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ВЗАИМООТНОШЕНИЯ ЭНДОМИКОРИЗНЫХ ГРИБОВ
С МИКРООРГАНИЗМАМИ РИЗОСФЕРЫ

L A B U T O V A N. M. INTERACTIONS BETWEEN ENDOMYCORRHIZAL FUNGI

AND RHIZOSPHERE MICROORGANISMS

Ризосфера является активно изменяющейся средой, где взаимодействуют микро-
организмы, корни растений и абиотические компоненты почвы — минеральные и ор-
ганические вещества, почвенный раствор и почвенные газы (Azcon-Aguilar, Barea,
1992; Lindermann, 1992; Barea, 1997; Gryndler, Hrselova, 1998; Kennedy, 1998; Bowen,
Rovira, 1999; Barea, 2000). Основой для формирования и функционирования ризосфе-
ры, с одной стороны, является растение, которое поставляет фотосинтаты и органиче-
ское вещество в виде отпада и опада, а с другой — прикорневые микроорганизмы,
влияющие на состав корневых выделений и снабжающие растение доступными эле-
ментами питания (Werner, 1998).

Кеннеди (Kennedy, 1998) предложил разделить ризосферу на 3 отдельных, но
взаимосвязанных компонента, а именно: ризосфера, ризоплана и непосредственно ко-
рень. Ризосфера — зона почвы, в которой корневые выделения влияют на микробио-
логическую активность. Ризоплана — поверхность корня с адгезированными поч-
венными частицами. Корень также является частью ризосферы, так как корневые
ткани могут заселять микроорганизмы-эндофиты, которые выполняют функции под-
держки роста и защиты растений от инфекций (Kloepper, 1994; Chanway, 1996;
Duijff et al., 1997; Duijff et al., 1998; Van Loon et al., 1998; Sturz, Nowak, 2000).

Различают две основные группы микроорганизмов, обитающих в ризосфере: сап-
ротрофы и симбионты. Среди этих микроорганизмов присутствуют грибы и бакте-
рии, которые могут оказывать на растения положительное и отрицательное действие.
Так, почвообитающие фитопатогены отрицательно влияют на развитие и продуктив-
ность растений (Weller, Tomashow, 1994; Neаl et al., 1996). В то же время в ризосфере
обитают грибы и бактерии, которые осуществляют разложение органического веще-
ства и трансформируют элементы питания в доступную для растений форму. Такие
микроорганизмы, как известно, играют фундаментальную роль в функционировании
агроценоза и устойчивости естественной экосистемы (Alabouvette, Lemanceau, 1997;
Barea, 1997; Cordier et al., 1999).

К полезным бактериям относятся и так называемые «Plant growth promoting rhizo-
bacteria» (PGPR), которые колонизируют поверхность корня. PGPR включают бакте-
рии с различными жизненными циклами, активно участвующими во многих ключе-
вых процессах, таких как биологический контроль фитопатогенов, циклы питания
растений и выживаемость проростков (Haas et al., 1991; Kloepper et al., 1991; Lugten-
berg et al., 1991; Lemanceau, Alabouvette, 1993; Weller, Thomashow, 1994; Broek, Van-
derleyden, 1995; Glick, 1995; Bashan, Holguin, 1998; Barea, 2000).

Арбускулярные микоризные грибы (АМГ) и азотфиксирующие бактерии — наи-
более значимые мутуалистические симбионты растений (Barea, 1997). Образование
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микоризы — важная особенность биологии и экологии большинства наземных расте-
ний, так как формирование микоризного симбиоза влияет на их рост, абсорбцию воды
и питательных веществ, а также защищает растения от корневых патогенов (Smith,
Read, 1997). Особенностью АМГ является их одновременное присутствие во всех
компонентах ризосферы. Эти грибы обитают в ризосфере в виде гиф, спор и других
форм пропагул; колонизируют ризоплану в процессе своего взаимодействия с корнем
(Bianciotto, Bonfante, 1999); образуют интрарадикальный мицелий в тканях корня,
а арбускулы — в клетках корня. Преобладающей биоморфологической структурой
АМГ в ризосфере является мицелий. На пресимбиотической стадии в почве происхо-
дит прорастание спор АМГ, в результате которого формируются гифы. Дальнейший
рост и ветвление этих гиф приводят к образованию в почве сети ценоцитного мице-
лия. Длина такого мицелия обычно достигает 200 мм (Giovannetti et al., 1999). Значи-
тельно больше в ризосфере экстрарадикального мицелия, который формируется
после выхода гиф интрарадикального мицелия из корня в почву ризосферы. Экстра-
радикальный мицелий образует густую сеть за счет ветвления гиф и формирования
многочисленных анастомозов (Giovannetti et al., 2001). Длина экстрарадикального ми-
целия колеблется от 1.1 до 54 м/г почвы (Giovannetti et al., 2002).

