0.94 –0.81 –0.93 –0.89 –0.49 –0.68

Ксилосапротрофы

Auricularia auricula-judae 5.89 ± 0.15 – –4.54 – –4.53 –3.88 – –3.96 –2.08 –2.58

A. nigricans 5.56 ± 0.14 –1.45 –1.75 –1.33 –2.65 –0.78 –1.65 –2.04 –1.54 –1.71
Flammulina rossica 7.11 ± 0.21 –2.68 –2.6 –1.4 –0.43 –0.41 –0.28 –3.04 –3.44 –3
Ganoderma lucidum 4.73 ± 0.11 –0.16 –1.38 –1.81 0.18 –1.01 0.51 –0.18 –0.92 –1.02
Hericium coralloides 6.12 ± 0.12 –2.54 –2.41 –3.33 –0.61 –0.77 – –0.91 –0.55 –0.79
H. erinaceus 5.41 ± 0.09 –2.33 –2.58 –3.32 –1.2 –2.47 –3.1 –2.48 –0.7 –1.1
H. flagellum 2.78 ± 0.05 – – – – –1.77 – – – –
Lentinula edodes 4.54 ± 0.08 –2.01 –1.29 –1.37 – –2.88 –2.46 –3.28 –1.73 –2.37
Lycoperdon pyriforme 2.99 ± 0.06 –1.05 –0.75 –0.67 – –0.51 – –1.1 –0.76 –0.41
Mycoleptodonoides 

vassiljevae 7.02 ± 0.17 –1.57 –1.19 –0.78 –0.53 –0.1 –0.62 –1.9 –2.06 –2.13

Pleurotus citrinopileatus 6.92 ± 0.13 –2.82 –1.59 –0.9 –1.47 –0.32 –0.27 –1.36 –1.86 –0.55
P. nebrodensis 5.57 ± 0.1 0.66 1.37 1.5 –3.05 –4.46 – –0.05 –0.62 0.46
P. ostreatus 7.07 ± 0.18 –1.02 –2.5 –0.02 –0.16 0 –0.01 –0.02 –0.01 0

Паразиты насекомых
Cordyceps militaris 3.14 ± 0.06 – – – –2.01 –1.8 –1.35 –1.85 –2.01 –1.95

Примечание. К – контроль (средняя скорость роста до периода хранения, мм/сут); Г – 10%-й р-р глицерина; Т – 10%-
й р-р трегалозы; Г + Т – смесь 10%-х р-ров глицерина и трегалозы. *Отсутствие данных по причине гибели культуры 
в процессе хранения.
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зернового мицелия, данный протокол представляет 
собой достойную замену протокола с использованием 
агаровых блоков.

После периода хранения вышеперечисленными 
методами для подавляющего большинства штаммов 
наблюдалось снижение значений скорости роста 
(табл. 2). Метод серийных пересевов и хранения под 
слоем дистиллированной воды позволили сохра-
нить жизнеспособность всех изученных штаммов. 
При этом снижение значений радиальной скорости 
роста для штаммов, находившихся на хранении под 
слоем дистиллированной воды, было более слабым 
(табл. 2, 3). Группа методов криохранения, в отличие 
от вышеуказанных методов, не была оптимальной для 
штаммов Fistulina hepatica и Sparassis latifolia, паразитов 
древесных растений, и для штамма Phallus impudicus, 
гумусового сапротрофа, которые утратили жизнеспо-
собность в процессе хранения. Уменьшение скорости 
роста было наиболее значительным для штаммов, хра-
нившихся на “агаровых блоках” (рис. 1). Использование 

“перлитового” и “зернового” протоколов позволило 

сохранить в жизнеспособном состоянии большинство 
включенных в работу штаммов, в отдельных случаях 
увеличив скорость их роста (табл. 2, 3).

В ходе исследования было обнаружено, что па-
разиты древесных растений наиболее чувствительны 
к негативным факторам замораживания, что выра-
жалось в гибели культуры в процессе хранения. В то 
же время это было показано и для штамма RA02 вида 
Ph. impudicus. Это может быть связано как с видовыми 
особенностями, так и с использованием неоптималь-
ных питательных сред. Отметим, что закономерностей 
между таксономической принадлежностью и спо-
собностью к сохранению жизнеспособности после 
периодов хранения отмечено не было.

