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Представлены результаты исследований люминесцентной системы культуры гриба Mycena gombak-
ensis, выделенной из образцов древесины. Описаны изменения, произошедшие за 10 лет хранения
образцов в нестерильных условиях, и динамика люминесцентных сигналов. Методом филогенети-
ческого анализа выполнена видовая идентификация гриба. Представлен ряд уникальных особенно-
стей M. gombakensis, расширяющих представления о свойствах люминесцентных грибов. Данные
исследований свидетельствуют о перспективности использования M. gombakensis как в биотехноло-
гии, так и в изучении биофизики сложной системы базидиомицетов.
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При изучении биолюминесценции грибов для
получения мицелиальной культуры можно ис-
пользовать не только плодовые тела, но и образ-
цы люминесцирующей древесины или листового
опада [1, 2]. В результате экспедиции на остров
Борнео в 2013 г. в кокосовой роще были обнару-
жены образцы светящейся древесины. Из этих
образцов была выделена мицелиальная культура,
обладающая люминесценцией. Выделенную
культуру внесли в перечень Коллекции культур
Института биофизики СО РАН под номером 2371
[3]. Оказалось, что образцы светящейся древеси-
ны через 31 месяц хранения в нестерильных усло-
виях сохраняют люминесценцию и не зарастают
посторонней микрофлорой [4].

В данной статье описаны изменения, произо-
шедшие с образцами древесины в результате 10

лет хранения в нестерильных условиях и резуль-
тат определения вида данного гриба. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящее время образцы древесины хра-

нятся в пластиковых тубах (Tissue culture f lat tubes
10, Швейцария) и пластиковой колбе (Tissue cul-
ture f lask 3 pcs, 150 см3, Швейцария), помещен-
ных в термостат при температуре 27°С (ТСО-
1/80, СПУ, Россия). С некоторой периодично-
стью образцы извлекаются из термостата для ре-
гистрации люминесценции и добавления в несте-
рильных условиях нестерильной воды с целью
поддержания влажности. Для визуализации лю-
минесценции мицелия на древесине использует-
ся гель-документирующая система (GelDoc XR
Imaging System, Bio-Rad Laboratories, Inc., США).
Данный прибор позволяет получить изображениеСокращение: УФ – ультрафиолетовый. 

УДК 582.284:591.148
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образцов при наличии света и регистрировать
люминесценцию в отсутствиe освещения. 

Рост мицелия культуры 2371 для исследования
люминесценции проводится на твердой и жидкой
питательных средах. Для выращивания на твер-
дой питательной среде применяется картофель-
но-сахарозная среда с добавлением агара (карто-
фельный отвар 200 г/л, сахароза 20 г/л, агар
20 г/л). Культивирование проводится в 35 мм
чашках Петри при температуре 27°С. Мицелий,
полученный на твердой питательной среде, явля-
ется инокулятом при посеве на жидкую питатель-
ную картофельно-сахарозную среду (картофель-
ный отвар 200 г/л, сахароза 20 г/л). Культивиро-
вание проводится в объеме или на поверхности
жидкой питательной среды при температуре
27°С. Культивирование в жидкой питательной
среде проводится в 300 мл колбах Эрленмейера,
содержащих 150 мл питательной среды в шейкер-
инкубаторе (Orbital Shaker-Incubator ES20, Bio-
san, Латвия) с постоянным перемешиванием при
160 об/мин. Культивирование на поверхности
жидкой питательной среды – в 35 мм чашках Пет-
ри без перемешивания.

Из мицелия, выросшего на поверхности или в
жидкой питательной среде, были выделены фер-
ментные люминесцентные системы. Методика
выделения подробно описана в работе [3]. Лио-
фильно высушенные ферментные системы хра-
нятся при температуре –40°C. В настоящее время
отличительной особенностью измерения люми-
несценции в реакции in vitro является уменьше-
ние объема ферментной системы со 100 до 50 мкл,
а в качестве субстрата люминесцентной реакции
используется горячий экстракт из плодовых тел
Pholiota squarrosa. Интенсивность люминесцент-
ного сигнала регистрируется люминометром со
спектральным диапазоном 350–650 нм (Glomax
20/20, Promega, США). 

