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Базидиальные макромицеты обладают значительным биотехнологическим потенциалом и являются
перспективными объектами для использования в различных промышленных отраслях, таких как пи-
щевое производство, фармацевтика, производство активных соединений и полисахаридов. Промыш-
ленное применение макромицетов подразумевает наличие крупных коллекций культур, использую-
щих протоколы хранения, обеспечивающие сохранение жизнеспособности, репродуктивности, гене-
тическую стабильность и способность продуцировать активные соединения. С расширением списка
используемых видов целесообразным является разработка новых протоколов хранения штаммов и оп-
тимизация имеющихся под новые, перспективные виды макромицетов. Необходимым представляется
подробное изучение влияния длительных периодов хранения на морфолого-культуральные характери-
стики, генетическую стабильность, ферментативную активность и способность формировать половые
структуры.

Ключевые слова: базидиомицеты, криопротектор, криохранение, лиофилизация, макромицеты
DOI: 10.31857/S0026364823030054, EDN: VCLMPC

ВВЕДЕНИЕ
Макромицеты – представители группы грибов,

формирующих плодовые тела, которые можно
различить невооруженным глазом, а также дать их
первичное описание и приблизительную таксоно-
мическую принадлежность, не используя оптиче-
ские инструменты. Это сборная группа, включаю-
щая в себя представителей отделов Ascomycota и
Basidiomycota (Wessels, 1993; Lodge et al., 2004;
Mueller et al., 2007). Изучение аспектов физиоло-
гии, биохимии и морфологии макромицетов под-
разумевает наличие рабочих, поддерживаемых в
жизнеспособном состоянии коллекций штаммов
различных видов, которые должны не только
оставаться жизнеспособными после длительных
периодов хранения, но и сохранять репродуктив-
ную способность, морфолого-культуральные и
биохимические свойства (скорость роста, морфо-
логия, продукция метаболитов и т.д.). Это относит-
ся не только к учебным и научным коллекциям,
коллекциям на пищевых и биотехнологических
производствах, но и к проектам по сохранению
штаммов видов, находящихся под угрозой исчез-
новения. Использование макромицетов в хозяй-
ственной деятельности представляет собой уни-
кальный по своей структуре и сложности произ-

водственный комплекс, основой которого является
поддерживаемая и регулярно обновляемая кол-
лекция штаммов. В связи с этим необходимым
представляются оценка эффективности применя-
емых методов хранения в сохранении жизнеспо-
собности, 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).

СФЕРЫ ПРИМЕНЕНИЯ МАКРОМИЦЕТОВ
Плодовые тела макромицетов являются бога-

тым источником микро- и макроэлементов, про-
теинов и углеводов при низком содержании жи-
ров, с чем связано их широкое применение в пи-
щевой промышленности (Ahlawat et al., 2016;
Vetter, 2019). Плодовые тела культивируемых мак-
ромицетов богаты минеральными соединениями,
в частности, калием, фосфором, железом, цин-
ком, медью и селеном. Особенно высоко содержа-
ние витамина В1, рибофлавина (витамин B2), ниа-
цина (витамин PP) и производных фолиевой кис-
лоты, находящееся на уровне свежих овощей, яиц
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и сыра (Mattila et al., 2001; Furlani, Godoy, 2008).
Содержание микроэлементов в спорокарпах про-
мышленно выращиваемых макромицетов сильно
отличается, в зависимости от видовой принадлеж-
ности. Концентрация селена в плодовых телах
Pleurotus ostreatus и Lentinula edodes ниже в 20 и
80 раз, соответственно, чем у Agaricus bisporus, при
более высоком содержании Zn (Furlani, Godoy,
2008).

К наиболее распространенным видам культи-
вируемых макромицетов, составляющим 82% от
общего объема выращенных плодовых тел, отно-
сят штаммы следующих видов: Agaricus bisporus,
Auricularia auricula-judae, Cyclocybe cylindracea,
Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, Hericium
erinaceus, Pleurotus eryngii, P. ostreatus, Lentinula edo-
des, Volvariella volvacea (Chang, 1999; Rai, 2004; Vet-
ter, 2019). По данным Продовольственной и сель-
скохозяйственной организации ООН на август
2019 г., объем мирового производства плодовых
тел макромицетов составил 20.85 млн метриче-
ских тонн. Лидером в культивировании макроми-
цетов является Китай (Rai, 2004; Atila, 2017), в 2019 г.
производивший 86% от общего объема выращен-
ных плодовых тел в мире (FAO, 2019).

Макромицеты обладают значительным потен-
циалом для использования в фармацевтической
промышленности, производстве активных соеди-
нений, применяемых в лечебной практике. На-
пример, плодовые тела штаммов вида Agaricus bis-
porus являются источником незаменимых, услов-
но незаменимых и заменимых аминокислот, в
частности, аргинина, используемого в ряде пище-
вых добавок, применяемых в рационе больных
онкологическими заболеваниями (Kalač, 2012;
Muszyńska et al., 2017; Jahani et al., 2018). Амино-
кислотный состав белков A. bisporus сравним с жи-
вотными белками, что, предположительно, позво-
лит снизить потребление мясных продуктов в ра-
ционе (Atila et al., 2017). Помимо высокого
содержания аминокислот, плодовые тела A. bispo-
rus аккумулируют галактоманнан, α-глюкан и β-
глюкан, которые обладают иммуностимулирую-
щим и противоопухолевым действием. Отмечает-
ся высокое содержание фенольных соединений, в
частности, токоферольной группы (в совокупно-
сти – витамин Е), для которых показан антиокси-
дантный эффект. Помимо токоферолов, спорокар-
пы шампиньона двуспорового формируют такие
соединения как галловая кислота, протокатеховая
кислота, мирицетин, обладающие сильным анти-
оксидантным 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 макро-
фагов (Pillai et al., 2008; Sanodiya et al., 2009; Smina
et al., 2016). Продуцируемые активные соединения
обладают иммуномодулирующим, противоопухо-

