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Арбускулярная микориза (АМ) способна улучшать состояние растений в условиях дефицита элементов
минерального питания в почве, особенно фосфора (Р). В настоящее время механизм, задействованный
в регуляции эффективного симбиоза АМ грибов и растений неизвестен, поэтому важно найти подходы
для понимания характера взаимоотношений партнеров в микоризе. Во многом этому могут способ-
ствовать исследования с участием сильномикотрофных растений и мутантов растений с дефектами в
развитии арбускул и везикул. В условиях микровегетационного опыта было изучено влияние двух спо-
собов инокуляции грибом Rhizophagus irregularis на структуру и эффективность АМ у мутантной и ис-
ходной линий сильномикотрофной люцерны хмелевидной. Мутант отличается от исходной линии тем,
что в условиях дефицита фосфорного питания имеет признак полукарликовости и образует АМ со сла-
боразвитыми арбускулами и везикулами. В опыте с мутантом показана способность АМ гриба к коло-
низации коры корня межклеточными гифами при низкой встречаемости арбускул. Это указывает на
способность облигатного микосимбионта усваивать углеводы из апопласта без участия арбускул. Об-
разование АМ у мутанта не оказывало влияние на рост растений и содержание общего фосфора в соло-
ме. Дефекты в системе регуляции симбиотической активности АМ и слабое развитие арбускул и вези-
кул указывают на неспособность мутанта образовать полноценные арбускоциты. Образование АМ у
исходной линии люцерны способствовало значительному приросту, как урожая соломы, так и содер-
жания в ней общего фосфора по сравнению с растениями без АМ. Полученные данные свидетельству-
ют о возможности регуляции экологической эффективности АМ у сильномикотрофного растения пу-
тем подбора оптимальных условий инокуляции.

Ключевые слова: инокулят, симбиотический мутант, структурная организация арбускулярной микори-
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ВВЕДЕНИЕ

Арбускулярная микориза (АМ) – это широко
распространенная в природе ассоциация корней
растений с грибами отдела Glomeromycota. Около
80% видов наземных травянистых и кустарнико-
вых растений, в том числе многие сельскохозяй-
ственные культуры, образуют АМ (Selivanov, 1980;
Smith, Read, 2008). АМ способствует адаптации
растений при низкой доступности питательных
элементов (особенно Р, Zn, Cu, и др.) и воды в
почве, мобилизации защитных механизмов от
корневых патогенов, стимуляции роста путем вы-
работки гормонов, что приводит к увеличению

жизнеспособности отдельных особей и видов в
природных популяциях (Smith, Read, 2008). По-
лезные свойства АМ обусловливают актуальность
исследований по расшифровке механизмов, обес-
печивающих эффективность микоризации. Ре-
зультаты этих исследований могут найти приме-
нение в селекции растений на повышение продук-
тивности и устойчивости к фитопатогенам, и
будут способствовать разработке системы биоло-
гического земледелия.

Способность АМ улучшать рост растений в
большей степени может быть обусловлена увели-
чением поступления фосфора (Р) из почвы в кор-
ни через сеть внекорневых гиф гриба. Принято
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считать, что АМ грибы не способны к гидролизу
фосфорорганических соединений и мобилизации
нерастворимых минеральных фосфатов. Доступ-
ной формой Р для них, также как и для растений,
являются анионы ортофосфорной кислоты (Bag-
yaraj et al., 2015). Благодаря развитию сети вне- и
внутрикорневых гиф минеральные вещества по-
ступают из почвы в корень и освобождаются внут-
ри клеток кортекса через арбускулы, врастающие
в клетки корня сильно ветвящиеся гифы (Jakob-
sen et al., 1992; Javot et al., 2007).

АМ грибы – облигатные симбиотрофы и пол-
ностью зависят от растения-хозяина (Smith, Read,
2008). В кортикальной части корня они развивают
сеть межклеточных гиф, арбускул и везикул (или
вегетативных спор). Для роста и развития им тре-
буется большое количество энергии и углерода, в
основном в виде липидов и гликогена, которые
транспортируются к растущим кончикам гиф (Ba-
go et al., 2003). Растение жертвует грибу до 20% фо-
тосинтатов. Долгое время считалось, что гексозы
являются основной формой углерода, поставляе-
мой растением грибу через арбускулы (Shachar-
Hill et al., 1995). Таким образом, арбускулы рас-
сматриваются как структуры, где происходит вза-
имообмен такими полезными ресурсами, как фос-
фор и углеводы. Предполагалось также, что АМ
грибы используют сахара для биосинтеза липи-
дов, которые, как известно, выполняют разнооб-
разные функции в организме, как то сохранение
энергии и формирование мембран, окружающих
каждую из его клеток (Pfeffer et al., 1999). Тем не
менее, было показано, что биосинтез de novo жир-
ных кислот (ЖК), необходимых грибу для образо-
вания липидов наблюдается только внутри коло-
низированных корней и не наблюдается во
внекорневом мицелии или спорах (Pfeffer et al.,
1999; Trépanier et al., 2005). Это поставило под со-
мнение способность АМ грибов самостоятельно
синтезировать ЖК.