Интенсивность люминесценции мицелия из-
меняют внешние факторы, к которым можно от-
нести механическое раздражение и немеханиче-
ское воздействие. Аналогом близкого к природ-
ному немеханическому внешнему воздействию
на мицелий гриба можно считать ультрафиолето-
вое облучение. Облучение в течение 30 с проводи-
ли с использованием ультрафиолетового фонари-
ка с длиной волны 367 нм. Изменение интенсив-
ности люминесценции регистрировали на гель-
документирующей системе и люминометре Glo-
max 20/20. 

Для определения видовой принадлежности
культуры 2371 был получен мицелий на твердой и
в жидкой питательных средах и передан в ИЛ СО
РАН. Для выделения ДНК мицелий, культивиру-
емый в течение 14 суток на агаровой пластине
среды МЭА, предварительно замораживали и по-
мещали в пластиковые пробирки объемом 1,5 мл.

В каждую пробирку добавляли по 600 мкл буфера
ЦТАБ (CTAB-Lysis buffer, BioChemia, Германия),
инкубировали образцы при 65°С в течение 40 мин
и центрифугировали 7 мин при 13 000 об/мин. Су-
пернатант последовательно экстрагировали рав-
ным объемом хлороформа, осаждали двумя объе-
мами 2-пропанола, промывали 70% этанолом, су-
шили и повторно растворяли в 80 мкл
бидистиллированной воды [5]

Концентрацию ДНК в отдельных образцах
определяли с помощью спектрофотометра Nano-
drop (Thermo Fisher Scientific, США). Внутренний
транскрибируемый спейсер рибосомальной РНК
грибов (ITS рРНК) амплифицировали методом
ПЦР с использованием специфического прайме-
ра ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) [6]
и универсального праймера ITS4 (TCCTCCGCT-
TATTGATATGC) [7]. Последовательность гена
фактора элонгации 1α амплифицировали мето-
дом ПЦР с использованием праймеров EF1aF
(TCAACGTGGTCGGTGAGCAGGTA) и EF1aR
(AAGTCACGATGTCCAGGAGCATC) [8]. Для се-
квенирования использовали ДНК-анализатор
Honor 1616 (Nanjing Superyears Gene Technology
Co., Ltd., Китай).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Филогенетический анализ для видовой иденти-
фикации. Реконструкция филогенетического де-
рева выполнена на основе метода агломератив-
ной иерархической кластеризации UPGMA. По-
следовательности были отредактированы и
собраны в среде MEGA X [9]. Полученные после-
довательности сравнивались с последовательно-
стями в GenBank, загружены и выровнены с ис-
пользованием инструмента MUSCLE Alignment с
настройками параметров по умолчанию. Финаль-
ное филогенетическое дерево было укоренено с
использованием последовательностей Psathyrella
griseovelata G. Munoz, Musumeci, Deschuyteneer &
Olariaga для гена TEF1α и Collybiopsis istanbulensis
(E. Sesli, Antonín & K.W. Hughes), J.S. Kim &
Y.W. Lim для гена ITS. Анализ максимального
правдоподобия был проведен в MEGA X с 1000
Ultrafast Bootstrap. Переходная модель с одинако-
вой частотой (TN93+G) для ITS и (K2+I) для
TEF1α была выбрана автоматически в качестве
наилучшей модели замещения в соответствии с
баллом BIC. Эволюционные расстояния были
рассчитаны с использованием метода Таджима-
Ней [10] и выражены в единицах количества за-
мен оснований на сайт. Результаты филогенети-
ческого анализа представлены на рис. 1 и 2.

Люминесценция мицелия Mycena gombakensis на
образцах древесины. Изменения, происходившие
в течение первых 2.5 лет хранения образцов дре-
весины, описаны ранее [4]. В настоящее время
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Рис. 1. Филогенетическое дерево на основе метода максимального правдоподобия для культуры 2371 и
последовательностей Mycena sp. из NCBI GenBank с использованием праймеров TEF-1α. Бутстреп-значения более
50% указаны рядом с кластерами. В качестве внешней группы использовали Psathyrella griseovelata.

регистрируется только рост мицелия гриба
(рис. 3).

