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низким температурам. Выполнена их видовая идентификация классическими и
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К
омплекс грибов Armillaria mellea s. l. – ес-

тественный компонент биоценоза, кото-

рый наравне с другими дереворазрушаю-

щими грибами является одним из эндогенных

механизмов перестройки в ходе сукцессии неус-

тойчивых лесных сообществ в более устойчивые,

от простого строения древостоев к более сложно-

му [1]. 

Ранее воздействие корневых патогенов

(Armillaria mellеа s. l., Heterobasidion annosum s. l.)

на древесную растительность на территории Си-

бири не представляло большой опасности, фикси-

ровались лишь случаи незначительного куртин-

ного усыхания, например лесных культур сосны

обыкновенной на юге Красноярского края [2].

Ухудшение санитарного и лесопатологического

состояния хвойных лесов способствовало замет-

ному расширению ареала патогенного воздейст-

вия грибов [3]. Степень участия фитопатогенов

комплекса Armillaria mellеа s. l. в процессах усыха-

ния древостоев и их вредоносность сильно недо-

оценены по причине малоизученности и сложно-

сти их обнаружения и идентификации. В настоя-

щее время необходимо на постоянной основе осу-

ществлять мониторинг развития возбудителей

корневых гнилей и комплексные исследования их

вредоносности, а также обеспечить разработку

мер борьбы с указанными патогенами. 

Цель работы – изучение комплекса грибов

Armillaria mellea sensu lato на территории цент-

ральной части Красноярского края. 

В задачи исследования входило:

1. Отобрать образцы грибов комплекса

Armillaria mellea s. l. в разновозрастных хвойных

древостоях на территории Красноярского и Еме-

льяновского лесничеств Красноярского края, вы-

делить чистые культуры.

2. Изучить влияние температуры на рост

мицелия выделенных штаммов опенка осеннего.

3. Дать оценку агрессивности штаммов

Armillaria mellea s. l. путем искусственного внед-

рения патогена в ткани растения.

4. Провести видовую идентификацию

штаммов, устойчивых к низким температурам и

проявляющих агрессивные свойства в отноше-

нии растения-хозяина.

Решение указанных задач позволяет изучить

особенности развития исследуемых грибов в ус-

ловиях Красноярского края, облегчить диагнос-

тику возбудителей корневых гнилей, в том числе

с использованием инновационных молекулярно-

генетических методов, и в дальнейшем дать ре-

комендации по сдерживанию их развития. 

Объекты и методы исследований

Объекты исследования – грибы комплекса

Armillaria mellea sensu lato, отобранные с усыхаю-

щих деревьев хвойных и лиственных пород на

территории Красноярского и Емельяновского

лесничеств Красноярского края. Детальное лесо-

патологическое обследование изучаемых терри-

торий показывает, что корневые системы хвой-

ных и лиственных пород всех категорий, вклю-

чая внешне здоровые, в той или иной степени по-

вреждены гнилями. Периферическая часть дре-

весины разрушается по типу белой волокнистой

коррозионно-деструктивной гнили, типичной

для воздействия грибов рода Armillaria.

Для выделения чистых культур грибов с ком-

левой части и корней усыхающих деревьев отбира-

ли образцы древесины размером 3–5 см, а также

плодовые тела и культивировали их в чашках Пет-

ри на агаризированном сусло-агаре (1,5–2,0 %, 4о

по Баллингу) в термостате при температуре

24–26 оС. Чистоту культур проверяли микроско-

пированием [4].

Исследование экологических особенностей

представителей комплекса Armillaria mellea s.l.

проводили на 5 штаммах, выделенных в процес-

се работы и отличающихся географической и

субстратной приуроченностью (табл. 1).

Влияние температур на рост грибницы изоля-

тов Armillaria mellea s. l. изучали методом агаровых

блоков (d = 0,5 см) путем инкубирования в тече-

ние 4 недель в холодильной камере при температу-

ре 6 и 24 оС. При этом еженедельно фотографи-

ровали и фиксировали интенсивность зарастания

чашки Петри мицелием гриба с помощью лабора-

торно-программного комплекса по исследованию

радиального прироста древесных растений [5].