Как следует из литературных источников (Key-
mer et al., 2017), недавно проведенные исследова-
ния на Lotus japonicus и мутантах с дефектами в об-
разовании арбускул дают основание считать, что
растение-хозяин питает АМ гриб не только саха-
рами, но также жирными кислотами. Keymer et al.
(2017) установили, что эти растения имели мута-
ции в некоторых генах, которые активировались
только в арбускоцитах и были включены в продук-
цию ЖК. По определению Gaude et al. (2012) аб-
рускоциты это кортикальные клетки корня, в ко-
торых образуются грибные арбускулы. Из литера-
турных источников известно, что при развитии
арбускул в арбускоцитах происходит ряд струк-
турных перестроек, а именно увеличивается чис-
ленность липид-продуцирующих пластид, кото-
рые вместе с другими органеллами (такими как
эндоплазматический ретикулум) изменяют свои
позиции и собираются по соседству с арбускула-

ми, что свидетельствует о высокой метаболиче-
ской активности (Lohse et al., 2005; Ivanov, Harri-
son, 2014).

Полное секвенирование генома модельных
грибов Rizophagus irregularis, Gigaspora margarita и
G. rosea показало, что в их геноме отсутствуют ге-
ны, ответственные за синтез ферментов участвую-
щих в синтезе de novo 16 : 0 ЖК, типичных для жи-
вотных и большинства грибов (Wewer et al., 2014;
Tang et al., 2016). При этом стало известно, что не-
смотря на неспособность АМ гриба синтезировать
достаточное количество 16 : 0 ЖК, его геном коди-
рует энзиматические механизмы для элонгации
16 : 0 ЖК до длинных цепей и для десатурации ЖК.

АМ грибы способны неспецифично колонизи-
ровать огромный ряд растений. При этом они зна-
чительно варьируют в своей популяционной био-
логии, экологической специфичности и симбио-
тической активности (Giovannetti, Gianinazzi-
Pearson, 1994; Yurkov et al., 2017). В современной
научной литературе они рассматриваются как
важные почвенные микроорганизмы, с помощью
которых можно и нужно решать проблему дефи-
цита фосфорного питания сельскохозяйственных
растений.

Большая часть исследований взаимодействия
растений и АМ грибов ведется на мутантах расте-
ний. Первые мутанты с дефектами в развитии АМ
были получены в 1989 г. (Duc et al., 1989). Эти ра-
боты продолжаются до настоящего времени. С по-
мощью мутантов были выявлены гены растения-
хозяина, задействованные на разных этапах ста-
новления микоризного симбиоза (Borisov et al.,
2000; Wegel, 1998, и др.). В последнее время, благо-
даря полученным новым мутантам с дефектами в
развитии арбускул на растениях Medicago truncatu-
la (Luginbuehl et al., 2017) и Lotus japonicus (Keymer
et al., 2017), а также благодаря разработке новых
технологических приемов исследования, стало
возможным глубже изучить взаимодействия рас-
тения и АМ гриба на генетическом и молекуляр-
ном уровнях. Однако, несмотря на достигнутые
успехи механизм, задействованный в создании
эффективного микоризного симбиоза, неизвестен.
Поэтому остается актуальным изучение особенно-
стей взаимодействия компонентов микоризного
симбиоза с участием сильномикотрофных расте-
ний и мутантов растений с отклонениями в разви-
тии микоризы и ее эффективности.

Для разработки данного направления нами бы-
ла предпринята попытка получить мутанты с от-
клонениями в эффективности АМ на однолетней
самоопыляющейся люцерне хмелевидной (Medi-
cago lupulina L.). С этой целью из сортопопуляции
ВИК32 путем индивидуального отбора была полу-
чена сильномикотрофная линия для проведения
мутагенеза с применением этилметансульфоната
(Yurkov et al., 2009). Потенциальный симбиотиче-
ский мутант люцерны хмелевидной с признаками
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полукарликовости был отобран из популяции рас-
тений поколения М2, высаженных на стерилизо-
ванный почвенно-песчаный субстрат с низким
содержанием доступного для питания растений
фосфора (Рд) в условиях инокуляции Rhizophagus
irregularis (Kurenkov et al., 2013). Первые потомки
отобранного потенциального мутанта показали
способность к образованию микоризы, которая в
силу своей нечеткой структурной организации
была названа “аморфной”. Проверки на симбио-
тическую эффективность микоризы у потенци-
альных мутантов проводились эпизодически и по-
казали отрицательные результаты. Анализ на ста-
бильность наследования мутантных признаков у
потенциальных мутантов проводился в ряду 3–
11 поколений при выращивании в одинаковых
вегетационных условиях Инокуляция грибом
R. irregularis осуществлялась путем нанесения ми-
коризованных корней плектрантуса южного (Plec-
tranthus australis R.Br.) на корни проростков
люцерны при посадке.