левым, радиопротекторным, антидиабетическим
и гепатопротекторным действием (Zhao et al.,
2010; Ma et al., 2015; González et al., 2020; Hu et al.,
2020). Полисахариды G. lucidum обладают проти-
вораковым действием, сдерживая развитие сарко-
мы 180 (Wasser, Weis, 1999; Liu et al., 2002). Спектр
аккумулируемых тритерпеноидных соединений
показал цитотоксичность по отношению к рако-
вым клеткам, сдерживая их пролиферацию и вы-
зывая апоптоз (Li et al., 2005; Tang et al., 2006;
Xia et al., 2020). Герицерон, еринакол и еринацин –
соединения, продуцируемые Hericium erinaceus, –
обладают иммуномодулирующим, антиоксидант-
ным, противовоспалительным и гипогликемиче-
ским действием, оказывая тонизирующее влия-
ние на центральную нервную систему и 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 и H. coral-
loides также показано образование фенольных со-
единений, обладающих антиоксидантным дей-
ствием (Kim et al., 2018; Atila, 2019). Виды рода
Pleurotus известны как продуценты соединений,
обладающих антибиотической, иммуномодулиру-
ющей, противоопухолевой, антиоксидантной,
противовоспалительной и антивирусной актив-
ностью (Gregori et al., 2007; Yang et al., 2013; Ma
et al., 2014). Экстракты плодовых тел P. ostreatus и
P. pulmonarius обладают высокой цитотоксично-
стью по отношению к клеткам PC-3 рака проста-
ты, 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).

Помимо применения в различных отраслях
биотехнологического производства, базидиаль-
ные макромицеты представляются перспектив-
ными для использования в мероприятиях по био-
ремедиации экосистем, для которых характерно
сильное антропогенное воздействие (Deshmukh
et al., 2016). С наращиванием темпов химического
производства и обработки нефтепродуктов целе-
сообразным является изучение биоремедиацион-
ного потенциала базидиальных макромицетов в
отношении широкого спектра ксенобиотиков, к
которым относят различные алифатические и по-
лициклические углеводороды, нефть и продукты
ее переработки. Ксилотрофные базидиомицеты
показали способность к деградации ряда поли-
циклических соединений, синтетических краси-
телей 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 (Mar-
co-Urrea et al., 2006; Marco-Urrea et al., 2009; Ntou-
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gias et al., 2015; Young et al., 2015; Kulikova et al.,
2016). Важную роль в деградации содержащихся в
почве ксенобиотических соединений играет ассо-
циация ксилотрофных макромицетов с бактери-
альной микрофлорой (Baldrian, 2008; Pozdnyakova
et al., 2008; Zanaroli et al., 2010; Liu et al., 2017;
Turkovskaya, Pozdnyakova, 2018).

Ввиду высокого биотехнологического и биоре-
медиационного потенциала макромицетов, се-
лекции новых линий штаммов, создания новых
производственных комплексов, необходимым яв-
ляется изучение влияния длительных периодов
хранения на способность культур макромицетов
сохранять свою жизнеспособность, формировать
плодовые тела, продуцировать активные соедине-
ния в объемах, соответствующих значениям до
помещения на хранение (Field et al., 1993; Reid,
Paice, 1994; Sánchez, 2009; Albu et al., 2020).

МЕТОДЫ ХРАНЕНИЯ
В поддержании коллекций штаммов макроми-

цетов применяется широкий спектр методов хра-
нения, включающий в себя группу протоколов
хранения на агаризованных средах в лиофилизиро-
ванном и замороженном состоянии. Применение
тех или иных методов обуславливается характери-
стиками изучаемого биоматериала и его способно-
стью сохранять свои свойства и жизнеспособность
после длительных периодов хранения согласно
выбранным протоколам.

Хранение на агаризованных средах

В поддержании коллекций штаммов макроми-
цетов широко применяется группа методов суб-
культивирования – хранения штаммов на агари-
зованных средах различного состава с регулярным
пересевом на новые стерильные носители. Реко-
мендуемая частота пересевов варьирует в зависи-
мости от скорости роста исследуемых штаммов,
температуры хранения и используемых носите-
лей. Серийные пересевы рекомендуется прово-
дить раз в 3 месяца в случае хранения при комнат-
ной температуре и раз в 6–8 месяцев при хранении
в холодильных установках (Onions, 1971). Помимо
очевидных преимуществ (сравнительная просто-
та, низкая стоимость расходных материалов), дан-
ные методики обладают рядом недостатков – по-
вышение риска контаминации культуры, необхо-
димость в наличии больших объемов свободного
места, лабораторной посуды и реактивов, что де-
лает поддержание крупных коллекций штаммов
затруднительным.

