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IN VITRO ЭНДОМИКОРИЗНЫХ ГРИБОВ 

ИЗ КОРНЕЙ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ СЕМЕЙСТВА ВЕРЕСКОВЫХ 
(ERICACEAE JUSS.)

1Полесский государственный университет, г. Пинск, Беларусь
2Институт экспериментальной ботаники им. В. Ф. Купревича 
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Введение. Культивирование эндомикоризных грибов in vitro вызывает 
особый интерес в связи с возможностями получения качественного гриб-
ного инокулюма, свободного от бактериального и  грибного заражения, 
который в дальнейшем может быть использован в растениеводстве. Каче-
ственный инокулюм имеет важное значение для повышения приживаемо-
сти растений, полученных методом микроклонального размножения, при 
переносе их из стерильных условий in vitro в условия ex vitro [1, 2].

Микоризные грибы разнообразны по систематическому положению, 
пищевым потребностям и  ростовым характеристикам, поэтому для их 
выделения из природных источников сложно создать универсальную сре-
ду и условия культивирования.

Кроме этого, более 80 % эндофитов не выявляются при высеве на пи-
тательные среды, что создает трудности при получении чистой культу-
ры, идентификации и использовании многих штаммов. Это обусловлено 
их облигатным симбиотрофным статусом и высокой требовательностью 
к условиям культивирования.

Материалы и  методы исследования. Исследования проводили 
на  базе лаборатории прикладной фундаментальной биотехнологии По-
лесГУ в период с апреля по август 2018 года. В качестве объекта исследо-
ваний использовали корни представителей семейства вересковых абори-
генный вид – чернику и культурный вид – голубику высокорослую сорта 
Легация.

Выделение в чистую культуру микоризных грибов проводили в не-
сколько этапов. На первом удаляли с корней остатки ризосферной почвы 
с помощью пинцета и кисточки. Второй этап – многостадийная поверх-
ностная стерилизация отмытых от почвы корней в следующей последо-
вательности: мыльным раствором, дистиллированной водой, бытовым 
отбеливателем (действующее вещество 3 %-ый раствор гипохлорита на-
трия), 70 % спиртом, дистиллированной водой. На третьем этапе фраг-
менты корней помещали на твердые питательные среды. Выбор того или 
иного типа питательного субстрата зависит от потребностей грибного 
организма.

Питательная среда по  своему составу должна соответствовать ком-
плексу ферментов гриба, которые способны расщепить соединения до 
простых, легко усваиваемых организмом. Источником углерода для гри-
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бов являются органические соединения. На рост грибов оказывают вли-
яние рН среды, температура, влажность, степень аэрации и свет. Грибы 
обычно растут лучше на  среде богатой углеводами, но длительное вы-
ращивание их на  таких средах может редуцировать споруляцию; боль-
шинство грибов предпочитает слабокислую (рН  6,0–6,5) или кислую 
(рН 4,5–5,5) реакцию; углеводы и белки в кислых и щелочных растворах 
разрушаются при нагревании, поэтому они должны быть умеренно стери-
лизованы или добавлены отдельно; агар растворяют в половинной норме 
воды в течение 1–2 ч, а питательные вещества – в оставшейся воде, после 
чего компоненты смешивают; пептон в основном может быть исключен 
из состава сред, предназначаемых для грибов; кипяченую воду следует 
предпочесть дистиллированной, поскольку первая содержит полезные 
микроэлементы; для сред, в состав которых входит растительный мате-
риал, из него предварительно делают вытяжку при низких (картофельный 
агар) или высоких (картофельно-декстрозный агар) температурах; опре-
деленность химического состава, плотность, абсолютная стерильность, 
которая достигается стерилизацией среды

Наиболее оптимальная среда для выделения эндофитов подбирается 
экспериментальным путем [2]. В эксперименте были использованы на-
туральные среды – картофельно-сахарозный агар, сусло-агар и кукуруз-
ный агар, а также синтетические – среда Чапека и среда Барнеса, имею-
щие разный состав и рН. В качестве фактора роста использовали тиамин 
в концентрации 0,01 мг/л, для подкисления сред использовали лимонную 
кислоту.

Среда Чапека  – наиболее распространенная синтетическая среда, 
применяемая для культивирования различных видов грибов, имела сле-
дующий состав: сахароза – 30,0 г; натрий азотнокислый – 9,0 г; калий 
фосфорнокислый однозамещенный – 1,0 г; магний сернокислый семиво-
дный – 0,5 г; калий хлористый – 0,5 г; железо сернокислое пятиводное – 
0,01 г; агар – 15,0 г/л. Стерилизовали среду в  автоклаве 15 мин. при 
115 °С, рН 6,0–6,5 [1,4,5].

Картофельно-сахарозный агар готовили следующим образом: 1800 г 
очищенного картофеля варили в 4500 мл водопроводной воды в течение 
20 мин., затем полученный отвар фильтровали через марлю, на 1000 мл 
картофельного экстракта добавляли 40 г сахарозы, 20 г агара. Стерилизо-
вали в автоклаве 20 мин при 121 °С, рН 6,5–7,0 [1, 4, 5, 6].

