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Аннотация. Истинные трюфели, или грибы рода Tuber, являются одними из самых ценных, редких, дорогих 
и загадочных грибов на планете. Размножение трюфелевых грибов в дикой природе является сложным 
процессом, который зависит от многих факторов, например, от присутствия подходящих деревьев-хозяев, 
оптимальных параметров температуры, влажности, pH почвы, почвенных симбионтов и других организмов. Так, 
для успешного производства и размножения трюфелей требуется соблюдение множества условий, а главное – 
высвобождение их спор из асков, прорастание в благоприятных условиях и распространение в природной 
среде. Целью представленного исследования являлась разработка метода механического разрушения асков 
для высвобождения спор черного трюфеля. Показано, что высокоэффективным способом разрушения асков 
является гомогенизация с использованием погружного блендера в тандеме с вибрационным измельчителем. 
Микроскопирование образцов на всех этапах эксперимента позволило установить, что такой способ приводит 
к разрушению не менее 85% асков и высвобождению спор трюфеля. При использовании подходов центрифуги-
рования представляется возможным отделить споры черных трюфелевых грибов от обломков гифов, грибных 
симбионтов и различных ассоциированных организмов. Такие споры способны к образованию мицелия на 
питательных средах. Результаты исследования могут быть использованы для подготовки посевного материала 
Tuber sp. и получения их чистых культур. Таким образом, внедрение способов высвобождения спор из асков 
способствует повышению эффективности культивации черного трюфеля.
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Abstract. True truffles, or fungi of the genus Tuber, are among the most valuable, rare, expensive, and mysterious 
fungi on the planet. The reproduction of truffle fungi in the wild is a complex process that depends on many factors, 
for example, the presence of suitable host trees, as well as the optimal parameters of temperature, moisture, soil 
pH, soil symbionts, and other organisms. Successful production and reproduction of truffles require a large number 
of conditions to be met, primarily the release of their spores from ascii, germination under favorable conditions, and 
distribution in the environment. The present study aims to develop a method for mechanically breaking ascii in order 
to release the spores of black truffle. It is shown that homogenization by means of an immersion blender together 
with a vibrating chopper is a highly effective way to break ascii. The microscopic examination of the specimens at all 
stages of the experiment revealed that this method leads to the breakdown of at least 85% of ascii and the release 
of truffle spores. The use of centrifugation approaches enables the separation of black truffle spores from hyphal 
debris, fungal symbionts, and various associated organisms. Such spores can form mycelium on growth media. The 
study results can be used to prepare Tuber sp. inoculum and obtain their axenic cultures. Thus, the introduction of 
methods for releasing spores from ascii improves the efficiency of black truffle cultivation.
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ВВЕДЕНИЕ
Трюфелевые грибы (Tuber sp.) являются сумчатыми 

грибами, плодовые тела которых формируются под 
землей в ассоциации с корнями определенных пород 
деревьев, таких как дуб, сосна, лесной орех и др. Этот 
симбиоз позволяет трюфелям получать необходимые 
питательные вещества от растений. В свою очередь, 
трюфелевые грибы способствуют поглощению воды 
и минералов из почвы для роста корневой системы 
растений [1]. Данные грибы являются малоизученными 
организмами, а внимание их биотехнологической зна-
чимости практически не уделено. Особую актуальность 
исследованию придает тот факт, что в настоящее время 
происходит сокращение числа дикорастущих трюфелей 
[2], а в посевном материале коммерческого мицелия 
трюфеля, реализуемого в России, по данным наших 
собственных наблюдений 2022 года, основанных на 
метагеномном анализе коммерческих образцов, зачастую 
отмечается отсутствие трюфелевых грибов. В связи 
с этим одним из перспективных направлений иссле-
дований является разработка методов выращивания 
трюфелевых грибов в контролируемых лабораторных 
условиях. Проблемой в данном случае выступает наличие 
сложного и разнообразного симбионтного сообщества 
трюфелевых грибов, представленного бактериями, 
грибами, беспозвоночными и другими организмами 
[3]. Они активно колонизируют трюфели на всех этапах 
их жизненного цикла, создавая трудности для получения 
чистой культуры [4, 5].