В ряде работ было изучено влияние длительных
периодов хранения методами субкультивирова-
ния на морфолого-культуральные признаки изу-
чаемых штаммов. Известны морфологические
проявления возникающих мутаций (снижение ра-

диальной скорости роста, потеря характерных
морфологических структур, снижение вирулент-
ности для фитопатогенных и энтомопатогенных
видов и т.д.) (Samšiňáková, Kalalova, 1983; Humber,
1997; Borman et al., 2006). Молекулярные механиз-
мы формирования мутаций при длительном по-
следовательном субкультивировании изучены
сравнительно слабо. Известно возникновение од-
нонуклеотидного полиморфизма (ОП) у штаммов,
претерпевавших множественные последователь-
ные пересевы. ОП был отмечен в генах Ganoderma
lucidum, кодирующих ряд ферментов, отвечающих
за функционирование мевалонатного пути, син-
теза 1,3-β-глюкана и цикла трикарбоновых кис-
лот, после четырех лет субкультивирования при
регулярных пересевах каждые 45 сут. ОП был заре-
гистрирован в 18 из 60 изученных генов, в 14 из
них – в районе экзонов. Несинонимичные ОП бы-
ли найдены в двух генах, кодирующих мевалонат-
ный путь и в пяти генах, ответственных за синтез
лигнинразрушающих ферментов. Появление ОП
может приводить к изменениям во внутриклеточ-
ных биохимических процессах и, с их накоплени-
ем, влиять на продукцию биологически активных
соединений, их состав, активность (Sakurai et al.,
2019).

Помимо стандартного протокола субкультиви-
рования, широко применяется ряд методов хране-
ния штаммов на пробирках со скошенной агари-
зованной средой под слоем дистиллированной
воды или минерального масла, что позволяет по-
высить продолжительность хранения, увеличив
временные промежутки между регулярными пе-
ресевами до трех лет, снизить риск высыхания и
бактериальной или зоологической контаминации
биоматериала (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 ксилотрофные
макромицеты, как правило, лучше переживают
длительные периоды хранения, сохраняя жизне-
способность после 30 лет хранения при 5°С (Rich-
ter, 2008; Richter et al., 2010; Richter et al., 2016). Раз-
работано несколько вариантов хранения культур
под слоем дистиллированной воды. Стандартный
протокол подразумевает помещение блоков ага-
ризованной среды с развившимся мицелием в за-
паиваемые стеклянные фиалы со стерильной ди-
стиллированной водой и последующим хранени-
ем при комнатной температуре (Castellani, 1963).
Модификации данного метода предлагают ис-
пользовать пробирки с ватно-марлевыми пробка-
ми или завинчивающимися крышками, замену
дистиллированной воды физиологическим р-ром
и дальнейшее хранение при 5°С (Burdsall, Dor-
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worth, 1994). Может применяться асептическое
внесение дистиллированной воды в пробирки со
скошенной агаризованной средой с развившимся
мицелием. Помимо этого, возможна закладка на
хранение в холодильнике суспензии спор и фраг-
ментов мицелия. В случае необходимости может
проводиться добавление антибиотика в дистилли-
рованную воду для снижения риска бактериаль-
ной контаминации в процессе хранения (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 значи-
тельно увеличить временные промежутки между
пересевами до двух лет, снизить риск бактериаль-
ного и зоологического инфицирования культур
(Stebbins, Robbins, 1949; Fennell, 1960). Стандарт-
ная методика хранения культур подразумевает
внесение стерильного минерального масла в про-
бирки поверх скошенной среды с мицелием и
дальнейшим хранением при комнатной темпера-
туре или в холодильной камере (Perrin, 1979; Hum-
ber, 1997). Эффективность протоколов хранения
под слоем минерального масла показана для раз-
ных таксономических и эколого-трофических
групп грибов. Тем не менее, применение данных
протоколов осложняется высокой трудозатратно-
стью, большими объемами занимаемого про-
странства для хранения пробирок и необходимо-
стью освобождать фрагменты биоматериала от из-
лишков минерального масла после изъятия с
хранения. В ряде работ были показаны противо-
речивые результаты в способности закладывае-
мых штаммов сохранять свою жизнеспособность
после длительных периодов хранения под слоем
минерального масла (Buell, Weston, 1947; Stebbins,
Robbins, 1949; Smith, Onions, 1983; Johnson, Mar-
tin, 1992; Homolka, Lisá, 2008; Colauto et al., 2012b).
Расхождение в результатах может быть связано не
только с разной молекулярной массой используемо-
го минерального масла и возможной контаминаци-
ей пробирок, но и с видо- и, предположительно,
штаммоспецифичностью. Исходя из этого, исполь-
зование минерального масла и дистиллированной
воды в хранении коллекций штаммов целесооб-
разно использовать в комплексе с традиционным
серийным пересевом культур и методами крио-
хранения (Psurtseva et al., 2014).

Хранение в лиофилизированном состоянии

Протоколы сублимационной сушки широко
распространены в хранении биоматериала дрож-
жеподобных и мицелиальных микромицетов,
формирующих конидии и хламидоспоры. Для не-
спорулирующих базидиальных макромицетов ме-
тод лиофилизации применяется сравнительно
редко. Данные об эффективности лиофилизации

для сохранения жизнеспособности мицелия бази-
диальных грибов разнятся. Закладывание штам-
мов по стандартной методике, включающей ис-
пользование агаровых блоков, помещенных в
10%-й р-р трегалозы, показало свою неэффектив-
ность (Palacio et al., 2014). Тем не менее, сохране-
ние жизнеспособности после хранения в субли-
мированном состоянии в течение двух месяцев
было отмечено для ряда видов базидиальных мак-
ромицетов (Smith, Onions, 1983; Tan et al., 1991;
Sundari, Adholeya, 1999; Ivanushkina et al., 2010; Ho-
molka, 2014).