В задачу настоящей работы входило изучить
особенности структурно-функциональной орга-
низации микоризы у исходной (mleam-7) и му-
тантной (mlelam-6) линий люцерны хмелевидной
при двух способах инокуляции грибом Rhizophagus
irregularis. Первый способ – инокуляция микори-
зованными корнями, используется в лаборатор-
ных экспериментах с сильномикотрофными расте-
ниями, такими как люцерна хмелевидная. Второй
способ – инокуляция путем подсадки микоризован-
ной рассады, используется в лабораторных экспери-
ментах со слабомикотрофными растениями, на-
пример, такими как горох посевной (Rosewarne
et al., 1997). Выбор направления исследования
был обусловлен поиском новых фенотипических
проявлений в микоризе мутанта, характеризую-
щих взаимоотношения растения-хозяина и мико-

симбионта, а также поиском условий влияющих на
экологическую эффективность микоризного сим-
биоза люцерны хмелевидной.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Линия mleam-7 была

получена путем индивидуального отбора из попу-
ляции примитивного сорта ВИК32 однолетней
самоопыляющейся люцерны хмелевидной (M. lu-
pulina L. subsp. vulgaris Koch), предоставленного
НИИ кормов им. В.Р. Вильямса (Stepanova, 2009).
Растение слабо адаптировано к низкому уровню
Рд в почве, образует эффективный симбиоз с Rhi-
zophagus irregularis в этих условиях. В ассоциации с
грибом R. irregularis образует типичную микоризу
arum-типа (рис. 1, а). Линия получила рабочее на-
звание mleam-7 (Medicago lupulina with effective
AM). Она характеризуется среднеранним сроком
созревания и высокой продуктивной способно-
стью – до 2000 семян с растения при выращива-
нии на хорошо окультуренной почве.

Другим объектом исследования служила му-
тантная линия люцерны хмелевидной c рабочим
названием mlelam-6 (M. lupulina with effectless AM),
являющаяся потомком в 11-м поколении потен-
циального симбиотического мутанта с признака-
ми полукарликовости (Kurenkov et al., 2013). Му-
тант mlelam-6 образует микоризу в ассоциации с
Rhizophagus irregularis, которая, в отличие от мико-
ризы исходной линии mleam-7, имеет более мел-
кие и тонкие арбускулы и слаборазвитые (суб-
тильные) везикулы (рис. 1, в, г). По показателям
микоризации, отражающим рост межклеточных
гиф мутант mlelam-6 мало отличается от исходной
линии mleam-7 в условиях инокуляции микоризо-
ванными корнями плектрантуса. При выращива-
нии на почве с низким Рд образование АМ у му-

Рис. 1. Арбускулярная микориза исходной mleam-7 (а) и мутантной mlelam-6 (б, в) линий люцерны хмелевидной (давле-
ные препараты корней): А – арбускула, В – везикула, М – внутрикорневой межклеточный мицелий, Л – капля липидов.
Линейка – 100 мкм.

100 мкм 100 мкм(а) (б) (в)100 мкм

A

A
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танта не приводило к существенному увеличению
продуктивности растений и накоплению в них об-
щего Р по сравнению с растениями без АМ. При
этом мутант положительно отзывается на внесе-
ние минерального фосфорного удобрения. На хо-
рошо окультуренной почве мутант mlelam-6 харак-
теризуется средним сроком созревания и продук-
тивной способностью до 500 семян с растения.
Мутант mlelam-6 и линия mleam-7 хранятся в кол-
лекции института сельскохозяйственной микро-
биологии (ФГБНУ ВНИИСХМ, г. Санкт-Петер-
бург).

Для посадки готовили 3-дневные прорости лю-
церны. С этой целью семена скарифицировали с
помощью тонкой наждачной бумаги, затем обра-
батывали концентрированной серной кислотой (в
течение 8 мин) для стерилизации поверхности и
промывали кипяченой и стерилизованной водой.
Семена проращивали в стерильных условиях.