Патогенность (агрессивность) изолятов ком-

плекса Armillaria mellea sensu lato изучали в пи-

томнике путем инокуляции 2-летних саженцев

сосны обыкновенной, лиственницы сибирской,

ели обыкновенной, сосны кедровой сибирской

(кедра сибирского) чистыми культурами патоге-

на по модифицированной методике Соколова

[6]. Модификация заключалась в том, что у отоб-

ранных саженцев с соблюдением асептики отре-

зали тонкий кусочек коры, мицелий патогена

плотно прикладывали к камбию и прижимали

корой. Для предотвращения высыхания и разру-

шения опенка почвенными грибами и бактерия-

ми кусочек коры закрепляли с помощью поли-

этилена. Эксперимент проводили в конце мая –

начале июня при среднесуточной температуре

2,7 оС и влажности воздуха 69 %. Для учета ре-

зультатов по внедрению патогена в ткани расте-

ния осуществляли вскрытие сделанной привив-

ки, микроскопирование древесины, а также дуб-

лирование выделения чистой культуры из пора-

женной древесины. Часть саженцев оставляли

для учета степени усыхания от воздействия изу-

чаемого гриба. 

Видовую принадлежность изолятов

Armillaria mellea sensu lato идентифицировали с

помощью морфологического описания плодовых

тел, а также методов «ди-мон» и секвенирования. 

Макроскопические характеристики опенка

осеннего фиксировали на стадии плодовых тел.

Сбор и высушивание проводили согласно обще-

принятым методикам. Для микроскопирования

частей сухих плодовых тел методом «раздавлен-

ная капля» использовали 5 %-й раствор КОН,

3–10 %-й аммиачный раствор конго красного.

Значения количественных показателей базиро-

вались на измерении не менее 20 спор и различ-

ных специфических структур (базидии, цистиды,

пряжки и т.п.) [7].

Для видовой идентификации методом «ди-

мон» (дикарион-монокарион) использовали ме-

тод совместного культивирования, сращивая по-

очередно диплоидные изоляты рода Armillaria

mellea s. l., инокулированные на агаровые блоки,

и штаммы-тестеры нескольких интестерильных

групп, любезно предоставленные в 2006 г. докто-

ром Кари Корхоненом (Финляндия) [8]. К одной

интерстерильной группе диплоидный изолят от-

носили при явном изменении морфологии хотя

бы одного из 5-ти тестеров на крустозный тип

мицелия и отсутствии демаркационной линии на

границе двух культур в течение 4-недельного

культивирования [9]. 

Молекулярно-генетическую диагностику

грибов проводили методом полимеразной цеп-

ной реакции с последующим секвенированием

фрагментов [10]. Анализировали регион рДНК,

включающий следующую последовательность

локусов: 18S рРНК-ВТС1-5,8S-рРНК-ВТС2-

28SрРНК [11]. Экстракцию ДНК проводили из

свежей культуры гриба. Выделение ДНК осуще-

ствляли с помощью набора реагентов DiatomTM

(ООО «Лаборатория Изоген»), согласно протоко-

лу фирмы-производителя.

Для проведения полимеразной цепной реак-

ции использовали набор реагентов GenPak PCA

Core (ООО «Лаборатория Изоген») и универсаль-

ные праймеры ITS1 F (5-TCCGTAGGTGAACCT-

GCGG-3) (10 мкм); ITS4 R (5-TCCTCCGCT-

TATTGATATGC-3) (10 мкм). Процесс амплифика-

ции проводили в термоциклере по следующей

программе: 

Штамм Растение-хозяин Категория состояния деревьев Район сбора образцов

1 Populus tremula L. I Красноярское лесничество

2 Pinus sylvestris L. II То же

3 Pinus sibirica Du Tour I Емельяновское лесничество

4 Pinus sylvestris L. I То же

5 Betula pendula Roth. V «-» 
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Таблица 1. Характеристика использованных  штаммов
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1) денатурация t = 4 мин, T = 96 оС; 

2) денатурация t = 1 мин, T = 96 оС;

3) отжиг t = 30 сек, T = 55 оС; 

4) элонгация t = 2 мин, T = 72 оС; со 2-го по

4-й шаг, 30 циклов;

5) элонгация t = 10 мин, T = 72 оС; 

6) охлаждение реакционной смеси t = 5

мин, T = 4 оС.