Для приготовления сусло-агара зерна ячменя пивоваренных сортов 
замачивали в холодной воде и проращивали при 35 °С. После того как 
ростки будут вдвое больше длины зерновки, их высушивали до воздуш-
но-сухого состояния. Полученный солод крупно размалывали и 250 г по-
лученной муки брали на литр водопроводной воды и смесь выдерживали 
на водяной бане при 57 °С для завершения процесса гидролиза крахмала 
до мальтозы под действием амилазы (примерно в  течение двух часов). 
Пробы на осахаривание крахмала проводили в фарфоровой чашке в капле 
жидкости. Степень гидролиза крахмала проверяли йодным тестировани-
ем. Полученное сусло фильтровали через полотно, затем через бумаж-
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ный фильтр. Такое сусло, содержащее 10–20 % сахара, разводили водой 
до концентрации сахара 6-8%. Стерилизовали 30 мин. в  автоклаве при 
+110 °С. На 1000 мл солодового сусла прибавляли 20 г агара, рН среды – 
6,5–7,0 [7]. Солод имеет высокое содержание восстановленных сахаров 
и, в меньшей степени, азотистых ингредиентов. Из углеводов в основном 
мальтозу, а также глюкозу, фруктозу, сахарозу и другие углеводы. Среди 
азотистых ингредиентов – пептиды, аминокислоты, пурины и витамины. 
Солодовый экстракт способствует споруляции грибов.

Кукурузный агар использовали следующего состава: кукурузная 
мука  – 43 г, глюкоза  – 20 г, агар-агар  – 15  г. Кукурузную муку тонкой 
струйкой всыпали в теплую дистиллированную воду, кипятили в течение 
15 мин. Фильтровали через марлевый фильтр, вливали ранее растворен-
ную в  небольшом количестве дистиллированной воды глюкозу, объем 
среды доводили до 1л, добавляли агар. Стерилизовали среду в автоклаве 
30 мин. при 112 °С, рН – 5,0 [5,6].

Среда Барнеса применяется для культивирования большинства сум-
чатых грибов. Она содержала фосфорнокислый калий  – 1 г, аммоний 
азотнокислый – 1 г, калий азотнокислый – 1 г, глюкоза – 1 г, агар – 20 г. 
Стерилизовали среду в автоклаве 30 мин. при 112 °С, рН 6,5–7,0 [1,6].

Во всех средах рН доводили до нужного значения и  осуществляли 
стерилизацию в паровом стерилизаторе LAC-5060S. После автоклавиро-
вания питательные среды стерильно разливали по чашкам Петри (диа
метром 10 см) из расчета 20 мл среды на одну чашку.

Для предотвращения развития бактерий при выделении грибов ши-
роко применяются в качестве ингибиторов различные антибиотики. В на-
ших опытах вносили стерильный стрептомицин в количестве 4 мл/л. Ан-
тибиотик добавляли к питательным средам после стерилизации [1].

На питательные среды помещают, как правило, отрезки корней раз-
мером 1–3 см. Однако это часто приводит к тому, что мицелий отдельных 
быстрорастущих видов грибов покрывает всю поверхность корня и пита-
тельной среды. Это существенно затрудняет обнаружение других форм 
микромицетов, населяющих данный участок корня [30]. Для культиви-
рования эндомикоризных грибов поверхностно стерилизованные кор-
ни в стерильных условиях измельчали на отрезки 5 мм длиной лезвием 
и раскладывали на питательные среды.

Культивирование проводили в темноте при +20–22 °С в течение 4 не-
дель. После седьмых суток чашки периодически просматривали, отмеча-
ли рост, под световым микроскопом отслеживали спороношение и выде-
ляли эндофиты в чистые культуры на отдельные чашки Петри на среду 
без добавления антибиотика, на которой данный эндофит дал первона-
чальный рост [5].

Для хранения чистых культур микоризных грибов использовали не-
сколько методов. Один из них – метод хранения под вазелиновым мас-
лом [1]. Для этого использовали стерильное вазелиновое масло медицин-
ского назначения (с удельной плотностью 0,865–0,890 г/см3), которое сте-
рилизовали при температуре 170 °С в течение 2 ч. Культуры выращивали 
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в пробирках на скошенном питательном сусло-агаре (косячках). В про-
бирки с выросшими эндофитами стерильно наливали слой минерально-
го масла высотой не менее 2 см (косячки должны быть покрыты полно-
стью). Покрытые маслом культуры хранили в вертикальном положении 
в холодильнике.

Для коллекционных культур использовали метод хранения мицелия 
грибов с агаром, на котором он был выращен, в вазелиновом масле. Мас-
ло, как и в предыдущем методе, использовали стерильное. В пробирки 
эппендорф над пламенем горелки в  стерильных условиях вносили вы-
резанные с помощью специального шпателя кусочки агара с мицелием 
гриба (размеры: 3x3 мм). Далее эппендорфы заливали 1 мл стерильного 
вазелинового масла. Покрытые маслом кусочки агара с мицелием храни-
ли в вертикальном положении в холодильнике [1].