Грибной материал. Для микоризации растений
использовали эндомикоризный гриб R. irregularis,
штамм RCAM00320 из коллекции ФГБНУ
ВНИИСХМ (зарегистрированный также в Евро-
пейском банке гломусовых как изолят BEG 144).
Гриб был выделен в 1980 г. из корней кукурузы,
выращиваемой в монокультуре на слабоокульту-
ренной дерново-подзолистой пахотной почве Ле-
нинградской обл. (Гатчинский р-н). Характеризу-
ется как высокоактивный в симбиозе со многими
сельскохозяйственными культурами на слабо- и
среднеокультуренных почвах. В коллекции гриб
поддерживается в открытой горшечной культуре
на плектрантусе южном, согласно методу Boudar-
ga-Dexheimer (1990).

Для решения поставленной задачи готовили
инокуляты с R. irregularis двух типов. В первом слу-
чае инокулятом служили микоризованные и не-
микоризованные (в контроле) корни плектранту-
са. Для получения корней плектрантус выращива-
ли с инокуляцией R. irregularis и без инокуляции в
течение 6 мес. По истечении этого времени корни
извлекали, отмывали от почвы кипяченой и сте-
рилизованной водой и измельчали. Встречаемость
АМ в корнях плектрантуса на момент их исполь-
зования в качестве инокулята составила 60%.
Измельченный свежий корневой материал в не-
большом количестве (менее спичечной головки)
помещался на корни проростков люцерны при
посадке.

Во втором случае для инокуляции брали мико-
ризованную и немикоризованную (в контроле)
рассаду лука-шалота (сорт Перо Жар-Птицы). Для
получения рассады семена лука предварительно
высевали в стерилизованный почвенно-песчаный
субстрат, куда вносили микоризованные и неми-
коризованные (контроль) корни плектрантуса.
В возрасте 4-х месяцев рассаду вынимали, корни
отмывали от почвы кипяченой и стерилизованной
водой и высаживали по 1 растению на сосуд при

посадке проростков люцерны. Встречаемость АМ
в корнях лука в этот период составила 40%.

Субстрат для выращивания растений. Для при-
готовления субстрата брали дерново-подзолистую
легкосуглинистую залежную почву с рНKCl 4.9, со-
держанием органического вещества 3%, Р2О5 и
К2О по Кирсанову – 3.5 и 7.0 мг/100 г почвы соот-
ветственно, гидролитической кислотностью –
3.3 мг-экв/100 г почвы, суммой подвижных осно-
ваний – 9.8 мг-экв/100 г почвы. Воздушно-сухую
почву известковали до рН = 6.2 из расчета 1 мг-экв
гидролитической кислотности (1.65 г СаСО3 на
1 кг почвы), смешивали с кварцевым песком в со-
отношении 4 : 1 и стерилизовали автоклавирова-
нием 1 ч при давлении 2 атм., дважды.

Условия выращивания растений и уборка. Расте-
ния выращивали при искусственном освещении в
стандартных условиях. В пластиковые стаканы
емкостью 220 г субстрата было высажено по два
проростка люцерны (повторность опыта 5-крат-
ная). Люцерну убирали на 43-е сутки от посадки
на стадии вегетации. Определяли следующие по-
казатели роста и продуктивности растений: высо-
ту стебля, сухую массу соломы, общее содержание
Р в соломе. Фосфор определяли по методу Truog –
Meyer (Sokolov, 1975), после озоления раститель-
ной массы в смеси серной и хлорной кислот по
Ginzburg-Shcheglova (1960). Эффективность ми-
коризного симбиоза (Эфф.) рассчитывали по по-
казателям урожая соломы и содержания в ней об-
щего Р у микоризованных (М) и немикоризованных
(бМ) растений по формуле: Эфф.% = (М – бМ) ×
× 100/бМ.

Корни растений при уборке отмывали от поч-
вы и высушивали при температуре 34°С, чтобы из-
бежать загнивания при хранении. Для визуализа-
ции внутрикорневых структур гриба проводили
мацерацию корней, а затем окраску трипановым
синим по методу Phillips-Hayman (1970). Перед
мацерацией высушенные корни предварительно
размачивали, помещая их в пробирки с водой, и
нагревая на водяной бане в течение 1 ч.