Был предложен протокол подготовки образцов
мицелия макромицетов к лиофильной сушке,
включающий (Sundari, Adholeya, 1999):

1. Определение наиболее оптимального возрас-
та культуры. Для этого проводилось внесение ага-
ровых блоков с мицелием исследуемого штамма
в криопробирки с раствором криопротектора и за-
мораживание до –30°С с последующим помеще-
нием блока на чашки Петри, изучением скорости
роста и выбором наиболее оптимального крио-
протектора.

2. Проведение предварительной двухступенча-
той заморозки агаровых блоков с мицелием в сре-
де с содержанием криопротектора до –100°С с по-
следующим помещением в сублимационную уста-
новку.

3. Подбор регидратирующего р-ра (стерильная
дистиллированная вода, жидкая питательная сре-
да Мелин–Норкранс, на которой ранее развивал-
ся мицелий, р-р сусла).

Для штамма вида Laccaria fraterna, подготов-
ленного к лиофилизационной сушке по указанно-
му протоколу, наибольшую устойчивость к низ-
ким температурам и вакуумной сушке показал ми-
целий возрастом от трех до семи недель,
помещенный в 10%-й р-р диметилсульфоксида
(ДМСО). Данный протокол был успешно приме-
нен к штаммам видов L. amethystina, L. laccata и др.
(Sundari, Adholeya, 1999). Было показано, что хра-
нение в сублимированном состоянии не оказыва-
ет негативного действия на активность амилаз,
липаз, уреаз, целлюлаз и лигнинразрушающих
ферментов штаммов видов L. amethystina, L. frater-
na, L. laccata и ряда других (Sundari, Adholeya,
2000a, 2000b).

При закладке биоматериала на хранение мето-
дами лиофилизационной сушки возможно при-
менение питательных субстратов-носителей. Со-
хранение жизнеспособности после сублимации
было показано для мицелия штаммов Agaricus bi-
sporus, A. bitorquis, Lentinula edodes, Pleurotus spp.,
Volvariella volvacea, развившегося на зернах жем-
чужного проса, использованного в качестве носи-
теля биоматериала (Singh et al., 2004a).

Применение лиофилизации в хранении куль-
тур базидиальных макромицетов представляется
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перспективным направлением. Тем не менее, для
сохранения жизнеспособности исследуемых куль-
тур необходим поиск оптимальных условий куль-
тивирования, криопротекторных соединений и их
комбинаций, субстратов-носителей, создание бо-
лее специализированных протоколов заморозки
(Croan, 2000; Singh et al., 2004b; Palacio et al., 2014).

Хранение при отрицательных температурах
Хранение при отрицательных температурах

(криохранение) – группа методов поддержания
коллекций штаммов путем заморозки биоматери-
ала культур микроорганизмов с последующим их
содержанием при широком спектре отрицатель-
ных температур. На данный момент методы крио-
хранения считаются наиболее надежным и эф-
фективным способом сохранения жизнеспособ-
ности штаммов макромицетов, не требующим
больших затрат лабораторного оборудования и
расходных материалов. Необходимым остается
наличие холодильных установок, обеспечиваю-
щих хранение биоматериала при спектре темпера-
тур от –80 до –196°С (Humber, 1997; Ryan, Smith,
2007; Homolka, 2013; Singh, Baghela, 2017). Создан
ряд протоколов по криохранению культур макро-
мицетов, включающих в себя подбор температуры
хранения, скорости заморозки, использование
субстратов-носителей и криопротекторных со-
единений (Homolka et al., 2006; Ozerskaya et al.,
2013; Wolkers, Oldenhof, 2021; Linde et al., 2018; Sato
et al., 2019).

Температура хранения
Одним из факторов, влияющих на сохранение

жизнеспособности культур, является температура
хранения исследуемых штаммов и скорость замо-
розки биоматериала. Наиболее распространено
использование морозильных установок, обеспе-
чивающих хранение биоматериала при температу-
ре –80°С, в том числе и в связи со сравнительной
доступностью подобных охладителей. Одним из
наиболее эффективных протоколов заморозки
считается охлаждение биоматериала до темпера-
тур ниже –139°С. Применяется также и хранение
в парах жидкого азота при температуре –196°С,
что, согласно ряду сообщений, может обеспечи-
вать наиболее высокую геномную и фенотипиче-
скую 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 до –60°С применяются
сравнительно редко ввиду более высокого риска
получения культурами криотравм широкого спек-
тра (Humber, 1997). Тем не менее, для Pleurotus
ostreatus было показано успешное применение
протоколов хранения при –20°С, включающих
использование криопротекторных соединений (глю-

коза, сахароза, глицерин и т.д.) и питательного
субстрата в виде зерен пшеницы, овса, риса и бло-
ков картофельно-глюкозного агара в качестве
контроля (Mantovani et al., 2012).

Известно, что микроструктура кристаллов льда
меняется в зависимости от температуры, скорости
ее понижения и атмосферного давления. В про-
цессе охлаждения воды от 0 до –25°С происходит
последовательное образование кристаллов льда в
форме тонких гексагональных пластин, игл, по-
лых колонн из призм, древоподобных структур и,
снова, гексагональных пластин, наносящих меха-
нические повреждения гифам гриба и цитоплаз-
матическим структурам (Mason et al., 1963; Linde
et al., 2018). Помимо механических повреждений,
вызываемых кристаллами льда, следствием мед-
ленного замораживания является также и резкое
повышение концентрации электролитов, раство-
ренных в цитоплазме и окружающем гифы про-
странстве, например, питательной среде. Это свя-
зано с потерей внутриклеточной воды и приводит
к необратимым изменениям в структуре клеточ-
ных белков (Lovelock, 1953a; Lovelock, 1953b).
Микрокристаллы льда, формирующиеся в меж-
клеточном пространстве, как правило, несут
меньшую опасность по сравнению с внутрикле-
точными кристаллами (Pegg, 2010).

