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Изучены некоторые виды родов Amanita, Boletus, Cortinarius, Suillus, Tricholoma. Проведено выделение в 
чистую культуру, идентификация по макро- и микропризнакам, последовательностям 5,8S р-ДНК, исследованы 
особенности роста и биохимического состава при культивировании in vitro.  
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Genuses of Amanita, Boletus, Cortinarius, Suillus, Tricholoma were studied. Cultures from fruit body, identification 

by macro-, micromorphological characteristics and DNA sequences were obtained. Peculiarities of growth, biochemical 
composition of cultures were analyzed.   
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ВВЕДЕНИЕ 
 
Интерес к феномену симбиоза корней растений 

с грибами-макромицетами не угасает с описания 
Франком в 1885 году практически всех типов EcM 
– эктомикориз (Roman et al., 2005; Agerer, 2008). 
Известно, что 8000 видов высших растений и 7000-
10000 видов грибов планеты образуют EcM, кото-
рая рассматривается как реципрокный мутуа-
лизм/паразитизм, зависящий от генетических и эко-
логических факторов (Tedersoo, 2007). Обязатель-
ная микотрофность хвойных как основных лесооб-
разующих пород фитоценозов бореальной зоны 
обусловлена участием эктомикоризных грибов в 
круговороте биогенных элементов, а также способ-
ностью EcM оптимизировать метаболизм растений, 
усиливать минеральное питание и устойчивость к 
засухе, засолению, тяжелым металлам, патогенам 
(Smith and Read, 1997). В случае мутуалистических 
отношений EcM-грибы получают от растений 10- 
50 % органического углерода и становятся конку-
рентноспособными в почве, а растения имеют воз-
можность пользоваться коммуникационной под-
земной сетью из мицелия EcM-грибов и корневых 
систем разных видов деревьев, по которой передви-
гаются различные метаболиты, вода, источники 
энергии, кофакторы, витамины, гормоны, антибио-
тики, токсины и, возможно, генетическая информа-
ция.  

Изучение экологии и физиологии EсM сосредо-
точено в основном в Европе, Северной Америке и 
Австралии (Smith and Read, 1997). В России раз-
личными аспектами EсM занимались многие иссле-
дователи: Возняковская Ю.М., Худяков Я.П., Шу-
бин В.И., Чумак Н.Ф., Ахромейко А.И., Лобанов 
Н.В., Гельцер Ф.Ю., Ванин С.И., Зерова М.Я.,  
____________________ 
*Работа поддержана грантом № 10-2006 конкурса техно-
логических инновационных проектов по приоритетным 
направлениям экономики Томской области 

Селиванов И.А., Еропкин К.И., Шемаханова Н.М., 
Красовская И.В., Частухин В.Я., Катенин В.Е., 
Саляев Р.К., Иванова Р.Н., Коротков Г.П., Семено-
ва Л.А., Мишустин Е.Н., Пушкинская О.И., Кара-
тыгин И.В. и другие. В настоящее время те или 
иные аспекты EсM изучают Шубин В.И. - в Каре-
лии, Коваленко А.Е., Иванов Д.М. - в Санкт-
Петербурге, Воронина Е.Ю. – в Москве, Творож-
никова Т.А. – в Сыктывкаре, Веселкин Д.В. – в 
Екатеринбурге, Шкараба Е.М. и Бойко Т.А. – в 
Перми. Насколько нам известно, на территории 
Сибири различные виды EсM хвойных изучает 
только Д.В. Веселкин, а также эстонские ученые - 
но EcM, образуемую грибами рода Tomentella 
(Koljalg, 1996). Целью нашей работы являлось 
введение в культуру Amanita muscaria (L.: Fr) 
Hook; Amanita pantherina (Fr.) Secr.; Amanita por-
phyria (Alb. & Schw. ex Fr.); Boletus betulicola (Va-
sil’kov) Pilat & Dermek; Boletus pinophyllus (Pilat & 
Dermek); Cortinarius caninus (Fr.) Fr.; Suillus bovi-
nus (Linnaeus: Fr.) O. Kuntze; Suillus luteus (Fries) 
S. F. Gray, Nat.; Suillus sibiricus (Singer) Singer; 
Suillus variegatus (Sw.) Kuntze; Tricholoma portento-
sum (Fr.) Quel, изучение особенностей роста, мо-
лекулярная идентификация и определение содер-
жания глюкозы, белка, фитогормонов и флавонои-
дов в культуральной жидкости.  

Культивирование in vitro. Плодовые тела EcM-
грибов собирали в бруснично-лишайниковых, зе-
леномошно-лишайниковых, зеленомошных сосня-
ках правобережной части реки Обь в Томской об-
ласти. Определение было проведено Н.Н. Агафо-
новой, исходные штаммы хранятся в коллекцион-
ном фонде «Mycota» Томского университета. Для 
получения изолята плодовое тело надрезали в 
нижней части ножки вдоль волокон прокаленным 
скальпелем и затем расщепляли в направлении 
разреза вместе со шляпкой. Из участка перехода 
ножки в шляпку вырезали кусочки трамы длиной 
несколько миллиметров и помещали на агаризо-
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ванную питательную среду, разлитую косым сло-
ем в пробирки. Через 14 суток культивирования 
при +24 °С отбирали пробирки с растущим гриб-
ным мицелием без посторонней микрофлоры и 
выращивали биомассу, идентифицировали по ви-
довым макро- и микропризнакам. Прописи сред 
культивирования, красителей приводятся в книге 
Kreisel (1987).  