Показатели интенсивности микоризообразо-
вания определяли по методу Trouvelot et al. (1986)
с использованием световой микроскопии при
120-кратном увеличении. С этой целью готовили
давленые препараты окрашенных корней (по 4 в
каждом варианте), помещая образцы между двумя
предметными стеклами, смоченными глицери-
ном. Структурную организацию микориз оцени-
вали по таким показателям, как встречаемость
микоризной инфекции в конях (F, %), интенсив-
ность роста межклеточных гиф в корнях (М, %),
интенсивность роста межклеточных гиф в мико-
ризованной части корня (m, %), интенсивность
образования арбускул в корнях (А, %), обилие ар-
бускул в микоризованной части корня (a, %), ин-
тенсивность образования везикул в корнях (B, %),
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обилие везикул в микоризованной части корня (b, %).
Для подсчета среднестатистических показателей
микоризации использовали компьютерную про-
грамму Mycorrhiza 1.0 на платформе Microsoft Excel.
Программа адаптирована для работы в операци-
онной системе Windows и в интерактивном режи-
ме дает оценочное значение показателей микори-
зации и расчетное число полей зрения, необходи-
мое для достижения заданного уровня точности
(Vorobyov et al., 2016).

Достоверность различий между средними зна-
чениями исследованных показателей оценивалась
с помощью t-критерия Стъюдента при 5%-м уровне
значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как показали цитологические исследования

микоризованных корней исходной линии mleam-7,
проведенные с помощью световой микроскопии,
инокуляция АМ грибом с использованием в каче-
стве инокулята как микоризованных корней плек-
трантуса, так и микоризованной рассады (расте-
ние-няня), привела к образованию типичной АМ
arum-типа (рис. 1, а). При этом различия между
вариантами инокуляции по показателю F были
несущественны, но тенденция положительного
влияния подсадки растения-няни имела место
(F в первом случае составила 42.6 ± 5.3%, а во
втором 52.5 ± 6.2% (табл. 1). В то же время суще-
ственные различия были выявлены между вариан-
тами инокуляции по показателям М, а, В и b. Так,
инокуляция люцерны путем подсадки растения-
няни способствовала более интенсивному росту
межклеточного мицелия в корнях (М = 25.6 ± 2.8%)
по сравнению с инокуляцией путем внесения ми-
коризованных корней (М = 16.8 ± 1.7%) (табл. 1).
При этом в первом случае обилие арбускул в АМ
было существенно меньше (а = 25.5 ± 2.1%), а
везикул больше (В = 2.9  ± 0.5%, b = 11.4 ± 1.6%),
чем во втором (a = 50.6 ± 4.5%; В = 0.6  ± 0.2%,

b = 4.5 ± 0.7%). Сравнительно низкие показате-
ли a (%) в варианте с подсадкой лука могли быть
следствием менее интенсивного образования ар-
бускул или же результатом их деградации вслед-
ствие ускорения развития АМ. В пользу второй
версии указывают сравнительно высокие показа-
тели обилия везикул (b,%) в этом варианте (табл. 1).
При этом установить истинную причину столь
значительных различий между вариантами иноку-
ляции по показателю а (%) можно будет только
исследуя динамику развития АМ в онтогенезе. Та-
ким образом, полученные результаты указывают
на то, что использование для инокуляции исход-
ной линии mleam-7 приема подсадки растения-
няни способствовало более интенсивному росту
межклеточного мицелия, существенно увеличи-
вало долю везикул и снижало долю арбускул в АМ,
по сравнению с инокуляцией микоризованными
корнями.

Инокуляция исходной линии mleam-7 АМ гри-
бом, как с применением микоризованных корней
плектрантуса, так и с использованием приема
подсадки растения-няни, привела к достоверному
повышению урожая соломы по сравнению с соот-
ветствующим контролем (без АМ): в первом слу-
чае прирост составил 21.8 ± 3.9%, во втором –
47.2 ± 10.6% (табл. 2). Таким образом, установле-
но, что способ инокуляции путем подсадки расте-
ния-няни был более эффективен по сравнению с
локальным внесением микоризованных корней.
Возможно, сравнительно высокий урожай соло-
мы микоризованных растений в варианте с под-
садкой растения-няни явился следствием более
интенсивной колонизации корней люцерны АМ
грибом за счет увеличения числа проникновений
внекорневых гиф гриба микоризы лука. В целом
полученные данные указывают на возможность
регуляции экологической эффективности АМ у
сильномикотрофной люцерны хмелевидной пу-
тем подбора оптимальных условий инокуляции.