Известно, что сохранение жизнеспособности
биоматериала зависит и от скорости заморозки,
которая влияет на транспорт жидкой фазы в кле-
точной мембране (Mazur, 1963). Скорость замо-
розки биоматериала влияет на скорость измене-
ния концентрации растворенных в цитоплазме и
окружающей клетки жидкости соединений, от че-
го зависит объем воды, покидающей клетку в про-
цессе заморозки и возвращающейся обратно в
процессе оттаивания, и скорость этих процессов.
В процессе замораживания вода выходит из клет-
ки, что приводит к повышению концентрации
растворенных соединений, что, в свою очередь,
снижает температуру, необходимую для ее перехо-
да в твердое состояние, позволяя сохранить цито-
плазму в охлажденном, но не кристаллизованном
состоянии. При слишком быстрой заморозке
жидкая фракция не успевает покинуть клетку в
достаточном объеме, что приводит к формирова-
нию внутриклеточных кристаллов льда, нанося-
щих 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 вызыва-
ет излишнюю дегидратацию клетки, что также
приводит к гибели клеток. Тем не менее, предпо-
лагается, что образование внутриклеточных кри-
сталлов льда не является прямой причиной гибели
клеток (Farrant, 1977; Fowler, Toner, 2005). Была
представлена гипотеза, утверждающая, что смерть
биоматериала может быть связана с процессом пе-
рекристаллизации, происходящим при оттаива-
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нии клеток (Mazur, 2010). В пользу данной гипоте-
зы говорит тот факт, что ряд видов дрожжевых и
мицелиальных микромицетов, обитающих в эко-
топах с температурами, близкими к нулю, способ-
ны к формированию и накоплению больших объ-
емов ингибиторов перекристаллизации белковой
природы, т.н. “лед-связывающих протеинов” (Lee
et al., 2010; Xiao et al., 2010; Arai et al., 2019).

Вычисление оптимальной скорости заморозки
культур было объектом ряда исследований. Для
сохранения жизнеспособности штаммов бакте-
рий и грибов чаще всего применяют скорость за-
морозки в –1°С/мин (Hwang, 1960, 1966, 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 уста-
новки или термоохлаждаемые контейнеры. По-
добная скорость является стандартной и для крио-
заморозки тканей, отдельных клеток и эмбрионов
высших животных (Leibo, 1986; Rubinsky et al.,
1988). Для культур грибов рекомендуется также
применять методы быстрого оттаивания культур,
например, помещение в теплую воду, что позво-
ляет избежать рекристаллизации льда в процессе
медленного размораживания биоматериала (Kol-
kowski, Smith, 1995). Тем не менее, возможно при-
менение и заморозки с неизвестной скоростью
снижения температуры (неконтролируемой замо-
розки), подразумевающей помещение биоматери-
ала в холодильную установку без указанного обо-
рудования (Kitamoto et al., 2002).

Учитывая крайне высокое таксономическое и
эколого-трофическое разнообразие макромице-
тов, механизмов захвата субстрата и его перера-
ботки, представляется необходимой разработка
методик криохранения, специфичных для опреде-
ленных групп видов (Homolka, 2014; Zaghi et al.,
2020). Помимо использования оптимальной тем-
пературы хранения, не менее важным в протоколах
криохранения является использование криопро-
текторных соединений и субстратов-носителей.

Криопротекторные соединения

В процессе замораживания происходит фор-
мирование внеклеточных кристаллов льда, оказы-
вающих осмотическое давление на клеточные
мембраны биоматериала. Медленное заморажи-
вание позволяет избежать формирования круп-
ных кристаллов льда внутри клетки, но может
приводить к излишней дегидратации клеток, что в
свою очередь, является причиной их гибели из-за
резкого повышения концентрации внутриклеточ-
ных электролитов (Mazur, 2010). Сохранение жиз-
неспособности культур макромицетов зависит не
только от целостности клеточных мембран, но и
от их способности противостоять резким скачкам
осмотического давления в процессе заморажива-

ния биоматериала и связанного с ним повышения
содержания растворенных соединений. Примене-
ние криопротекторных соединений (КПС) необ-
ходимо как для искусственного увеличения общей
концентрации растворенных соединений в прото-
пласте клеток, так и для обеспечения их плавной
дегидратации. Как правило, замораживание куль-
тур без добавления КПС приводит к гибели био-
материала (Lovelock, 1953b; Zaghi et al., 2018).