Трюфелевые грибы являются уникальным и ценным 
продуктом и пользуются большим спросом в кулинарии, 
так как обладают характерным вкусом и ароматом [6]. 
В то же время они являются редкими и ограниченно 
доступными из-за своих специфических требований к 
климату и условиям почвы [7, 8]. Ввиду высокой стои-
мости и редкости трюфели стали предметом интереса 
для исследований и разработок в области сельского 
хозяйства [9]. Большое количество проведенных ранее 
исследований было направлено на оптимизацию и 
улучшение способов выращивания трюфелей с целью 
сделать их более доступными и коммерчески выгодными 

[10, 11]. Так, известен патент KZ 23874A4 «Способ и 
устройство для получения биомассы трюфеля и других 
съедобных грибов», в котором описано получение из 
трюфелевых грибов белкового продукта и мицелия [12]. 
В качестве маточной культуры авторами были исполь-
зованы измельченные трюфелевые грибы, которые поме-
щались в ферментер и культивировались до прироста 
биомассы. Тем не менее в изобретении не приведено 
доказательства роста грибов рода Tuber, а принимая во 
внимание высокоразвитые симбиотические сообщества 
[1] внутри плодового тела грибов, можно утверждать, 
что заявленное изобретение фактически не решает 
техническую задачу касательно упомянутых грибов. 

Одним из важных условий для размножения трюфе-
левых грибов в дикой природе является высвобождение 
спор из асков. Аски служат защитной оболочкой для 
спор от воздействия негативных факторов. В них же 
происходит активное созревание спор. После освобо-
ждения из оболочек споры прорастают, образуя мицелий, 
который затем образует микоризу и формирует плодовое 
тело. В настоящее время существуют различные методы 
получения посевной суспензии спор трюфелей, но они 
зачастую неэффективны и требуют значительных затрат 
времени, ресурсов и специфических компонентов. 
Широко распространен метод микоризации споровой 
суспензией трюфелей саженцев растений-хозяев  
[13, 14]. При этом проблема заключается в том, что 
успешно установленная симбиотическая связь с трюфе-
левыми грибами может быть непостоянной и неустой-
чивой в связи с заражением растений-хозяев патогенами 
и другими грибами-симбионтами [15]. Кроме того, не 
все растения-хозяева могут быть успешно микоризи-
рованы трюфелями, что ограничивает выбор видов и 
сортов для получения трюфелей [16]. При отсутствии 
молекулярного контроля микоризация растения может 
произойти фитопатогенными грибами – симбионтами 
трюфеля, а не собственно трюфелевыми грибами. 

Зачастую споры трюфелей распространяются в 
природе при помощи животных, в т.ч. микофагов, которые 
потребляют их в пищу и с помощью ряда пищевари-
тельных ферментов разрушают защитные оболочки 
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спор, тем самым рассеивая их в окружающую среду 
[17, 18]. Зрелые споры без сумок быстрее прорастают 
и эффективнее образуют микоризу, что необходимо для 
эффективного выращивания трюфелей [19]. Однако 
такой способ распространения спор трюфелевых грибов 
во многом зависит от перемещения животных и не 
позволяет обеспечить доступный поиск грибов. 

В связи с вышесказанным целью данного иссле-
дования являлась разработка доступного метода 
механического разрушения асков для облегчения 
высвобождения спор черных трюфелевых грибов, а 
следовательно, и создания посевного материала, отли-
чающегося наличием активированных спор черного 
трюфеля и их способности к росту.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследовании использовали плодовые тела 

черных трюфелевых грибов Tuber sp., собранные в 
городе Краснодаре (N = 12). Данные грибы имеют 
глобулярную форму и покрыты шероховатым плотным 
пирамидальным перидием. Цвет перидия черный или 
темно-коричневый. Размеры плодовых тел варьируют 
от 2 до 6 см, иногда достигают 15 см. Средний вес 
грибов составляет около 20 г.

Внутри плодового тела черного трюфеля находится 
глеба, имеющая серый, коричневый или кремовый цвет. 
Характерным признаком глебы трюфелей является 
наличие мраморного рисунка, который формируется 
множеством плотных извилистых прожилок белого 
цвета1 [20].