Таблица 1. Структурная организация микоризы у исходной (mleam–7) и мутантной (mlelam–6) линий люцерны хме-
левидной при двух способах инокуляции грибом Rhizophagus irregularis

Примечание: представлены доверительные интервалы для генеральных средних при 5% уровне значимости

Варианты опыта Показатели микоризации, %

Линия 
люцерны

Способ
инокуляции
АМ грибом

F M m A a B b

И
сх

од
на

я
(m

le
am

–
7) Корнями 

плектрантуса с АМ 42.6 ± 5.3 16.8 ± 1.7 40.0 ± 4.8 8.6 ± 1.3 50.6 ± 4.5 0.6 ± 0.2 4.5 ± 0.7

Подсадка лука с 
АМ 52.5 ± 6.2 25.6 ±2.8 48.7 ± 5.0 6.5 ± 1.0 25.5 ± 2.1 2.9 ± 0.5 11.4 ± 1.6

М
ут

ан
тн

ая
(m

le
la

m
–

6) Корнями 
плектрантуса с АМ 38.5 ± 3.6 16.8 ± 1.8 43.6 ± 3.5 2.0 ± 0.4 11.6 ± 1.3 0.2  ± 0.1 1.1 ± 0.2

Подсадка лука с 
АМ 84.2 ± 10.0 66.0 ± 8.9 78.3 ± 10.3 2.9 ± 0.6 4.4 ±  0.7 2.4 ± 0.6 3.6 ± 0.6



МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ  том 54  № 3  2020

ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ 179

Микоризация исходной линии mleam-7 спо-
собствовала повышению содержания общего Р в
соломе, по сравнению с соответствующим кон-
тролем (без АМ) (табл. 2). При этом обращает на
себя внимание то, что содержание Р в соломе ми-
коризованных растений в вариантах с различной
инокуляцией было одинаковым: 1.28 ± 0.22% Р2О5
(инокуляция корнями) и 1.26 ± 0.19% Р2О5 (иноку-
ляция подсадкой рассады), несмотря на значи-
тельные различия между этими вариантами по
урожаю соломы (41.9 ± 3.3 мг и 62.1 ± 5.8 мг, соот-
ветственно), а также по показателям интенсивно-
сти образования арбускул в микоризе (50.6 ± 4.5 %
и 25.5 ± 2.1 %, соответственно) (табл. 1). У немико-
ризованных растений линии mleam-7 наблюдается
та же тенденция: содержание общего Р в соломе
было одинаковым в вариантах с внесением кор-
ней и подсадкой растения-няни, а именно 0.73 ±
0.08% Р2О5 и 0.75 ± 0.11% Р2О5, соответственно,
несмотря на существенные различия по урожаю
соломы (34.4 ± 1.9 мг на сосуд и 42.2 ± 3.6 мг на
сосуд, соответственно). Полученные данные мо-
гут свидетельствовать о двух метаболических
уровнях надземных частей сильномикотрофной
люцерны, каждый из которых соответствует опре-
деленному микоризному статусу, а именно – с АМ
и без АМ. Это заключение находит подтверждение
и в литературных источниках. Так сообщается,
что в ответ на микоризную колонизацию происхо-
дили изменения метаболома корней Medicago trun-
catula (Schliemann et al., 2008). Schweiger et al.
(2014) пришли к заключению, что изменения в ме-
таболических ответах на микоризацию в листьях
M. truncatula являются специфичными, и обуслов-
лены высокой симбиотической способностью
данного вида; отмечено также независимое от ви-

довой принадлежности растения увеличение со-
держания общего Р в листьях в ответ на образование
АМ с участием Rhizophagus irregularis.

Исследование микоризы мутанта mlelam-6 по-
казало, что для нее характерно образование более
мелких и тонких арбускул, по сравнению с тако-
выми у исходной линии (рис. 1, в). Кроме того,
микориза мутанта значительно уступала микоризе
исходной линии по обилию арбускул (табл. 1).
Так, при инокуляции микоризованными корнями
у мутанта А = 2.0 ± 0.4%, а = 11.6 ± 1.3%, тогда как
у исходной линии эти показатели были суще-
ственно выше, а именно А = 8.6 ± 1.3%, а = 50.6 ±
± 4.5%. При инокуляции растений подсадкой рас-
сады наблюдалась та же закономерность: у мутан-
та, А = 2.9 ± 0.6%, а = 4.4 ± 0.7, тогда как у исход-
ной линии, А = 6.5 ± 1.0%, а = 25.5 ± 2.1%. Кроме
того, установлено, что инокуляция подсадкой
рассады снижала обилие арбускул в АМ мутанта,
по сравнению с инокуляцией корнями. Так, в пер-
вом случае а = 4.4 ± 0.7 %, тогда как во втором
а = 11.6 ± 1.3%. Таким образом, по результатам
анализа микоризы у мутанта и исходной линии
просматривается общая тенденция: инокуляция
подсадкой рассады снижала обилие арбускул в
микоризе по сравнению с инокуляцией корнями.