Для льда характерны как группа кристалличе-
ских фаз, так и аморфная форма. Среди 18 извест-
ных на сегодняшний день кристаллических фаз
льда наиболее распространенной является гекса-
гональная форма Ih, образующаяся во время мед-
ленной кристаллизации воды при атмосферном
давлении на уровне моря (Fang et al., 2013; Zhu
et al., 2020; Salzmann et al., 2021). Процесс перехо-
да жидкой фазы в твердую состоит из двух фаз:
стадии нуклеации и стадии роста кристаллов.
Нуклеация происходит случайным образом в про-
цессе 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 сре-
дой. С понижением температуры жидкости и,
соответственно, снижением скорости смещения
молекул вероятность формирования “ядер” повы-
шается. 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 р-ра (>107 K × s–1) (Whalley et al., 1989;
Kolesnikov et al., 1999; Wolfe, Bryant, 1999). Добав-
ление раствора КПС приводит к увеличению вяз-
кости жидкой фракции биоматериала, связыва-
нию молекул воды, что усложняет процесс фор-
мирования 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, до-
бавление криопротекторных соединений умень-
шает не только объем кристаллического льда, об-
разуемого при заморозке биоматериала, но и
смягчает скачок концентрации растворенных
электролитов, тем самым позволяя сохранить це-
лостность клеточных стенок мицелия и, следова-
тельно, 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 (КС) и цитоплазма-
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тические мембраны (ЦПМ)] – проникающие [ди-
метилсульфоксид (ДМСО), глицерин), полупро-
никающие (моно- и олигосахариды, аминокисло-
ты и т.д.) и не проникающие (полисахариды,
протеины, полимеры с высокой молекулярной
массой)].

2. По скорости проникновения через клеточ-
ные покровы. Быстропроникающие (не более
30 мин) – этиленгликоль, ДМСО, диметилформа-
мид. К сравнительно медленно проникающим ве-
ществам относят глицерин, моно-, олигосахари-
ды, аминокислоты и др.

3. По химической структуре и молекулярной
массе. Диолы (полиэтиленгликоль, пропиленгли-
коль и др.), моносахариды (глюкоза, ксилоза), ди-
сахариды (сахароза, трегалоза) и т.д.

Проникающие криопротекторные соедине-
ния, диффундируя через ЦПМ, связываются с
внутриклеточной водой, что приводит к сниже-
нию точки кристаллизации воды и уменьшению
концентрации растворенных электролитов, со-
храняя протоплазму в жидком состоянии, что, в
свою очередь, защищает клетки от формирования
внутриклеточных кристаллов льда и снижает не-
гативный эффект от повышения концентрации
растворенных во внутриклеточном матриксе со-
единений (Chen et al., 1984; Tao, Li, 1986; Chaytor
et al., 2012). Полупроникающие криопротекторы
вызывают частичную дегидратацию клеток перед
замораживанием. Накапливаясь в пространстве
между мембраной и клеточной стенкой, они дей-
ствуют как буферный слой, защищающий мем-
брану от механических повреждений, наносимых
кристаллами льда. Непроникающие КПС не всту-
пают в непосредственное взаимодействие с кле-
точными покровами, но вызывают частичный от-
ток внутриклеточной жидкости, повышают вяз-
кость окружающего клетку р-ра, что тормозит
рост кристаллов льда (Olien, Smith, 1981; Colauto
et al., 2012b). К негативным эффектам от примене-
ния проникающих криопротекторных соедине-
ний относят их цитотоксичность, растущую с по-
вышением концентрации р-ра, применяемого
криопротектора. К наиболее распространенным
видам повреждений, вызываемых проникающи-
ми КПС, относят нарушение работы сигнальной
системы клеток, повреждение митохондриев,
встраивание в элементы цитоскелета (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 приме-
няется в хранении культур грибов, бактерий, кле-
ток высших животных, что обусловлено его спо-
собностью связывать широкий спектр плохо рас-
творимых полярных и неполярных молекул и
быстро проникать через клеточные покровы

(Hubálek, Kochková-Kratochvilová, 1978; Brayton,
1986; Galvao et al., 2014). Помимо криопротектор-
ного действия, ДМСО обладает свойствами ра-
диопротектора (Chapman et al., 1979). В ряде ис-
следований была показана высокая цитотоксич-
ность ДМСО, выражающаяся в угнетении роста
колоний, подавлении экспрессии генов, индуци-
ровании оксидативного стресса и апоптоза (Mac-
Gregor, 1967; Rammler, Zaffaroni, 1967; Typke, 1996;
Randhawa, 2008; Momose et al., 2010; Colauto et al.,
2012b). Было отмечено, что сохранение жизнеспо-
собности при использовании протоколов крио-
хранения с применением ДМСО штаммоспецифич-
но и, предположительно, зависит от эластичности
клеточных покровов и их толщины (Tomizawa et al.,
2007; Colauto et al., 2012a).