Электрофоретическое разделение фрагмен-

тов ДНК осуществляли в агарозном геле (2 %).

Загрузочный раствор каждой дорожки состоял

из 5 мкл образца ДНК и 2 мкл загрузочного буфе-

ра (30 %-й глицерин, 0,5 %-й бромфеноловый си-

ний). Электрофорез проводили при комнатной

температуре в течение 2 ч при параметрах тока

90 V/60 мА. Детекция продуктов электрофореза

достигалась окрашиванием гелевых пластин в

растворе бромистого этидия. Для визуального

наблюдения гель помещали в УФ-трансиллюми-

натор. Фотодокументирование продуктов элект-

рофореза достигалось за счет видеосканирова-

ния в УФ-свете специальной системой GelImager.

Для видовой идентификации патогенов осу-

ществлялось иссечение фрагмента геля, содержа-

щего ДНК-фрагмент гриба. Очистку фрагментов

ДНК от геля выполняли в соответствии с прото-

колом набора реагентов Clean up mini (Евроген).

Секвенирование фрагментов ДНК проводили с

помощью генетического анализатора ABI PRISM

310 (Applied Biosystems) по методике, предло-

женной фирмой-производителем. Интерактив-

ный анализ нуклеотидных последовательностей

образцов осуществляли с помощью программы

Sequencing Analysis v.6 и Variant Reporter v.2, CLC

DNA Workbench v. 6. Результаты секвенирования

в формате FASTA использовали для идентифика-

ции с помощью баз данных NCBI и Mycobank.

Результаты и обсуждение

Согласно литературным данным, оптималь-

ными температурами для роста мицелия опенка

являются 19–25 оС [6, 12]. При температуре ни-

же 11 оС их рост очень слабый, а ниже 5 оС и вы-

ше 35 оС – полностью прекращается. Северные

европейские виды A. borealis, A. cepistipes, A. ostoy-

ae имеют более низкий температурный оптимум,

чем южные (из низких широт) виды A. gallica и A.

mellea [8]. 

Исследование влияния температуры на

рост грибницы выделенных корневых патоге-

нов выявило наличие особых свойств сибирских

штаммов. Образцы, отобранные с деревьев I–II

класса Крафта, по скорости формирования

грибницы в оптимальных температурных усло-

виях относились к группе быстрорастущих

штаммов, но при температуре 6 оС имели низ-

кую способность формирования мицелия. В то

же время были отмечены изоляты, имеющие

среднюю скорость роста при оптимальных усло-

виях, а также проявившие себя быстрорастущи-

ми при низкой температуре, например, штам-

мы 3, 4, 5 (рис. 1). Это свидетельствует о высо-

кой устойчивости сибирских видов опенка к

низким температурам, что согласуется с данны-

ми И. Н. Павлова и др. [13, 14]. 

Такая устойчивость для патогенов комплек-

са Armillaria mellea sensu lato играет положитель-

ную роль, так как их развитие начинается при

более низких температурах и завершается позд-

нее, чем у других дереворазрушающих грибов.

Это позволяет грибнице не только достичь кам-

биального слоя, но и привести дерево к гибели,

успешно закрепиться, создав защитные структу-

ры, а также позволяя опенку осеннему успешно

перезимовать. 

Искусственному заражению подверглись  са-

женцы 5-ти хвойных пород (по 10 шт.). Активное

внедрение патогена в здоровое растение наблю-

далось только для штамма 4 в отношении сосны

кедровой сибирской и сосны обыкновенной

(табл. 2, рис. 2). Штаммы 1, 2, 3 и 5 не проявили

агрессивных свойств в отношении заражаемых

растений-хозяев: у инфицированных участков

растений отсутствовали признаки поражения,

штаммы искусственно внедренных фитопатоге-

нов из тканей саженцев не выделялись. 