Результаты и их обсуждение. Анализ полученных результатов, пред-
ставленный на рисунке, позволяет проследить следующие особенности 
роста эндофитных грибов из фрагментов корней черники, посаженных 
на  различные питательные среды с  добавлением антибиотика стрепто-
мицина.

Рисунок. Рост мицелия микоризных грибов на различных питательных средах.

Через 28 суток на картофельно-сахарозном агаре из 60 образцов фраг-
ментов корней, отсутствие роста мицелия грибов зафиксировано у 9-ти 
образцов, что составляет 15  % от их общего числа на  этой питатель-
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ной среде. Низкий рост на  картофельно-сахарозной среде свойственен 
17 образцам (соответственно 28 %). Наибольшая часть образцов характе-
ризовалась умеренным ростом – 25 образцов, соответственно 42 %. Наи-
более интенсивный рост мицелия наблюдали у 9 образцов, что составля-
ет 15 % от общего их количества.

На сусло-агаре из 60 образцов фрагментов корней рост отсутствовал 
у 5 образцов, что составляет 8 %. Низкая интенсивность роста была ха-
рактерна для 21 образца, или для 35 % отрезков корней от общего числа 
посаженных на данную питательную среду. Умеренным ростом обладала 
преобладающая их часть – 29 образцов, что составляет 48 %. Самый ин-
тенсивный рост мицелия наблюдали у 5 образцов. 

При культивировании 52 образцов эндофитов на отваре из кукуруз
ной муки (corn-meal agar – СМА) отсутствовал рост у 3-х образцов. Зна
чительная часть образцов обладала интенсивным ростом  – 19 штук, 
или 37 % от общего числа посаженных на данную питательную среду. 
Умеренный рост наблюдали у 13 образцов. Низкий рост мицелия дали 
17 образцов, что составило 33%.

На среде Барнеса интенсивным ростом не обладал ни один из образ-
цов. Отсутствие роста было характерно для 10 исследуемых образцов 
из 36, что составило 28 %. Низкий рост отмечался у 67 % образцов от об-
щего количества. Умеренный рост зафиксировали у 4-х образцов – 11 % 
соответственно.

На среде Чапека из 120 фрагментов корней интенсивный рост гри-
бов наблюдался у 15 образцов, что составляет 13 %. Умеренным ростом 
обладали 20 образцов. Низкий рост был у  19 образцов. На  данной пи-
тательной среде рост мицелия отсутствовал у 66 образцов, или у 55 % 
от общего их количества.

Анализ полученного экспериментального материала позволяет сде-
лать следующее заключение. Все использованные в эксперименте пита-
тельные среды имели в своем составе углеводы. По химическому составу 
кукурузная мука имеет около 27 % сахаров, витамины группы В и мине-
ральные элементы, главным образом фосфор, калий и магний. В картофе-
ле углеводы составляют около 86 %, при этом значительная часть их это 
крахмал, и всего 1,5 % моно и дисахара. Однако картофельно-сахарозная 
среда обладает более разнообразным набором минеральных компонен-
тов из  использованных сред, и  превышает СМА по  содержанию калия 
в 6 раз. Количество витаминов в картофельно-сахарозной среде снижено 
в 9 раз по сравнению с кукурузным агаром. Сусло-агар имеет самый ши-
рокий из экспериментальных сред набор углеводов. Если сравнивать рост 
эндофитов, выделяемых из фрагментов корней, на всех эксперименталь-
ных средах, то среда на  отваре из  кукурузной муки является наиболее 
благоприятной для интенсивного роста мицелия in vitro. Наименее опти-
мальной для роста грибов оказалась среда Чапека. Умеренный рост эн-
дофитов у наибольшего числа образцов наблюдали на двух средах – кар-
тофельно-сахарозной и сусло-агаре. Полученные результаты позволяют 
сделать вывод, что культивировать эндофитные микоризные грибы надо 
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одновременно на нескольких средах, например на СМА, СА, РSA. Успех 
культивирования эндомикоризных грибов в условиях in vitro определяет-
ся во многом оптимальным соотношением в питательной среде фосфора 
и сахарозы, а также уровнем рН.
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Резюме

Исследованы особенности роста эндомикоризных грибов из корней растений семей-
ства Вересковых на различных питательных средах. Результаты показали, что из экспери-
ментальных питательных сред наиболее благоприятной для развития эндомикоризных гри-
бов является отвар на основе кукурузной муки.
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Summary
Nutrient mediums most favorable for the cultivation of natural isolates of endophytic 

fungi, including mycorrhizal fungi, from the roots of the heather family are identified. In the 
experiments, features of the growth of endomycorrhizal fungi on various nutrient media were 
noted. The results showed that the experimental nutrient media most favorable for the development 
of endomycorrhizal fungi is decoction based on corn flour.
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