Глицерин – один из наиболее широко приме-
няемых КПС, используемых в криохранении био-
материалов различного биологического проис-
хождения, показавший высокую эффективность в
сохранении жизнеспособности культур базиди-
альных макромицетов, в том числе эктомикориз-
ных видов (Tanaka et al., 2013; Linde et al., 2018).
В ряде работ было показано, что для криохране-
ния культур базидиомицетов наиболее оптималь-
ными являются 5%-й и 10%-й р-ры 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 ме-
нее, было показано, что использование р-ра глю-
козы в качестве КПС приводит к снижению жиз-
неспособности биоматериала базидиомицетов
после длительных периодов хранения. Выживае-
мость зернового мицелия штаммов Pleurotus ost-
reatus после двух лет хранения составила 97.6% с
добавлением р-ра глюкозы и 93% – без криопро-
тектора. На пятый год хранения процент жизне-
способных культур составил 88.6 и 91%, соответ-
ственно. При этом штаммы вида Agaricus sub-
rufescens после двух лет хранения показали в
среднем 94.4% сохранения жизнеспособности при
добавлении р-ра глюкозы и 98.3% – без р-ра КПС.
После пяти лет выживаемость составила 65% в
пробирках с добавлением р-ра глюкозы и 86% – в
его отсутствие (Zaghi et al., 2020). Потерю жизне-
способности культур базидиальных макромице-
тов можно связать с цитотоксичностью глюкозы,
а также c индивидуальными характеристиками
штаммов изученных видов (Tchounwou et al.,
2014). Цитотоксичное действие глюкозы возника-
ет при превышающих норму значениях внутри-
клеточной концентрации глюкозы и выражается в
развитии оксидативного стресса, стресса ЭПР,
митохондриального стресса, что приводит к вы-
бросу активных форм кислорода и гибели клетки
(Tesauro, Mazzotta, 2020).
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Положительный эффект применения р-ра са-
харозы в качестве КПС был отмечен для ряда бак-
териальных штаммов, вирусов и облигатного сим-
бионта Rhizophagus intraradices, образующего арбу-
скулярную микоризу (Calcott, MacLeod, 1974;
Sehgal, Das, 1975; Chavarri et al., 1988; Declerck, An-
gelo-Van Coppenolle, 2000; Panoff et al., 2000). При
этом опыт использования сахарозы в криохране-
нии базидиальных грибов сравнительно неболь-
шой. Применение р-ров сахарозы различной кон-
центрации показало хорошие результаты для
штаммов видов Agaricus blazei, A. subrufescens,
Lentinus crinitus и Pleurotus ostreatus (Colauto et al.,
2012b; Mantovani et al., 2012; Zaghi et al., 2018; Berté-
li et al., 2022).

Трегалоза – дисахарид, накапливаемый в цито-
золе растительных и грибных клеток, в частности,
в покоящихся структурах (споры, склероции и
клетки, находящиеся в стационарной фазе разви-
тия), нашедший широкое применение в криохра-
нении бактерий, дрожжей и мицелиальных грибов
(Jorge et al., 1997; Garg et al., 2002; Patist, Zoerb,
2005; Mahmud et al., 2009). Повышение концен-
трации трегалозы во внутриклеточном матриксе
было отмечено для клеток, претерпевающих де-
гидратацию и другие формы стресса (Ribeiro et al.,
1999; Saharan, Sharma, 2010). В случае наступления
неблагоприятных условий повышение содержа-
ния трегалозы необходимо для стабилизации мем-
бранных фосфолипидов и протеинов, что позво-
ляет клетке сохранить жизнеспособность (Tereshi-
na et al., 2011; Feofilova et al., 2014).

Положительные результаты в сохранении жиз-
неспособности культур базидиальных макроми-
цетов были показаны для протоколов криохране-
ния, включающих в себя использование смешан-
ных р-ров КПС. Сохранение жизнеспособности
культур эктомикоризных базидиомицетов при за-
кладывании биоматериала на криохранение было
показано для ряда протоколов, включающих в се-
бя использование комбинаций проникающих и
непроникающих криопротекторов. Применение
комбинированных р-ров КПС с различными кон-
центрациями компонентов позволяет усилить
криопротекторный эффект без повышения риска
нанесения повреждений биоматериалу, связан-
ных с токсичностью отдельных составляющих
смеси КПС (Sato et al., 2019; Sato et al., 2020).

Использование субстратов-носителей

На сегодняшний день, широко распространено
использование метода “агаровых блоков”, подра-
зумевающего помещение фрагментов агаризован-
ной среды с развившимся мицелием в раствор
КПС с дальнейшим замораживанием (Hwang, 1960;
Hwang, 1966; Hwang, 1968). К модификациям дан-
ного метода относят широко распространенные
варианты протокола с использованием трубочек

из полипропилена или ПВХ, внутрь которых про-
водится помещение блоков 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 агаризо-
ванной средой с дальнейшим внесением раствора
КПС и помещением в морозильную установку
(Voyron et al., 2009; Crahay et al., 2013). Метод “ага-
ровых блоков” и его модификации показали вы-
сокую эффективность в хранении широкого спек-
тра видов макромицетов, но, тем не менее, не все
базидиальные макромицеты могут сохранять жиз-
неспособность после длительных периодов хране-
ния 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 исполь-
зованием минеральных и органических субстратов-
носителей. Среди минеральных субстратов-носите-
лей можно выделить вспененный перлит различных
фракций – аморфную алюмосиликатную породу
вулканического происхождения, обладающую вы-
сокими адсорбционными и теплоизолирующими
характеристиками (Sodeyama et al., 1999). Был
предложен “перлитовый протокол”, включаю-
щий в себя инокуляцию биоматериалом исследуе-
мых штаммов стерильного смоченного жидкой
питательной средой с добавлением КПС перлита,
с дальнейшей инкубацией и помещением в моро-
зильную установку (Homolka et al., 2001).