В результате проведенных исследований

штамм 4 Armillaria mellea s. l. был отобран для

дальнейшей видовой идентификации по трем

направлениям: морфологическое описание, ме-



тод скрещивания культур с тестерами и молеку-

лярно-генетическая идентификация. 

Морфологическое описание плодовых

тел штамма 4 Armillaria mellea sensu lato (рис.

3). Шляпка полукругло-выпуклая до распрос-

тертой, поверхность темно-кремовая, бледно-

охристая. Чешуйки темно-коричневые, лохма-

тые, торчащие вверх, состоящие из нескольких

Растение-хозяин

Штаммы Armillaria mellea sensu lato

1 2 3 4 5

Лиственница сибирская 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Сосна обыкновенная 0/10 0/10 0/10 2/10 0/10

Сосна кедровая сибирская 0/10 0/10 0/10 5/10 0/10

Ель обыкновенная 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
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Рис. 1. Рост мицелия Armillaria mellea sensu lato при различных температурах (на примере штамма 4): 

а –  при температуре 24 оС (1 неделя эксперимента); 

б –  при температуре 6 оС (1 неделя эксперимента);

в – при температуре 24 оС (4 неделя эксперимента);

г – при температуре 6 оС (4 неделя эксперимента)

а

б

в

г

Таблица 2. Результаты искусственного заражения хвойных растений штаммами 

Armillaria mellea sensu lato, шт.
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пучков, густо расположенные в центральной

части, более редкие по краям. Поверхность

шляпки точечно-крапчатая, иногда местами го-

лая. Край шляпки белесый с остатками частно-

го покрывала без чешуек, ровный. Пластинки

светло-кремовые, почти белые; коротко низбе-

гающие, частые с пластиночками. Край пласти-

нок ровный. Пластинки светлыми линиями

продолжаются до кольца. Кольцо двойное, пу-

шисто-войлочное. Имеется белая ложбинка

между верхней и нижней частью кольца. Верх-

няя часть беловойлочная. Нижняя часть кольца

обычно окрашена в желтоватый и желтый цвет

и покрыта многочисленными бурыми, отдель-

но расположенными точечными чешуйками.

Ножка того же цвета, что и пластинки. К осно-

ванию имеет буроватый оттенок, само основа-

ние темно-бурое. Вся поверхность ножки по-

крыта клочками частного покрывала с бородав-

ками. Плодовые тела растут пучками на корне-

вых лапах сосны обыкновенной. Микроскопи-

рование: базидии булавовидные длиной 45 мкм

и диаметром 8–10 мкм, септированные, осно-

вание с пряжками. Это подтверждает, что дан-

ное плодовое тело не относится к группе A. mel-

lea. Имеются 2–4 стеригмы высотой 5 мкм и бо-

лее. Споры крупные, размером 12×8 мкм, от

овальных до миндалевидных. 

Согласно полученному описанию данный

штамм предположительно относится к виду

Armillaria borealis [15]. 

Тест-скрещивание проводили со следую-

щими видами: A. mellea, A. ostoyae, A. gallica, A.

borealis, A. cepistipes. Данный метод, основанный

на сексуальной совместимости грибов, показал,

что штамм 4 относится к виду Armillaria borealis

(рис. 4). Согласно литературным данным [9, 12],

указанный вид не характеризуется агрессивны-

ми свойствами и не играет весомой роли в ос-

лаблении древостоев на территории Европы и

Америки, однако его способность вызывать в

Сибири массовые очаги усыхания хвойных по-

род представляет большой научный и практиче-

ский интерес.

Молекулярно-генетические исследования

подтвердили ранее полученные нами данные о

видовой принадлежности исследуемого штамма.

Сравнение полученного сиквенса с генетической

базой данных позволило достоверно определить

его вид как Armillaria borealis (AJ250052.1). Полу-

ченные данные свидетельствуют о том, что тру-

доемкие и длительные по времени классические

методы видовой идентификации могут быть ус-

пешно заменены на генетические, как более бы-

стрые, но не менее надежные.

