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ба может быть результатом реакции грибов на
стрессовое воздействие растения�хозяина или
окружающей среды (Morton, 1988).

Общий анализ структур, формируемых АМ, а
также отсутствие скрученных в кольца гиф гриба
внутри клеток коры, свойственных парис типу
АМ, позволяет заключить, что для люцерны хме�
левидной характерен арум тип арбускулярной ми�
коризы с грибом G. intraradices. Полученные нами
данные согласуются с литературными о широком
распространении именно арум типа у представи�
телей бобовых (Pawlowska et al., 1996), а также с
данными, полученными для люцерны слабоусе�
ченной (Medicago truncatula), которая образует тот
же тип АМ (Smith et al., 2004). Однако известно,
что растения даже одного рода (но разных видов)
могут образовывать различные типы АМ – арум
(Arum), парис (Paris) или промежуточный (Interme�
diate) (Muthukumar, Tamilselvi, 2010; Burni, Hus�
sain, 2011). Показано, что на одном растении могут
формироваться разные типы АМ в зависимости
от вида микосимбионта (Dickson, 2004) и, наобо�
рот, один гриб может формировать разные типы
АМ на разных видах растений. Например, G. in�
traradices образует арум тип АМ с луком�пореем
(Allium porrum) и парис тип АМ с асфоделюсом
дудчатым (Asphodelus fistulosus) (van Aarle et al.,
2005). С. Диксон представил наиболее подробную
интерпретацию 8 подтипов формируемой расте�
ниями АМ (Dickson, 2004). Вероятно, тип АМ за�
висит не только от генотипов растения�хозяина и
микосимбионта, но и от условий взаимодействия
партнеров симбиоза. Тогда можно предположить,
что и растения одного вида в разных условиях мо�
гут формировать разные типы АМ. Однако это
предположение еще не нашло подтверждения.

Результаты нашего исследования показали,
что уже на начальном этапе развития растения (к
14 сут) формируются все основные структуры
АМ. Данные по содержанию фосфора (табл. 2) в
растениях люцерны свидетельствуют в пользу то�
го, что уже к этому сроку (фаза 1 настоящего ли�
ста) АМ принимает активное участие в регуляции
роста люцерны в условиях недостатка фосфатов в
почве. На более поздних этапах (с 35 сут) наблю�
далось вторичное проникновение гриба в корни

люцерны (рис. 3з). Об активном развитии АМ мо�
жет свидетельствовать и выявленная нами спо�
собность межклеточного мицелия вплотную под�
ступать к зоне деления клеток кончика корня
(рис. 3и–к). Следует отметить, что в этой части
корня гриб образует не только гифы, но и арбу�
скулы (рис. 3и, арбускула указана толстой стрел�
кой) и везикулы (рис. 3к, везикула указана жирной
стрелкой). Несмотря на такой тесный симбиоз лю�
церны хмелевидной с АМ�грибом G. intraradices, по�
следний не представляется паразитом, а, наоборот,
способствует значительному усилению роста расте�
ния�хозяина (рис. 1, табл. 3). Видимо, такое тесное
взаимодействие может быть объяснено облигатно
микотрофным статусом люцерны в условиях низ�
кого уровня Рд в почве.

Дальнейший анализ развития АМ показал, что
на 49 сут у люцерны хмелевидной наблюдается
наличие в корне не только везикул с одной оболоч�
кой как на первых этапах микоризации (рис. 3в), но
и с двумя оболочками (рис. 3ж, везикула указана
жирной стрелкой). Общеизвестно, что везикулы
имеют одну оболочку и выступают в роли органов
накопления запасных энергетических веществ,
главным образом липидов (Bago et al., 2002; van
Aarle, Olsson, 2003). На более поздних сроках (на
88 сут) эти везикулы приобретают вид непрозрач�
ных, более крупных и округлых структур (рис. 3м).
Такие везикулы можно, по�видимому, считать
спорами или аналогичными структурами, по�
скольку данные визуальных наблюдений, прове�
денных с использованием стереоскопического
микроскопа Stemi 2000, показали, что такие ново�
образования АМ способны израстать мицелием в
водной среде на чашках Петри. Обычные везику�
лы с одной оболочкой такой способностью не об�
ладают. И.М. ван Аарль и П.А. Олсон также обна�
ружили на подорожнике (Plantago lanceolata L.)
как внутрикорневые споры, так и везикулы АМ
(van Aarle, Olsson, 2003). Ряд авторов предполага�
ет, что везикулы АМ являются начальной стадией
развития спор (Sсhenck, Pérez, 1988; Fortin et al.,
2002). В настоящей работе показано, что у сильно
микотрофной люцерны хмелевидной уже в нача�
ле плодоношения (на 49�е сут) формируются не
только внутрикорневые споры (рис. 4а), образую�

Рис. 3. Развитие структур АМ в корнях люцерны хмелевидной. На рис. 3а стрелка указывает начало заражения АМ; на
рис. 3б стрелки указывают на арбускулы; на рис. 3в тонкие стрелки указывают на арбускулы, жирные – на везикулы;
на рис. 3г тонкие стрелки указывают на развивающиеся молодые арбускулы, жирные – на активные развитые арбу�
скулы; на рис. 3д тонкими стрелками указаны разрушающиеся арбускулы, жирной – активная арбускула; на рис. 3е
стрелкой указана везикула в виде интеркалярного вздутия; на рис. 3ж тонкой стрелкой указана тройная везикула, жир�
ной – везикула с двойной оболочкой; на рис. 3з стрелкой указан апрессорий, образованный в результате вторичного
проникновения АМ�гриба в корень; на рис. 3и–3к тонкой стрелкой указано наличие мицелия в непосредственной
близости от зоны деления клеток кончика корня; на рис. 3и жирной стрелкой указано наличие арбускул, на рис. 3к
жирной стрелкой указана везикула; на рис. 3л стрелками указан толстый мицелий АМ�гриба, сопоставимый по раз�
мерам с сосудами центрального цилиндра корня люцерны; на рис. 3м тонкими стрелками указаны везикулы – споры,
распирающие корень, жирной стрелкой – кончик корня. На рис. 3а представлена АМ на 7 сут от высадки проростков,
на рис. 3б–3в – на 14�е сут, на рис. 3г–3е – на 28�е сут, на рис. 3ж–3л – на 49�е сут, на рис. 3м – на 88�е сут. Размер
масштабной линейки составляет 100 мкм.
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щиеся из везикул гриба, но и внекорневые вто�
ричные споры (рис. 4б). 

Основной морфологической особенностью
АМ, образуемой люцерной, является формирова�
ние на поздних сроках развития (в фазу плодоно�
шения) мощного внутрикорневого мицелия, кото�
рый достигает толщины в 8–12 мкм и сопоставим
по толщине с сосудами центрального цилиндра
(рис. 3л). Например, мицелий в корнях растений
двулетней люцерны тоньше в 2–3 раза и сопоста�
вим по толщине с внекорневым (экстраматри�
кальным), который согласно полученным нами и

литературным данным составляет для грибов АМ
рода Glomus 3.5–5.5 мкм. Следует отметить, что
содержание фосфора в расчете на 1 растение (вы�
раженное в мг на 1 растение) не снижалось (оно
легко рассчитывается перемножением соответ�
ствующих значений в табл. 1 и 2), содержание
фосфора в растениях постоянно возрастало как
для надземных частей, так и для корней, что сви�
детельствовало о том, что в фазу плодоношения
(к 49 сут) растение�хозяин не остановилось в раз�
витии, а поступление симбиотрофного фосфора
продолжало возрастать к этому сроку. Таким об�

Рис. 4. Споры АМ�гриба (рис. 4а–б) и структуры АМ (рис. 4в–з) в фазу плодоношения люцерны. На рис. 4а жирной
стрелкой указана овальная внутрикорневая спора гриба, тонкой стрелкой – грушевидная везикула гриба; на рис. 4б
тонкой стрелкой показано образование вторичной внекорневой споры гриба, а толстой стрелкой – вторичный ап�
прессорий; на рис. 4в–з представлены микрофотографии АМ, где “в” – растительные вакуоли, “мг” – межклеточные
гифы гриба, “вг” – внутриклеточная гифа гриба, “ц” – растительная цитоплазма, “а” – ветви арбускул, “нд” – начало
деградации ветви арбускулы, “д” – деградирующие (рис. 4з) и деградированные (рис. 4д) ветви арбускул. На рис. 4а–
4з представлена АМ в фазу плодоношения люцерны (на 49�е сут). Размер масштабной линейки на рис. 4а и 4б состав�
ляет 100 мкм, на рис. 4в–д, 4ж – 2 мкм), на рис. 4е – 5 мкм, на рис. 4з – 1 мкм.
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разом, полученные морфологические данные мо�
гут свидетельствовать об активном участии АМ в
метаболизме сильно микотрофной люцерны,
включая фазу плодоношения, что подтверждает�
ся данными о высоком содержании фосфора в
тканях микоризованных растений против расте�
ний без АМ. 

Анализ электронных микрофотографий АМ
люцерны хмелевидной с грибом G. intraradices вы�
явил следующие особенности в развитии симбио�
тических структур. Показано, что клетки, не со�
держащие арбускулы, характеризуются развитой
вакуолью (рис. 4в), как и клетки мезодермы кор�
ней люцерны в варианте без инокуляции АМ�
грибом. В клетках, содержащих молодые арбуску�
лы, наблюдается наличие (значительное разви�
тие) цитоплазмы (рис. 4г). В клетках с более зре�
лыми арбускулами площадь цитоплазмы на срезе
меньше (рис. 4ж). Исследование показало, что
межклеточные гифы (рис. 4в) не вызывают такого
развития цитоплазмы в соседних клетках, как и
внутриклеточные гифы в той же клетке (рис. 4е).
На рис. 4е в средней части представлены 3 круп�
ные клетки эндодермы, выше клетки центрально�
го цилиндра корня (здесь клетки флоэмы), а ниже –
клетки мезодермы. Показано, что у исследуемого
сильно микотрофного растения гриб G. intraradi�
ces не проникает в клетки эндодермы и флоэмы
(рис. 4е). Таким образом, паразитического разви�
тия АМ�гриба в корне люцерны хмелевидной вы�
явлено не было. При этом АМ�гриб, как правило,
больше всего развивался в наиболее глубоких
слоях мезодермы. На рис. 4з зафиксировано на�
чало деградации ветви арбускулы. На рис. 4д по�
казано, что в одной клетке растения�хозяина мо�
жет проходить одновременно 2 процесса: (1) за�
ключение в вакуоль и последующее разрушение
старой деградирующей арбускулы (по центру ри�
сунка, выше и правее представлены 3 зоны дегра�
дации), а также (2) активное развитие новой арбу�
скулы (слева). В работе Л.М. Якоби с соавт. (Jacobi
et al., 2003), анализируя АМ гороха посевного
(Pisum sativum L., сорт SGE и 2 симбиотических
мутанта) с G. intraradices, можно также выявить
существенное развитие цитоплазмы вокруг вет�
вей арбускул как для АМ у исходной линии, так и
для АМ у мутанта SGEFix–1 (sym40), характеризую�
щегося высоким (~90%) содержанием клеток с де�
градированными арбускулами. В работе М. Виш�
невска и В. Голиновски проведен анализ клеток
табака (Nicotiana tabacum L., сорт Samsun), мико�
ризованных грибом G. mosseae Nicol. & Gerd.
(Wishnevska, Golinowski, 2011). Сопоставление
полученных данных показало, что зрелые арбу�
скулы у N. tabacum также имеют значительное ко�
личество тонких ветвей, окруженных цитоплазмой
клетки растения�хозяина, растительная вакуоль
также сильно фрагментирована, а коллапсирован�
ные ветви деградирующих арбускул плотно упа�

кованы. Согласно гипотезе зрелые арбускулы
разрушаются в результате чего ортофосфат, на�
копленный грибом в гранулах, поглощается клет�
кой растения�хозяина (Brown, King, 1982; Смит,
Рид, 2012). 