Замораживание штаммов проходит через сле-
дующие этапы: образец биоматериала подвергает-
ся охлаждению с падением температуры до точки
замерзания воды. При дальнейшем охлаждении
начинает запускаться процесс нуклеации, кото-
рый приводит к резкому скачку температуры в
участке около точки кристаллизации до уровня
точки замерзания жидкой фракции. Скачок тем-
пературы связан с выбросом скрытой теплоты
образца, которая покидает объем биоматериала.
Затем, происходит дальнейшее охлаждение уже
кристаллизованного образца до установленной
программой температуры (Tan et al., 2021). Исполь-
зование обладающего высокими теплоизолирую-
щими характеристиками вспененного перлита поз-
воляет значительно сгладить скачок температур в
процессе замораживания, что, предположительно,
может оказывать положительный эффект на
сохранение жизнеспособности и характеристик
штаммов при закладке на хранение. Помимо это-
го, применение вспененного перлита в качестве
субстрата-носителя позволяет значительно увели-
чить объем биоматериала штамма, находящегося
на хранении в стандартных криопробирках, по
сравнению с протоколами метода “агаровых бло-
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ков” (Homolka et al., 2001). В отличие от протоко-
лов метода “агаровых блоков”, подразумевающих
вырезание блоков среды с мицелием и помещени-
ем в раствор КПС, при использовании “перлито-
вого протокола” мицелий изучаемого штамма не
подвергается механическим повреждениям в про-
цессе изъятия из слоя агаризованной среды (Ho-
molka et al., 2001).

Данный протокол показал свою эффектив-
ность в хранении широкого спектра видов микро-
и макромицетов и ряда дрожжей (Homolka et al.,
2007; Homolka, 2014). Были разработаны модифи-
цированные варианты “перлитового протокола”,
включающие в себя введение раствора КПС за ко-
роткий промежуток времени перед заморозкой,
а не в начале периода инкубации, которые были
успешно применены в хранении ряда видов экто-
микоризных базидиомицетов (Sato et al., 2012; Sato
et al., 2019).

Высокая эффективность была показана для
протоколов криохранения культур базидиомице-
тов с использованием зерен пшеницы, проса, ри-
са, подвергнутых паровой и тепловой обработке
(Colauto et al., 2011; Linde et al., 2018; Bertéli et al.,
2022). Для штамма Agaricus bisporus было показано
сохранение жизнеспособности при использова-
нии зерен пшеницы в качестве субстрата-носите-
ля в отсутствие криопротекторных соединений
(Mata, Estrada, 2005). Эндосперм зерен сельскохо-
зяйственных культур отличается высоким содер-
жанием крахмала, ряда аминокислот и жирных
кислот, служащих богатым источником питания
для мицелия (Šramková et al., 2009; Kowieska et al.,
2011). Содержащиеся в эндосперме зерна углево-
ды и белки связывают молекулы воды, снижая
объем свободной воды и, следовательно, количе-
ство внеклеточных кристаллов льда, сводя к ми-
нимуму риск получения биоматериалом механи-
ческих повреждений. Помимо этого, важную роль
может играть капиллярная микроструктура эндо-
сперма зерна, которая ограничивает объем сво-
бодной 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 непроникаю-
щих криопротекторов, оказывая дополнительный
положительный эффект на выживаемость биома-
териала на протяжении периодов криохранения
(Singh, Baghela, 2017). Протокол с использованием
зерен проса также показал свою высокую эффек-
тивность в отсутствие раствора криопротектора
для мицелия ряда коммерческих штаммов макро-
мицетов (Mata, Pérez-Merlo, 2003).

Вместе с зерновым материалом сельскохозяй-
ственных культур в криохранении культур бази-
диальных макромицетов применяют целлюлозо-
содержащие субстраты-носители. Использование
опилок бука городчатого (Fagus crenata) в качестве
субстрата-носителя показало свою эффектив-

ность для культур видов, относящихся к отделам
Oomycota, Mucoromycota, Ascomycota и Basidiomyco-
ta, в том числе в варианте протокола без добавле-
ния р-ра КПС и при неконтролируемой скоро-
сти замораживания (Kitamoto et al., 2002).
Для сохранения жизнеспособности культур экто-
микоризных базидиомицетов были разработаны
протоколы криохранения с использованием со-
держащей активированный уголь фильтроваль-
ной бумаги и измельченного вермикулита в каче-
стве субстратов-носителей (Stielow et al., 2012; Sato
et al., 2020).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Базидиальные макромицеты обладают значитель-

ным пищевым, биотехнологическим и биореме-
диационным потенциалом, что делает их перспек-
тивными объектами исследований. С расширением
списка изученных видов и видов, применяемых на
пищевых и биотехнологических производствах,
необходимым является создание коллекций
штаммов, использующих протоколы хранения,
обеспечивающие сохранение жизнеспособности,
физиологических и биохимических свойств на
протяжении длительного периода хранения. За
последние годы был разработан ряд перспектив-
ных протоколов криохранения, включающих в се-
бя использование субстратов-носителей и комби-
наций криопротекторных соединений, показав-
ших свою эффективность для чувствительных к
замораживанию видов. Вместе с этим, перспек-
тивной является разработка протоколов с приме-
нением процесса сублимационной сушки. Во из-
бежание потери ценных штаммов, необходимым
представляется осуществление многолинейного
хранения, включающего в себя хранение культур
комплексом методов, к которым относят как про-
токолы хранения на агаризованных средах, так и
протоколы криохранения.
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Basidiomycetous macrofungi have significant biotechnological potential and are promising objects for use in va-
rious industrial sectors, such as food production, pharmaceuticals, the production of active compounds and
polysaccharides. The industrial use of macrofungi implies the presence of large collections of cultures using sto-
rage protocols that ensure the preservation of viability, reproduction, genetic stability and the ability to produce
active compounds. With the expansion of the list of industrially used species, it is advisable to develop new pro-
tocols for the storage of strains and optimize the existing ones for new, promising types of macrofungi. It seems
necessary to study in detail the effect of long periods of storage on morphological and cultural characteristics,
genetic stability, enzymatic activity, and the ability to form sexual structures.
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