Взаимодействие эндомикоризных грибов с почвообитающей микробиотой имеет
несколько аспектов. Формирование микоризы, как известно, изменяет минеральное
питание, гормональный баланс, углеродный обмен и другие стороны физиологии рас-
тений (Azсon-Aguilar, Bago, 1994; Smith et al., 1994). Помимо этого, распространяю-
щийся в почве экстрарадикальный мицелий АМГ увеличивает объем ризосферы рас-
тения (Bethlenfalvay, Schuepp, 1994). Таким образом, арбускулярно-микоризный
симбиоз изменяет химический состав корневых выделений, в то время как развитие
микоризного мицелия в почве вносит физические изменения в среду, окружающую
корни. Действие АМГ на микрофлору может быть связано и с изменением динамики
углерода в ризосфере микоризованных растений. Прежде всего мицелий эндомико-
ризных грибов является источником углерода для почвообитающих микроорганиз-
мов (Fitter et al., 2000).

Однако предполагается, что основная функция АМГ состоит в изменении распре-
деления фотосинтатов и их потребления ризосферными организмами. Выделение
компонентов, богатых углеродом, в ризосферу весьма значительно и может достигать
десятков или даже сотен миллиграммов на грамм корня в сутки (Toal et al., 2000).
Вполне вероятно, что присутствие мицелия АМГ в ризосфере, которая является зоной
обмена питательными веществами и энергией, может изменить ризосферные потоки
углерода. Это в свою очередь предполагает, что АМГ могут воздействовать и на кру-
говорот углерода в экосистемах (Fitter et al., 2000). Якобсен и Розендаль (Jokobsen,
Rosendhal, 1990) высказали гипотезу об участии эндомикоризных грибов в потоках
углерода и в неризосферной почве. По их мнению, значительная часть фотосинтатов,
поступающих в корень, может транспортироваться гифами АМГ в неризосферную
почву и поступать в окружающую среду. В неризосферной почве углерод будет ис-
пользоваться другими способами и другими почвенными организмами по сравнению
с почвой вблизи корней, где накапливается в большом количестве специфическая
микрофлора в результате влияния ризосферы.

Иммобилизация органического углерода в корнях и мицелии является другим пу-
тем воздействия АМГ на динамику этого элемента. В микоризованном растении значи-
тельная часть фотосинтатов транспортируется в мицелий гриба. Так как оборот органи-
ческого углерода, иммобилизованного в мицелии АМГ, вероятно, будет быстрее, чем
в тканях корня, размещение С в гифах вместо корневых тканей приводит к более быст-
рому обороту органического углерода в почве и увеличению его минерализации (Fit-
ter et al., 2000). Изложенные рассуждения пока что являются гипотезами, для подтверж-
дения которых необходимо проведение исчерпывающего исследования поведения
различных пулов биологически иммобилизованного углерода (Norby, Jakson, 2000).

Таким образом, функционирование эндомикоризного симбиоза приводит к сдви-
гам в потоках веществ и энергии в микоризосфере. Вызванные микоризой изменения
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количественно и качественно воздействуют на микробные популяции либо в ризос-
фере, либо в ризоплане (Barea, 1997).

Но существует и обратная связь: будучи компонентом ризосферы, АМГ испытыва-
ют воздействие ризосферной микрофлоры. Исследования взаимоотношений между эн-
домикоризными грибами и остальными компонентами микробных сообществ ризосфе-
ры показали, что популяции микроорганизмов, живущих в ризосфере, могут влиять на
развитие АМГ и формирование микоризы (Azcon-Aguilar, Barea, 1992; Linderman, 1992;
Germida, Walley, 1996). При этом многочисленные бактерии (включая актиномицеты)
и грибы взаимосвязаны со структурами эндомикоризных грибов, которые присутст-
вуют в ризосфере (Filippi et al., 1998). Так, известно, что бактерии родов Rhizobium,
Pseudomonas и Paenibacillus могут адгезироваться к гифам АМГ (Bianciotto et al.,
1996; Budi et al., 1999). Прямой контакт создает максимально благоприятные условия
для взаимодействия эндомикоризных грибов и микрофлоры ризосферы.