Координация в развитии АМ 
и развитии сильно микотрофного растения

Сравнительный анализ статистических дан�
ных об изменении частоты встречаемости основ�
ных структур АМ в ходе развития растения, пред�
ставленных в табл. 4, позволил выявить два клю�
чевых этапа развития АМ: 

1) 7–14 сут от высадки проростков характери�
зовались становлением основных структур АМ,
причем наблюдалось резкое увеличение количе�
ственных характеристик микоризации;

2) 21–28 сут отличались значимым снижением
по всем количественным характеристикам мико�
ризации (по F снижение составило 21%) с после�
дующим их восстановлением к 35 сут (табл. 4).

Следует отметить, что выявленные периоды
соответствуют изменению развития растения�хо�
зяина. На 7–14 сут происходит последовательное
развитие первого округлого листа люцерны и на�
чало образования боковых корней. Этот этап сме�
няется развитием первого настоящего (тройного)
листа и вторичным ветвлением корней. Ветвле�
ние корней растений, согласно литературным
данным, тесно скоординировано с развитием
симбиотических структур гриба в корнях расте�
ний (Marsh, Schultze, 2001). В нашем исследова�
нии показано, что при появлении первых боко�
вых корней у растений происходило проникнове�
ние гриба в корни и развитие внутрикорневого
мицелия, а при образовании вторичных боковых
корней наблюдалось активное развитие арбускул.
Следовательно, наличие первого выявленного
нами этапа обусловлено интенсивным развитием
АМ (см. встречаемость – F в табл. 4). Показатель F
быстро выходит на “плато” – уже на момент реги�
страции арбускул и везикул с 7 на 14 сут. Встреча�
емость микоризы, начиная с этого периода, прак�
тически не изменяется, а колеблется в пределах
70–80% (табл. 4). Отмечено также очень высокое
обилие арбускул в расчете на микоризованную
часть корней (а) – более 80% на протяжении всего
раннего периода развития АМ (табл. 4). Вероятно,
это определяется облигатномикотрофным стату�
сом люцерны хмелевидной по отношению к АМ�
грибу G. intraradices, который выражен в призна�
ках карликовости растений без микоризы по от�
ношению к нормальному развитию растений с АМ,
выращенных на почве с низким уровнем фосфора
(Юрков и др., 2007). Гриб АМ усиливает фосфат�
ное питание растений люцерны хмелевидной,
снимая эффект подавления роста в условиях низ�
кого уровня фосфора в почве, т.е. способствует
адаптации растений. В свою очередь растение�хо�
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зяин на ранних этапах активно развивается, что
характеризуется увеличением числа листьев.
Происходит усиление работы ассимиляционного
аппарата растений люцерны хмелевидной (Юр�
ков, Семенов, 2008; Юрков и др., 2010). Тем са�
мым увеличивается снабжение микосимбионта уг�
леводами, что приводит к еще более интенсивному
развитию АМ (Koide, Mosse, 2004). Стимулирую�
щий эффект АМ может сказываться на содержании
хлорофилла, увеличении площади листовой по�
верхности и скорость фиксации СО2. Показано, что
АМ усиливает приток продуктов фотосинтеза в
корни, где они могут использоваться микосим�
бионтом (Nemec, Vu, 1990; Paradi et al., 2003). 

В период с 14 на 21 сут АМ у люцерны полно�
стью сформировалась и перешла в состояние ди�
намического равновесия, показатели микориза�
ции фактически не менялись (табл. 4). Однако за�
тем в период с 21 на 28 сут наблюдалось снижение
обилия симбиотических структур в корнях. Имен�
но в этот период происходит переход растений в
фазу стеблевания (рис. 4). Вероятно, интенсифи�
кация роста растений люцерны и в следствие с
этим перераспределение потоков ассимилятов и
привела к снижению показателей микоризации к
28 сут с последующим восстановлением их значе�
ний уже через неделю (табл. 4). Таким образом,
АМ – это динамическая структура, развитие ко�
торой может, как усиливаться, так и подавляться
растением�хозяином.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммируя полученные результаты, следует за�
ключить, что растения люцерны хмелевидной об�
разуют с грибом G. intraradices арум тип арбускуляр�
ной микоризы. По данным трансмиссионной элек�
тронной микроскопии корней люцерны было
показано, что клетки мезодермы микоризованных
корней, не содержащие арбускулы, как и клетки
корней в варианте без инокуляции АМ�грибом ха�
рактеризуются развитой вакуолью. Наибольшее
развитие цитоплазмы (площадь среза, занятая ци�
топлазмой) наблюдается в клетках, содержащих мо�
лодые арбускулы. Межклеточные гифы не вызыва�
ют такого развития цитоплазмы в соседних клетках,
как и внутриклеточные гифы в той же клетке.