Идентификация. Из одной пробы каждого 
штамма засевали чашки Петри с разными видами 
сред в трех повторностях. Через 5 суток изучали 
макроморфологические характеристики (Hutchin-
son, 1991) – скорость роста, структуру и цвет ко-
лоний, пигментацию агара, запах; микроморфоло-
гические признаки – пряжки, морфологическую 
дифференциацию и толщину гиф (Рис. 1-А). Вы-
деление и очистку ДНК проводили с помощью 
наборов «Quiagen» (Германия), ПЦР и секвениро-
вание - по Von Clapp (1996). Для амплификации 
области ITS1-5.8S-ITS2 (Internal Transcribed 
Spacer) рибосомальной ДНК использовали общий 
для грибов праймер ITS1F 
(5’CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3’) и специ-
фичный для базидиомицетов праймер ITS4B 
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’). Полученные 
последовательности сравнивали с сиквенсами ба-
зы данных UNITE в программе BLAST. 

Биохимический состав. Содержание белка в 
культуральной жидкости определяли с Кумасси-
G250, глюкозы – с феррицианидом калия, флаво-
ноидов – с AlCl3, фитогормоны – иммунофермент-
ным методом с помощью наборов «Olchemim» 
(Чехия). Индивидуальные флавоноиды разделяли 
хроматографией на бумаге «FN-11» в системе рас-
творителей бутанол:уксусная кислота:вода (4:1:2). 
Спектры флавоноидов прописывали на спектрофо-
тометре «UV-1601 РС» (Shimadzu, Япония).  

В данной публикации мы приводим результа-
ты исследования некоторых культур. Все изучен-
ные виды хорошо росли на твердых питательных 
средах, однако, в зависимости от состава среды, 
характеристики роста различались. Так, при росте 
на средах BA, MEA, PDA Suillus bovinus образует 
белый высокий воздушный мицелий, гифы спута-
ны и растут во всех направлениях. Колонии бело-
кремовые, с краями желтовато-белого цвета, по 

мере культивирования приобретающие розовато-
кремовую окраску. На поверхности воздушного 
мицелия после месячного роста часто наблюдают-
ся экссудаты в виде желто-коричневых капель. 
Выделяет в среду пигмент желто-коричневого или 
темно-коричневого цвета. Культура же Amanita 
pantherina образует на средах BA, MEA и PDA 
колонии, очень различающиеся по характеру роста 
и пигментации (рис. 1-Б). В жидкой культуре глу-
бинное культивирование было возможным для 
Suillus (образуют шарики из гиф), у Amanita на-
блюдали только поверхностный рост. Динамику 
роста грибов в жидкой культуре изучали на среде 
«сусло-агар» и среде «Худякова-Возняковской», 
строя кривые роста по уменьшению содержания 
глюкозы и увеличению водорастворимого белка. 
Показана их обратная корреляция друг с другом.  

В природных условиях визуально весьма за-
труднительно выяснить, какие именно виды гри-
бов являются микоризообразующими для той или 
иной древесной породы. Мицелии разных видов 
EсM-грибов могут хорошо развиваться под землей 
и перекрываться, но при этом мицелий одного 
EсM-вида с помощью вторичных метаболитов 
может подавлять плодоношение других видов. Не 
всегда, даже часто посещая определенное место в 
лесу, можно застать момент плодоношения опре-
деленного вида гриба. Кроме того, известно, что 
около 50 % плодовых тел в лесных ценозах пред-
ставлено таким массовым родом, как Cortinarius, 
однако только 5 % мицелия этих грибов обнару-
живается в составе EcM. И наоборот, грибы рода 
Tomentella имеют крошечные плодовые тела, а в 
60 % эктомикориз грибной компонент представлен 
мицелием именно этого рода. Не смотря на то, 
что, что грибы родов Cortinarius, Tricholoma, Sui-
luus образуют очень специфичную эктомикоризу, 
важно знать вид гриба–микоризообразователя для 
того или иного вида хвойного дерева. В качестве 
примера молекулярной идентификации EсM-
грибов приводим сиквенс 5,8S р-ДНК длиной 695 
нктд того образца Cortinarius, вид которого без 
ДНК-анализа определить было затруднительно, 
это оказался Cortinarius caninus (рис.2). Сиквенс 
передан в Genbank NCBI, где ему присвоен номер 
депонирования 1041618.  

 

 
а б 

 
Рисунок 1 – Изучение морфологических признаков Cortinarius caninus (а) и особенностей роста Amanita pantherina 
на средах (б): сусло-агаре BA, мальтозном экстракте MEA, картофельно-декстрозном агаре PDA 
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