Для АМ мутанта было характерно образование
слаборазвитых (субтильных) везикул (рис. 1, б),
которые отличались от везикул в микоризе исход-
ной линии, хорошо выполненных и имеющих
внутри капли липидов (таковые хорошо просмат-
риваются в давленых препаратах окрашенных
корней) (рис. 1, а). Слабое развитие везикул в АМ
мутанта, возможно, является следствием того, что
АМ гриб, облигатный симбиотроф, недополучает
необходимые для своего развития источники

Таблица 2. Агробиологические показатели исходной (mleam-7) и мутантной (mlelam-6) линий люцерны хмелевид-
ной при двух способах инокуляции грибом Rhizophagus irregularis и в отсутствие инокуляции

Примечание. Представлены доверительные интервалы для генеральных средних при 5% уровне значимости; *Р < 0.05 при
сравнении с соответствующим вариантом без АМ.

Варианты Масса соломы Содержание общего
фосфора в соломе

Линии люцерны Способ инокуляции АМ 
грибом мг/сосуд

Прирост 
к соответствую-
щему контролю 

(без АМ), %

Р2О5, %

Прирост 
к соответствую-
щему контролю 

(без АМ), %

Исходная линия 
(mleam-7)

подсадка лука без АМ 42.2 ± 3.6 0.75 ± 0.11
подсадка лука с АМ 62.1 ± 5.8* 47.2 ± 10.6 1.26 ± 0.19* 68.0 ± 12.8
корнями плектрантуса без АМ 34.4 ± 1.9 0.73 ± 0.08
корнями плектрантуса с АМ 41.9 ± 3.3* 21.8 ± 3.9 1.28 ± 0.22* 75.3 ± 13.9

Мутантная линия 
(mlelam-6)

подсадка лука без АМ 23.9 ± 2.2 0.56 ± 0.06
подсадка лука с АМ 20.0 ± 1.9 –16.3 ± 3.9 0.58 ± 0.08 3.6 ± 0.3
корнями плектрантуса без АМ 21.3 ± 2.2 0.60 ± 0.08
корнями плектрантуса с АМ 22.8 ± 2.2 7.0 ± 1.1 0.60 ± 0.08 –0.0 ± 0.3
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энергии в виде ЖК или липидов. Такое возможно,
если мутантное растение не поставляет ЖК грибу,
поскольку, как следует из литературных источни-
ков, R. irregularis неспособен самостоятельно син-
тезировать жирные кислоты (Wewer et al., 2014).
По свидетельству Keymer et al. (2017) в растении
дикого типа гриб получает этот источник энергии
в норме от растения-хозяина.

Показано, что подсадка растения-няни стиму-
лировала образование везикул в микоризе мутанта
по сравнению с инокуляцией путем внесения кор-
невого инокулята. Так, в варианте с подсадкой лу-
ка В = 2.4 ± 0.6%, b = 3.6 ± 0.6%, а в варианте с
инокуляцией микоризованными корнями В =
= 0.2 ± 0.1 %, b = 1.1 ± 0.2 % (табл. 1). Поскольку,
подобное наблюдалось и у исходной линии mleam-7,
следовательно, можно говорить об общей тенден-
ции зависимости скорости развития АМ у люцер-
ны хмелевидной от способа инокуляции.

При анализе структурной организации АМ у
мутанта mlelam-6 были выявлены существенные
различия между вариантами инокуляции по таким
показателям как F, М, m, а, B и b (табл. 1). Обраща-
ет на себя внимание тот факт, что использование
для инокуляции приема подсадки растения-няни
привело к значительному усилению роста меж-
клеточного мицелия в корнях мутанта, о чем сви-
детельствуют значения показателей F, M и m. Так,
если при инокуляции микоризованными корнями
F = 38.5 ± 3.6%, M = 16.8 ± 1.8%, m = 43.6 ± 3.5%,
то при подсадке микоризованной рассады эти по-
казатели были равны 84.2 ± 10.0%, 66.0 ± 8.9% и
78.3 ± 10.3%, соответственно. В вариантах с под-
садкой растения-няни мутант значительно пре-
восходил также исходную линию mleam-7 по этим
показателям, где F = 52.5 ± 6.2%, M = 25.6 ± 2.8%
и m = 48.7 ± 5.0% (табл. 1).

Полученные результаты косвенно свидетель-
ствуют о том, что облигатный микосимбионт по-
лучает необходимые углеводы (фотосинтаты) для
роста межклеточных гиф непосредственно из апо-
пласта корня, без значительного участия в этом
арбускул. Сделано предположение, что в растени-
ях дикого типа, способных формировать полно-
ценные арбускоциты, АМ гриб образует арбуску-
лы именно с целью получения ЖК от растения-
хозяина. Как следует из литературных источни-
ков, арбускоциты действительно имеют прямое
отношение к продукции ЖК (Keymer et al., 2017).