Выявлена способность межклеточного мице�
лия вплотную подступать к зоне деления клеток
кончика корня, причем АМ�гриб формирует не
только мицелий, но и арбускулы, и везикулы. Не�
смотря на это, в исследовании показан мутуалисти�
ческий характер симбиоза; не было обнаружено ни
одного проникновения гриба G. intraradices в клетки
центрального цилиндра корня растения�хозяина,
которое характерно для паразитических грибов.

В корне люцерны идентифицированы все фа�
зы развития и размножения АМ�гриба, что указы�
вает на активное использование микосимбионтом
питательных субстратов растения�хозяина. С дру�

гой стороны, показано, что поступление фосфора
в микоризованные растения существенно усили�
валось на всех фазах развития – не только в фазу
стеблевания, но и в фазы цветения и плодоноше�
ния (табл. 2). Так, симбиотическая эффектив�
ность АМ, рассчитанная как прибавка содержа�
ния фосфора в растениях, была достоверной и на
14�е, и на 28�е и на 49�е сут от посадки (табл. 3).
Данные по содержанию фосфора в тканях расте�
ний, а также по его выносу подтверждают тот
факт, что АМ находилась в активном состоянии
постоянно, наблюдается повышение симбиоти�
ческой эффективности с развитием растения�хо�
зяина (табл. 3). Эти результаты свидетельствуют
об эффективном и активном взаимодействии
партнеров симбиоза, при котором растение�хозя�
ин способно как усиливать микоризацию, так и
подавлять развитие АМ�гриба в корне (табл. 4),
обеспечивая собственный рост и развитие. 

Работа выполнена при государственной фи�
нансовой поддержке ведущих университетов Рос�
сийской Федерации (субсидия 074�U01), гранта
Президента РФ (МК�5964.2013.4), гранта РФФИ
15�29�02753 офи_м и с использованием оборудо�
вания РЦ “Развитие молекулярных и клеточных
технологий” СПбГУ (проект № 109�98).
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The main phases of arbuscular mycorrhiza (AM) development were analyzed in black medick (Medicago lupulina)
with Glomus intraradices. Methods of light and transmission electron microscopy were used to investigate AM. The
first mycorrhization was identified on the seventh day after sowing. M. lupulina with AM�fungus Glomus intraradi�
ces formed Arum type of AM. Roots of black medick at fruiting stage (on the 88th day) were characterized by the
development of forceful mycelium. The thickness of mycelium was comparable with the vascular system of root
central cylinder. The development of vesicules into intraradical spores was shown. Micelium, arbuscules, and vesi�
cules developed in close vicinity to the division zone of root tip. This might be evidence of an active symbiotic in�
teraction between partners. All stages of fungal development and breeding, including intraradical spores (in inter�
cellular matrix of root cortex), were identified in the roots of black medick, which indicated an active utilization of
host plant nutrient substrates by the mycosymbiont. Plant cell cytoplasm extension was identified around young
arbuscular branches but not for intracellular hyphae. The presence of active symbiosis was confirmed by increased
accumulation of phosphorus in M. lupulina root tissues under conditions of G. intraradices inoculation and low
phosphorus level in the soil. Thus, black medick cultivar�population can be characterized as an ecologically obli�
gate mycotrophic plant under conditions of low level of available phosphorus in the soil. Specific features of AM
development in intensively mycotrophic black medick, starting from the stage of the first true leaf until host plant
fruiting, were evaluated. The obtained plant�microbe system is a perspective model object for further ultracytolo�
gical and molecular genetic studies of the mechanisms controlling arbuscular mycorrhiza symbiotic efficiency, in�
cluding selection and investigation of new symbiotic plant mutants.

Keywords: arbuscular mycorrhiza, Medicago lupulina, black medick, Glomus intraradices, arbuscular mycorrhizal
fungus, symbiotic structures, arbuscules, vesicles, spores, light mycroscopy, electron microscopy