Влияние ризосферной микробиоты на АМГ

Установлено, что микроорганизмы ризосферы могут влиять на скорость распро-
странения арбускулярных и эктомикоризных грибов на корнях растения-хозяина (Az-
con-Aguilar, Barea, 1992). Например, было показано положительное, нейтральное или
отрицательное действие ризосферных бактерий на развитие эктомикоризного симби-
оза различных видов грибов с Pinus radiata (Bowen, Theodorou, 1979). Виды бактерий
рода Paenibacillus, изолированные из ризосферы Sorghum bicolor и проявляющие ан-
тагонистическую активность к почвенным фитопатогенным грибам, стимулировали
образование арбускулярной микоризы (Budi et al., 1999). Установлено, что результат
взаимодействия зависит от вида микроорганизмов, в том числе и микоризного гриба
(Chanway et al., 1991; Garbaye, Bowen, 1997).

Многочисленные работы свидетельствуют о том, что PGPR способны стимулиро-
вать рост эндомикоризных грибов (Mayo et al., 1986; Azcon, 1987; Linderman, Pauliz,
1990; Requena et al., 1991) и образование микоризного симбиоза (Azcon-Aquilar, Ba-
rea, 1992; Barea, 1997). На основании этого результата была предложена новая катего-
рия бактерий — «mycorrhization helper bacteria» (MHB), помогающих микоризации
(Garbaye, 1994). По мнению ряда исследователей (Garbaye, 1994; Azcon-Aguilar, Ba-
rea, 1995; Barea, 1997; Frey-Klett et al., 1997), МНВ играют важную роль в экологии
ризосферы и могут быть использованы для стимуляции мицелиального роста AMГ
или ускорения образования микоризы.

Однако ризосферные микроорганизмы не всегда оказывают положительное влия-
ние на АМГ. В экспериментах, где растения инокулировали грибом Glomus mosseae
совместно с каждым из трех штаммом Pseudomonas fluorescens, ни один бактериаль-
ный штамм не влиял на развитие гриба в корне. При этом отмечено действие эндоми-
коризного гриба на эти бактерии, которое выразилось в увеличении общей численно-
сти популяции штаммов P. fluorescens (Edwards et al., 1998).

Обнаружено, что ризосферные бактерии, которые отрицательно влияют на расте-
ния, могут мешать образованию микоризы и ее функционированию (Neаl et al., 1996).

Механизмы, ответственные за стимулирующее влияние почвенных микроорганиз-
мов на AMГ, изучены мало; неизвестно, как осуществляется передача сигнала между
бактериями и грибами при стимуляции мицелиального развития. Для объяснения эф-
фекта стимуляции были предложены различные механизмы, включающие продуци-
рование витаминов, аминокислот, фитогормонов и/или гидролитических энзимов
клеточной стенки. Некоторые из этих веществ могут непосредственно влиять на раз-
витие и рост грибных структур, тогда как другие оказывают влияние на развитие кор-
ня и его восприимчивость к инфекции (Barea et al., 2002). Согласно другой гипотезе,
действие ризосферной микробиоты может реализоваться через влияние на растение.
По современным представлениям, образование и развитие микоризного симбиоза
связано с изменениями в составе корневых выделений и гормональным балансом
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растения-хозяина. С другой стороны, известно, что в метаболитах почвенных микро-
организмов присутствуют компоненты, которые увеличивают проницаемость клеток
корня, таким образом усиливая корневые выделения. Увеличение поступления экссу-
датов может стимулировать рост мицелия АМГ в ризосфере и облегчать проникнове-
ние гриба в корень. Также известно, что гормоны растений и микроорганизмов могут
влиять на приживаемость АМГ на корне (Azcon-Aguilar, Barea, 1992, 1995).

Взаимодействия АМГ и ризосферной микробиоты,
влияющие на продуктивность растений

По современным представлениям (Barea, Jeffries, 1995; Kennedy, Smith, 1995),
продуктивность и здоровье растений зависят от разнообразия и эффективности поч-
венной микробиоты, которая является одним из основных факторов плодородия поч-
вы. С этой точки зрения, формирование арбускулярной микоризы оказывает опосре-
дованное действие на растения за счет влияния на микробные популяции в ризосфере
(Germida, Walley, 1996). Многими исследователями (Christensen, Jakobsen, 1993; Pup-
pi et al., 1994; Barea, 1997; Andrade et al., 1998; Ravnskov et al., 1999) показано, что раз-
витие эндомикоризных грибов в ризосфере влияет на выживаемость аборигенных или
интродуцированных микроорганизмов.