Анализ мутанта по показателям продуктивно-
сти показал, что образование АМ при разных спо-
собах инокуляции не привело к существенным из-
менениям урожая соломы и содержания в ней об-
щего Р, по сравнению с соответствующим
контролем (без АМ) (табл. 2). Так, при использо-
вании приема инокуляции с подсадкой микоризо-
ванного растения-няни урожай соломы составил
20.0 ± 1.9 мг на сосуд, содержание Р2О5 в соломе –
0.58 ± 0.08%, тогда как в контроле (без АМ) эти

показатели были равны 23.9 ± 2.2 мг и 0.56 ±
± 0.06%, соответственно. Похожие результаты
были получены и при инокуляции микоризован-
ными корнями: урожай соломы составил 22.8 ±
± 2.2 мг на сосуд, содержание Р2О5 в соломе –
0.60 ± 0.08 %, тогда как в варианте без АМ эти по-
казатели были 21.3 ± 2.2 мг и 0.60 ± 0.08%, соответ-
ственно.

На основании наблюдений мутанта mlelam-6
можно предположить, что отсутствие реакции на
микоризацию, слабое развитие арбускул и везикул
могли быть вызваны сбоем в развитии арбускоци-
тов и биосинтезе (или транспорте) в них ЖК, не-
обходимых микосимбионту. Как уже упомина-
лось во введении, арбускоциты у растений дикого
типа отличаются высокой метаболической актив-
ностью (Ivanov, Harrison, 2014; Lohse et al., 2005),
при этом в них активируются ряд генов, ответ-
ственных за биосинтез липидов, необходимых для
микосимбионта (Gaude et al., 2012).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наблюдения за структурно-функциональной

организацией арбускулярной микоризы, образо-
ванной у мутантной (mlelam-6) линии люцерны
хмелевидной в ассоциации с R. irregularis при двух
способах инокуляции (микоризованными корня-
ми и подсадкой микоризованной рассады) позво-
лили выявить особенности внутрикорневого ро-
ста АМ гриба облигатного микросимбиотрофа, а
именно роста межклеточных гиф без заметного
участия арбускул.

На примере исходной линии (mleam-7) показа-
на так же возможность регуляции экологической
эффективности микоризы у сильномикотрофного
растения путем подбора оптимальных условий
инокуляции.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (проекты №№ 08-04-13744-офи-ц, 19-016-
00197-а).
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Study of the Structural and Functional Organization of Arbuscular Mycorrhiza
in the Initial and Mutant Lines of Black Medic (Medicago lupulina) at Different Methods 

of Inoculation with the Fungus Rhizophagus irregularis

S. V. Zheleznyakova, V. K. Lebedevaa, R. V. Smetanina, and L. M. Jacobia,#

a All-Russia Institute for Agricultural Microbiology, St. Petersburg, Russia
#e-mail: lidija-jacobi@yandex.ru

A comparative analysis of the structural organization and efficiency of the arbuscular mycorrhiza (AM) of the
Medicago lupulina initial (mleam-7) and the mutant line (mlelam-6) lines, characterized by semy-dwarf pheno-
type and abortive arbuscules and vesicules, was carried out in vegetation experiment with two modes of inocula-
tion by Rhizophagus irregularis. The first mode is the inoculation by mycorrizal roots and second – by mycorrizal
seedlings. Mycorrhizal roots of initial and mutant lines were analyzed using light microscopy. The efficiency of
plant mycorrhization was estimated by yield of straw and by phosphorus (Р) content in shoots compared to con-
trol (plants without AM). In the experiment with mutant and inoculation by replanting mycorrhizal seedlings,
the obligate symbiotrophic fungus ability to colonize the root cortex by intercellular hyphae with a low ability to
form arbuscules was shown. This indicates the ability of AM fungus to absorb carbohydrates from the apoplast
without the participation of arbuscules. The formation of AM in the mutant did not affect the growth of plants
and the total P content in the shoots under both methods of inoculation. Defects in the regulation system of AM
symbiotic activity and weak development of arbuscules and vesicles indicate the inability of the mutant to form
full-fledged arbuscocytes. The formation of AM in initial line mleam-7 favour the increase of shoots yield and P
content in shoots compared to control (plants without AM). Moreover,  judging by the shoots yield, the efficien-
cy of AM inoculation by replanting mycorrhizal seedlings was significantly higher than by mycorrhizal roots. The
obtained data indicate the possibility of regulating the ecological efficiency of AM in highly mycotrophic plants
by selection of the optimal inoculation conditions.

Keywords: ecological efficiency of mycorrhiza, inoculum, Medicago lupulina, Rhizophagus irregularis, structural
organization of arbuscular mycorrhiza, symbiotic mutant
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