После 10 лет хранения образцы древесины, к
которым с целью поддержания влажности добав-
ляли только воду, сохранили способность мице-
лия к люминесценции. Однако ее относительно
низкий уровень регистрируется только люмино-
метром. Регистрация на гель-документирующей
системе возможна только после воздействия
внешних факторов – механического (рис. 3 и 4)
или в результате облучения ультрафиолетом
(рис. 5 и 6).

Выделение ферментной системы из мицелия гри-
ба Mycena gombakensis. В зависимости от условий
культивирования на поверхности или в объеме
жидкой питательной среды из мицелия гриба
M. gombakensis можно получить две различающи-
еся ферментные системы для проведения иссле-
дований in vitro. Ферментная система, получен-
ная из мицелия, выросшего на поверхности пита-
тельной среды, содержит собственный субстрат
ферментативной реакции. В отличии от нее, фер-
ментная система, полученная из мицелия, вырос-
шего в объеме жидкой питательной среды (в ре-
жиме погруженной культуры), не содержит соб-
ственного субстрата реакции (рис. 7).

В процессе регистрации люминесценции in vitro
при комнатной температуре ферменты длитель-
ное время сохраняют свою активность. Результа-
ты регистрации в течение 2.5 ч представлены на
рис. 8.

ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследования филогении изучаемой
культуры для видовой идентификации было по-
казано, что маркерная последовательность TEF1a
культуры 2371, несмотря на размещение в общей
кладе рода Mycena, стоит несколько обособленно
(рис. 1). Однако при включении в исследование
гена ITS выявлено большое сходство с видом My-
cena gombakensis (рис. 2). Маркерные последова-
тельности ITS высоко вариабельны и позволяют
легко отличать близкородственные организмы.
Данные последовательности являются некодиру-
ющими, следовательно, менее подвержены дав-
лению отбора, что очень важно для филогенети-
ческих исследований. Последовательности
M. gombakensis весьма ограниченно представлены
в GenBank (National Center for Biotechnology In-
formation, США) (TEF1a отсутствует). Поэтому
можно с уверенностью на основании анализа
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маркерной последовательности ITS говорить о
принадлежности штамма 2371 к M. gombakensis.

Основной и уникальной особенностью об-
разцов древесины, зараженных мицелием
M. gombakensis, является способность в течение
длительного срока в нестерильных условиях со-
хранять люминесценцию и не зарастать посто-
ронней микрофлорой. Без этой особенности бы-
ло бы невозможно получить результаты, отра-
женные в данной статье. В качестве примера
можно привести сравнение с растущим в наших
лесах люминесцентным грибом Armillaria borealis.
Образцы древесины со светящимся мицелием
A. borealis после сбора в течение нескольких суток
зарастают сторонней микрофлорой и теряют спо-
собность к люминесценции. Известно, что грибы
способны синтезировать и экскретировать в
окружающую среду широкий спектр веществ. Ве-

роятно, мицелий M. gombakensis выделяет метабо-
литы, обладающие антимикробным действием.

В данных экспериментах механическое воз-
действие на образцы древесины было достигнуто
путем встряхивания туб с образцами. Интенсив-
ность света достаточно высока, что позволяет его
визуализацию на гель-документирующей систе-
ме. На рис. 4 видно, что свет излучается с отдель-
ных периферических участков образцов древеси-
ны, контактирующих с внутренней поверхностью
туба. Центральная часть образцов, которая не ис-
пытала контакта с поверхностью туба и не под-
верглась механическому воздействию, остается
темной и свет не излучает. Это позволяет сделать
предположение, что метаболизм мицелия гриба
при отсутствии и воздействии внешнего механи-
ческого раздражения различается. Если интен-
сивность люминесценции является показателем
уровня биохимических процессов, то высокий

Рис. 2. Филогенетическое дерево на основе метода максимального правдоподобия для культуры 2371 и
последовательностей Mycena sp. из NCBI GenBank с использованием праймеров ITS. Бутстреп-значения более 50%
указаны рядом с кластерами. В качестве внешней группы использовали Collybiopsis istanbulensis.
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уровень люминесценции означает интенсивное
протекание биохимических реакций, а ее сниже-
ние или отсутствие, вероятно, может означать со-
стояние анабиоза. Можно предположить, что
низкий уровень биохимических процессов, в ко-
тором длительное время находится мицелий гри-
ба в образцах древесины, является причиной со-
хранения морфологии древесины в течение 10 лет
хранения.