Было показано, что штаммы видов гумусовых са-
протрофов лучше сохраняют свою жизнеспособность 
и скорость роста при использовании 10%-го р-ра 
трегалозы в качестве криопротектора. Для ксилоса-
протрофных видов, в свою очередь, оптимальными 

Рис. 1. Средняя радиальная скорость роста штаммов макромицетов до и после периода криохранения: К – контроль 
(средняя скорость роста до периода хранения, мм/сут); Глиц – 10%-й р-р глицерина; Трег – 10%-й р-р трегалозы; Г + 
Т – смесь 10%-х р-ров глицерина и трегалозы; АБ – протокол с использованием агаровых блоков; ПП – “перлитовый 
протокол”; ЗП – “зерновой протокол”.
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были как 10%-й р-р трегалозы, так и смесь 10%-х 
р-ров глицерина и трегалозы (табл. 3; рис. 2).

Исходя из полученных данных, можно утверждать, 
что для изученных 20 штаммов макромицетов опти-
мальными были метод хранения под слоем дистилли-
рованной воды, а также “перлитовый” и “зерновой” 
протоколы криохранения (табл. 2, 3). Стоит добавить, 
что отобранные штаммы ксилосапротрофных видов 
были менее чувствительными к выбору криопротек-
торных соединений, в отличие от гумусовых сапротро-
фов. Целесообразным представляется проведение 
индивидуального подбора методов хранения, кри-
опротекторов, их концентраций и комбинаций для 
разных видов, а  возможно, и для отдельных штаммов. 
Помимо этого, необходимым является расширение 
спектра изучаемых видов.

Выражаем искреннюю благодарность в. н. с. БИН 
РАН к. б. н. Н.В. Псурцевой за помощь в ознакомлении 
с основными методами хранения чистых культур ма-
кромицетов, в. н. с. кафедры микологии и альгологии 
Биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносо-
ва А.В. Александровой за ценные комментарии и по-
мощь в оформлении статьи, коллективу ООО “Школы 
Грибоводства” за предоставление штамма Agaricus 
bisporus, Б.А. Борисову за штамм Cordyceps militaris, 
М. Прохорову за уникальную возможность выделить 
культуру Pleurotus nebrodensis и коллективу НОШ 

“Космос” космического факультета МГУ за предостав-
ление необходимого оборудования. Работа выполнена 
с использованием оборудования, приобретенного 
за счет средств Программы развития Московского 
университета.

Рис. 2. Средняя радиальная скорость роста штаммов до и после периода хранения по всем протоколам: СП – серийные 
пересевы; ДВ – дистиллированная вода; АБ – протокол с использованием агаровых блоков; ПП – “перлитовый прото-
кол”; ЗП – “зерновой протокол”. Для методов криохранения указаны данные скорости роста в вариантах с оптималь-
ными криопротекторами (для Agaricus bisporus – 10%-й р-р трегалозы, Auricularia auricula-judae – 10%-й р-р трегалозы, 
Ganoderma lucidum – 10%-й р-р глицерина и смесь криопротекторов, Hericium erinaceus – 10%-й р-р глицерина и смесь 
криопротекторов).
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The work contains a comparative analysis of methods for storing pure cultures of macrofungi. The study used 20 species 
of macrofungi from various taxonomic and ecological-trophic groups. Storage was carried out using five methods: serial 
subculturing, storage under a layer of distilled water and three cryopreservation protocols: a protocol using blocks of 
agar medium, a “perlite protocol” and a “grain protocol”. For the selected cryostorage methods, various cryoprotective 
compounds (glycerol, trehalose) were used. Radial growth rate was used as a criterion for the state of crops. The values 
of the radial growth rate obtained immediately after isolation of the pure culture were chosen as the control. It has been 
shown that the most favorable for preserving the physiological activity of cultures are the storage method under a layer 
of distilled water, “perlite” and “grain” cryopreservation protocols.
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