В ходе осуществленных работ предложен метод 
механического разрушения асков, содержащих 
споры трюфеля, сопровождающийся наблюдением 
с помощью светового микроскопа «Микромед 2» (вар. 
3-20, «Микромед», Россия) за спорами при их иноку-
ляции на агаризованные питательные среды. Про-
ведена серия экспериментов, включающая различные 
методы механического разрушения асков. Для этого 
стерильным скальпелем вырезали участок плодового 
тела черного трюфеля Tuber sp., после чего его пере-
носили в микропробирку, в которую добавляли 1 мл 
стерильной дистиллированной воды/физраствора или 
микробиологических сред (1–5% LB, TSB, Сабуро, 
Гетчинсона, картофельно-глюкозный агар, среда 
Чапека и др.) и проводили измельчение (гомогени-
зацию) различными способами. 

Наконец, часть образцов гриба гомогенизировали 
с помощью лабораторного вибрационного измель-
чителя БАБРх1 (НПК «Микотех», Россия) посредством 
интенсивного встряхивания со стальными шарами при 
3000 об/мин. Образцы измельчали в течение 3 мин 
четырехкратно. В перерывах пробы охлаждали и про-
водили микроскопирование полученного материала.

К оставшимся образцам добавляли до 200 мл дис-
тиллированной воды/физраствора или указанных ранее 
микробиологических сред и проводили измельчение с 
помощью погружного блендера. Мелкую фракцию пло-
дового тела трюфеля отбирали в микропробирки. Один 
образец отправляли на микроскопический анализ, а ко 
второму добавляли металлические шары, после чего 

проводили четырехкратное измельчение при температуре, 
не превышающей 45 °C. Для очистки споровой суспензии 
трюфеля от обломков гифов и его симбионтов про-
водили центрифугирование при скорости 12000 об/мин  
в течение 5 мин, в результате чего отделяли осадок от 
надосадочной жидкости. Для очистки образцов про-
водили пятикратную отмывку в растворах стерильной 
воды или питательных сред. Изменения в морфологии 
спор и асков трюфеля во всех трех пробах регистри-
ровали с помощью светового микроскопа.

Далее подготавливали предметные стекла для микро-
скопирования гомогенизированных проб и детекции 
проращивания полученной споровой суспензии грибов. 
Для этого очищали стекло от пыли и обезжиривали 
его в течение 15–20 мин в 70%-м растворе спирта, 
затем промывали дистиллированной водой, сушили 
и стерилизовали. Каплю агаризованных питательных 
сред наносили на предметные стекла. Гомогенат, содер-
жащий споры трюфеля, наносили на застывшие пита-
тельные среды, в т.ч. питательную среду Сабуро, среду 
Гетчинсона, картофельно-глюкозный агар, среду Чапека. 
Предметные стекла помещали в термостатируемые 
условия в стерильных чашках Петри при температурах от 
18 до 30 °C на две недели для того, чтобы споры начали 
прорастать и образовывать грибные гифы. Микроскопию 
спор трюфеля проводили сразу после гомогенизации, 
а также на 7-е, 10-е и 14-е сутки эксперимента. Экс-
перименты проведены в 12 повторах для исключения 
влияния случайных факторов. Выполнено более 100 
микробиологических посевов споровой суспензии на 
предметные стекла. Анализ каждого эксперимента 
проводили в трех микроскопических полях. Оценку 
достоверности осуществляли, используя U-критерий 
Манна – Уитни. Статистический анализ проводили с 
использованием программы Past 4.10.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Микрофотографии, полученные в ходе исследования, 