Рис. 2. Стволик 2-летнего саженца сосны кедровой сибирской,

искусственно инфицированный штаммом 4 Armillaria mellea

sensu lato: в месте заражения наблюдается некроз тканей

Рис. 3. Морфологическое описание опенка осеннего:

а – плодовые тела Armillaria borealis, 

б – базидия с 4-мя стеригмами, пряжкой и спорой

а б



Выводы 

1. Большинство штаммов фитопатогенных

грибов комплекса Armillaria mellea s. l., отобран-

ных в ослабленных древостоях на территории

центральной части Красноярского края, характе-

ризуются способностью к активному формирова-

нию грибницы и защитных структур при низких

температурах окружающей среды. Эта особен-

ность сибирских штаммов Armillaria mellea s. l.

может служить причиной усиления их патоген-

ных свойств, приводящих к массовому куртинно-

му усыханию хвойных лесов в Красноярском

крае. Целесообразно расширить ареал исследо-

ваний в данном направлении на территории Си-

бири.

2. В результате видовой идентификации

наиболее агрессивный и патогенный из выде-
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Рис. 4. Тест-скрещивание A. borealis с тестерами: 

а – положительная реакция; 

б – отрицательная реакция

а

б
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ленных штаммов был определен как Armillaria

borealis Marxm. & Korhonen, что согласуется с ли-

тературными данными об активном участии

данного вида в образовании очагов усыхания

хвойных и лиственных пород деревьев на терри-

тории Сибири. 

На наш взгляд, изучение проблемы корне-

вых патогенов, представленных комплексом

Armillaria mellea s.l., имеет большое прикладное

значение. В настоящее время вредоносность ука-

занного комплекса недооценена, в том числе по

причине наличия множества противоречивых

данных о его видовом составе. Учитывая, что

комплекс включает ряд агрессивных видов, та-

ких как A. ostoyae и A. borealis, а идентификация

их систематической принадлежности традици-

онными методами весьма затруднительна из-за

отсутствия определителей для сибирских видов,

возникает потребность в расширении арсенала

используемых методов, например, с помощью

молекулярно-генетической диагностики. Это

позволит провести детальные исследования осо-

бенностей видового состава комплекса Armillaria

mellea s. l. с целью написания новых ключей для

определителей сибирских штаммов и создания

базы данных по их пространственной распрост-

раненности. Наличие такой базы будет способст-

вовать осуществлению более качественного мо-

ниторинга корневых гнилей в древостоях хвой-

ных и лиственных пород. 
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The Armillaria mellea s.l. complex is a natural component of the ecosystem, which along with other wood decay-

ing fungi is one of the endogenous mechanisms of restructuring unsustainable forest communities into more sus-

tainable in the course of succession, from a simpler structure of forest stands to more complex [1].

Until recently, the impact of root pathogens (Armillaria mellea s.l., Heterobasidion annosum s.l.) on the territo-

ry of Siberia did not represent a great danger, only minor cases of drying were recorded, as, for example, in forest

cultures of Scots pine in the South of Krasnoyarsk territory [2]. The worsening state of health, and forest pathology

of coniferous trees significantly expanded the range of pathogenic fungi exposure [3, 4] and currently requires con-

tinuous monitoring of the root pathogens development, comprehensive studies of their severity and development

of measures to combat these diseases. In addition, the current level of participation of phytopathogens of the

Armillaria melea s.l. complex in the process of drying of forest stands and their harmfulness are strongly underes-

timated because of poor-studying and difficulties in their detection and identification.

In this regard, the aim of this work was to study the Armillaria mellea sensu lato complex on the territory of

Siberia.

The objectives of the study included:

1. To Select the samples of the Armillaria mellea s.l. complex in coniferous stands on the territory of

Krasnoyarsk and Emelyanov forestries, isolate the pure cultures;

2. To determine the optimum temperature of mycelial growth of the honey mushroom in Siberia;

3. To assess the aggressiveness of the isolates by artificial introduction of the pathogen into the plant tissues;

4. To carry out species identification of strains resistant to low temperatures and aggressive in respect of the

host plant.

Solving these problems allows to study the features of development of the studied pathogen in Krasnoyarsk

region, to facilitate the diagnosis of this disease, including the use of innovative molecular genetic methods, and

make recommendations to restrain its development.
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