Внешним фактором, вызывающим увеличе-
ние люминесценции мицелия на образцах древе-
сины, является ультрафиолетовый (УФ) свет. В
экспериментальных условиях при визуализации
на гель-документирующей системе после облуче-
ния максимум интенсивности люминесценции

наблюдается через 10 мин, а затем в течениe
25 мин происходит ее постепенное затухание.

Данные по влиянию УФ-света приведены на
рис. 5. Перед облучением образца древесины его
верхняя часть была закрыта алюминиевой фоль-
гой (рис. 5а). Фольга не пропускает УФ-свет, по-
этому облучению подвергалась только нижняя
область образца (рис. 5а,б). После удаления
фольги и регистрации изображения весь образец
подвергался повторному облучению УФ-светом
(рис. 5в,г). Данный подход позволяет при визуа-
лизации сравнить люминесценцию облученного
и необлученного УФ-светом участков образца
древесины. На рис. 5б видно, что мицелий облу-
ченного участка образца ярко люминесцирует.
Световой сигнал на необлученном УФ-светом

Рис. 3. (а) – Внешний вид мицелия, выросшего на образце древесины, через 10 лет хранения. (б) – Люминесценция
мицелия в темноте, вызванная механическим раздражением при транспортировке образца из термостата хранения до
системы визуализации. 

Рис. 3. (а) – Внешний вид мицелия, выросшего на образце древесины, через 10 лет хранения. (б) – Люминесценция
мицелия в темноте, вызванная механическим раздражением при транспортировке образца из термостата хранения до
системы визуализации. 

Рис. 4. Внешний вид образцов древесины (а) и люминесценция мицелия гриба через 10 лет хранения в результате
механического воздействия (б).
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Рис. 5. Внешний вид образца древесины (а, в) и люминесценция мицелия гриба через 10 лет хранения в результате УФ-
облучения (б, г).

Рис. 6. Динамика развития люминесценции мицелия гриба на необлучаемой УФ-светом области образца древесины
(указано стрелкой). Регистрация с интервалом 5 мин.

Рис. 7. Различия в кинетике люминесцентной реакции при добавлении к ферментным системам 5 мкл НАДФН
(указано стрелкой): 1 – культивирование мицелия на поверхности питательной среды, 2 – культивирование мицелия
в объеме питательной среды.
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участке образца не регистрируется. После по-
вторного облучения всего образца участок, ранее
не подвергавшийся облучению, ярко люминес-
цирует (рис. 5г). При этом люминесценция участ-
ка образца, ранее подвергавшегося облучению,
резко снизилась (рис. 5г).

Однако возможен вариант, когда после УФ-
облучения регистрируется люминесценция необ-
лученного УФ-светом мицелия. Динамика разви-
тия люминесценции на участке образца древеси-
ны, необлученном УФ-светом, представлена на
рис. 6. Вероятно, за 10 лет хранения мицелий с об-
лученного УФ-светом участка образца пророс в
объеме древесины и через некоторое расстояние
вышел на ее поверхность. Следовательно, реак-
ция мицелия, вызванная УФ-облучением, про-
явилась в увеличении люминесценции облучен-
ного мицелия и распространилась по его длине в
необлученную область образца. Если предполо-
жение верно, это означает, что реакция на УФ мо-
жет передаваться по мицелию на его области, не
подвергавшиеся внешнему воздействию, и вызы-
вать увеличение люминесценции. 

Можно предположить, что в природных усло-
виях мицелий, на который попал свет утреннего
солнца, реагирует подобным образом и передает
информацию о наступлении дня мицелию, расту-
щему в глубине древесины или под землей.

Существенные различия в кинетике люминес-
центной реакции при внесении в реакционную
среду экзогенного субстрата (рис. 8) у фермент-
ных систем in vitro, выделенных из биомассы
M. gombakensis, выросшей на одинаковой пита-
тельной среде, и различающихся только по спо-
собу культивирования (поверхностный или глу-
бинный) могут означать существенные различия

в метаболизме и требуют дальнейших исследо-
ваний.