позволяют сравнить результаты эффективности разру-
шения асков в ходе измельчения плодовых тел черного 
трюфеля рода Tuber sp. различными методами. Получены 
репрезентативные микрофотографии до гомогенизации 
(рис. 1, a) и после гомогенизации с использованием 
погружного блендера (рис. 1, b), вибрационного измель-
чителя (рис. 1, c) и погружного блендера в тандеме с 
вибрационным измельчителем (рис. 1, d). На фотографии 
до гомогенизации (см. рис. 1, a) видно, что споры трю-
фелей находятся внутри асков (степень повреждения 
асков составляет не более 9,1±5,7%). После гомогени-
зации с помощью погружного блендера (см. рис. 1, b) 
было разрушено 22,4±9,1% асков, а основная часть спор 
осталась внутри них. В случае гомогенизации с исполь-
зованием вибрационного измельчителя (см. рис. 1, c) 
отмечали 51,7±12% разрушенных асков, но 90±11,3% 
спор все еще находилось внутри них. Наконец, гомо-
генизация с использованием погружного блендера в 
тандеме с вибрационным измельчителем (см. рис. 1, d) 
привела к разрушению 86,3±6,2% асков и высвобо-
ждению 70,2±8,6% спор. По результатам микроскопи-
ческого анализа этот метод оказался наиболее эффек-

1Ивойлов А.В., Большаков С.Ю., Силаева Т.Б. Изучение видового разнообразия микромицетов: учеб. пособие. Саранск: 
Изд-во Мордовского ун-та, 2017. 155 с.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
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Рис. 1. Микрофотографии образцов до гомогенизации (a) и после гомогенизации с использованием погружного блендера (b),  
вибрационного измельчителя (c) и погружного блендера в тандеме с вибрационным измельчителем (d)
Fig. 1. Light micrographs before homogenization (a) and after homogenization using immersion blender (b), vibrating chopper (c)  
and immersion blender in tandem with vibrating chopper (d)

Рис. 2. Микрофотографии споровой суспензии, полученной после гомогенизации с использованием блендера  
и вибрационного измельчителя на 10-е (a) и 14-е (b) сутки
Fig. 2. Light micrographs of the spore suspension obtained after homogenization using a blender and a vibrating chopper  
on the 10th (a) and 14th (b) day
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тивным в разрушении асков и высвобождении спор 
по сравнению с иными. 

Вместе с тем в ходе исследования показано, что в 
результате центрифугирования образцов после гомо-
генизации споры трюфелевых грибов оседают на дно 
микроцентрифужной пробирки, в то время как обломки 
гифов, симбионтов и патогенов остаются в надоса-
дочной жидкости. Применение пятикратной отмывки 
споровой суспензии, сопряженной с центрифугиро-
ванием, позволяет достичь высокой степени чистоты 
споровой суспензии, что необходимо для получения 
чистой культуры трюфеля и снижения воздействия на 
нее симбионтных и патогенных микроорганизмов, 
присутствующих в нормальных условиях в составе 
плодового тела.

Работы, направленные на проращивание в термо-
статируемых условиях (22–24 °C) споровой суспензии, 
полученной после гомогенизации с использованием 
блендера и вибрационного измельчителя (шаровой 
мельницы), показали, что споры по истечении одной 
недели не образовывают мицелий в 95,1±2% случаев. 
Споры сохранялись объемными и набухшими до 10 суток 
(рис. 2, a) и только через две недели в 75,8±9,4% случаев 
начинали формировать грибные гифы из спор трюфеля 
(рис. 2, b). Споры, проращиваемые на предметных 
стеклах, инкубируемых при температуре от 18 до 

22 °С, набухли в объеме на 18±3% к 14 суткам экспе-
римента, однако следов прорастания спор при этом не 
наблюдали. Споры, проращиваемые на предметных 
стеклах и инкубируемые при температуре 26–30 °С, 
не изменили своей морфологии в ходе всего времени 
эксперимента.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных экспериментов уста-

новлено, что комбинированная гомогенизация с 
использованием погружного блендера и вибрационного 
измельчителя, а также очистка полученной суспензии 
при помощи центрифугирования является наиболее 
эффективным методом получения посевного материала 
спор трюфелевых грибов. Полученные результаты были 
подтверждены при помощи проращивания спор трюфелей 
на агаризованных питательных средах и микроскопиче-
ского контроля. Использование данного метода может 
быть полезным для обеспечения более эффективного 
и быстрого прорастания спор трюфелевых грибов на 
различных субстратах в лабораторных контролируемых 
условиях. Принимая во внимание обнаруженное отсут-
ствие трюфелевых грибов в посевном материале рос-
сийских поставщиков, разработанный метод может быть 
применим для грибоводства и полезен при формиро-
вании производств черных трюфелевых грибов.
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