ВЫВОДЫ
Из определения видовой принадлежности сле-

дует, что ареалом для вида M. gombakensis являет-
ся не только полуостров Малайзия [11], но и ост-
ров Борнео [3].

Наиболее важными являются свойства образ-
цов древесины не разрушаться и не зарастать по-
сторонней микрофлорой. Эти свойства позволили
длительное время проводить исследования и полу-
чить экспериментальные результаты, приведен-
ные в данной статье. 

Согласно экспериментальным данным [12],
биолюминесценция привлекает ночных насеко-
мых, которые могут способствовать распростране-
нию спор грибов, растущих под пологом леса, где
поток ветра значительно уменьшен. Однако зна-
чительное увеличение люминесценции (вспышка)
при механическом раздражении, означающее уве-
личение биохимических реакций (метаболизма) в
ночное время, может отпугнуть животное или на-
секомое, желающее полакомиться грибом. 

Реакция на УФ-облучение позволяет сделать
следующие предположения. Мицелий способен
передавать раздражение на расстояние (область,
закрытая от УФ-света на рис. 6). Для гриба это мо-
жет быть сигналом о том, что наступает день и не
только на поверхности мицелия, облучаемой
солнцем, но и в глубине древесины или под зем-
лей, куда солнечные лучи не попадают. Таким об-
разом, возможно, у гриба есть суточная динамика,
и он реагирует изменением метаболизма, которое
в наших экспериментах проявляется в изменении
люминесценции. Иначе говоря, циркадный кон-

Рис. 8. Кинетика люминесцентных реакций при последовательном добавлении к ферментным системам (1 –
поверхностный рост, 2 – глубинный рост мицелия) 5 мкл НАДФН  (стрелка) и 5 мкл экстракта Pholiota squarrosa
(двойная стрелка).
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троль [12] может осуществляться через возбужде-
ние люминесцентной системы гриба. 

На основании низкого уровня люминесцен-
ции в случае отсутствия внешних раздражающих
факторов (рис. 4–6) возможно предположение о
низком уровне биохимических реакций, то есть
состоянии «анабиоза».

Ферментные системы, содержащие и не содер-
жащие эндогенный субстрат люминесцентной
системы, расширяют возможности люминес-
центного метода. Например, появляется возмож-
ность отличить субстрат люминесцентной реак-
ции от стимулятора, не являющегося субстратом
люминесцентной реакции. Таким образом, выде-
ление двух ферментных систем, отличающихся
по наличию эндогенного субстрата, при проведе-
нии исследований in vitro позволит расширить
спектр изучаемых веществ. 

Уникальные особенности люминесцентного
гриба M. gombakensis свидетельствуют о перспек-
тивности его использования в биотехнологии и в
исследованиях биофизики сложной системы ба-
зидиомицетов. К таким наиболее важным осо-
бенностям относятся: способность образцов дре-
весины в течение 10 лет в нестерильных условиях
сохранять способность к люминесценции; увели-
чение люминесценции после локального облуче-
ния УФ-светом; при культивировании пеллет
отсутствие выделения в питательную среду
веществ, стимулирующих люминесцентную ре-
акцию in vitro; длительная (до 35–50 суток) люми-
несценция пеллет, находящихся в дистиллиро-
ванной воде.

В данное время имеются 4 коллекции, в кото-
рых поддерживаются культуры гриба M. gombak-
ensis, – Mycology Herbarium (KLU-M), Fungal
Culture Collection (KUM) в Университете Ма-
лайи, Коллекция культур базидиомицетов (БИН
РАН, Санкт-Петербург, Россия) и Коллекции
культур ИБСО (ИБФ СО РАН, Красноярск, Рос-
сия).
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The paper presents the results of study on the luminescent system of the culture of the fungus Mycena gom-
bakensis  derived out of wood samples. The changes on samples stored for duration of 10 years in non-sterile
conditions and the dynamics of luminescent signals are described. A phylogenetic approach was used to rec-
ognize fungal species. A number of unique features of M. gombakensis are presented expanding the under-
standing of the properties of luminescent fungi. Research data indicate that M. gombakensis can potentially
be used both in biotechnology and in the study of biophysics of the complex system of basidiomycetes.
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