Наибольший интерес вызывают взаимоотношения АМГ и PGPR, так как эти мик-
роорганизмы оказывают положительное действие на рост и здоровье растений. При
совместном действии эндомикоризных грибов и PGPR часто наблюдается синергизм,
который оказывает ярко выраженное благоприятное действие на растения (Az-
con-Aguilar, Barea, 1992; Hodge, 2000). Например, совместная инокуляция гвоздики
PGPR штаммом Pseudomonas putida и AMГ вызвала дополнительное увеличение рос-
та растений по сравнению с вариантами, где гвоздика была инокулирована каждым
микроорганизмом в отдельности (Meyer, Lindermann, 1986). Аналогичные данные бы-
ли получены с растениями томата при совместной их инокуляции АМГ Glomus mos-
seae и разными видами бактерий рода Pseudomonas, которые продуцировали вещест-
ва, подавляющие рост грибов (Barea et al., 1998).

С практической точки зрения большую значимость имеют исследования взаимо-
отношений АМГ с микроорганизмами, повышающими доступность минеральных
элементов питания для растений. Формирование синергизма при взаимодействии та-
ких микроорганизмов с AMГ приводит к улучшению питания и соответственно к уве-
личению роста растения (Azcon, 1989). В перспективе эти вопросы представляют
интерес для внедрения технологий с использованием низких доз удобрений, восста-
новления круговорота питательных веществ после любого процесса почвенной дегра-
дации (Gianinazzi, Schuepp, 1994; Jeffries, Barea, 2000) и естественной растительности
на деградированных землях (Miller, Jastrow 1994; Barea, Jeffries, 1995).

Большой интерес вызывают взаимоотношения эндомикоризных грибов и азот-
фиксирующих бактерий, поскольку они имеют колоссальное значение для поступле-
ния азота в систему «почва—растение» (Barea, 1997). Роль AMГ в улучшении образо-
вания клубеньков и усилении фиксации азота при тройном симбиозе признана сейчас
повсеместно. В результате исследований с использованием изотопа N15 был установ-
лен факт увеличения азотфиксации при тройном симбиозе и определено дополните-
льное количество фиксированного азота. Такого рода исследования позволили коли-
чественно оценить вклад эндомикоризы в процесс фиксации азота (Barea et al., 1996;
Tobar et al., 1996; Toro et al., 1998). Причиной увеличения продуктивности растений
при формировании тройного симбиоза часто является повышение их устойчивости
к водному и солевому стрессу. Установлено, что в результате взаимодействия клу-
беньковых бактерий и АМГ возрастает продукция растительных гормонов, полиами-
нов, пролина и активность фотосинтеза, т. е. факторов, которые вовлечены в механиз-
мы защиты от стрессов (Goicoechea et al., 1995, 1997, 1998). Также было показано, что
смягчение водного стресса может происходить за счет старения клубеньков, вызван-
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ного инокуляцией растений АМГ (Ruiz-Lozano et al., 2001). Аналогичным образом эн-
домикоризный симбиоз поддерживает функционирование ризобиального симбиоза
в условиях солевого стресса (Azcon, El-Atrash, 1997).

До сих пор остается открытым вопрос о физиологических и биохимических осно-
вах взаимоотношений AMГ и бактерий рода Rhizobium, в результате которых увели-
чивается продуктивность бобовых растений. Общепринятой является точка зрения,
согласно которой основное влияние эндомикоризного симбиоза на активность клубе-
ньковых бактерий объясняется улучшением питания растения-хозяина (Barea et al.,
1992). Однако при колонизации корня или формировании клубенька могут быть и ло-
кальные взаимодействия между АМГ и клубеньковыми бактериями. Взаимодействие
между бактериями рода Rhizobium и эндомикоризным грибом также может происхо-
дить до колонизации корня этими микроорганизмами (Azcon-Aguilar, Barea, 1992; Ba-
rea et al., 1997). Так, известно явление взаимной стимуляции клубеньковых бактерий,
относящихся к родам Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
и AMГ. В результате экспериментов, проведенных в ризосфере, показано, что в при-
сутствии ризобий увеличивалось число точек проникновения AMГ в корни расте-
ния. Предполагается, что стимуляция обусловлена возрастанием экссудации корня,
вызванной полисахаридами бактерий рода Rhizobium и увеличением продукции фи-
тогормонов под действием ризобий или других бактерий, присутствующих в почве.
Также установлено, что на питательной среде в отсутствие растения клубеньковые
бактерии стимулировали развитие мицелия при прорастании спор эндомикоризных
грибов (Azcon-Agquilar, Barea, 1992).

На развитие взаимоотношений обоих симбионтов при формировании тройного
симбиоза влияет генотип растения-хозяина (Monzon, Azcon, 1996). При этом для
достижения высокой эффективности такого симбиоза прежде всего должны быть
подобраны эффективные пары: бактерии рода Rhizobium—AMГ (Azcon et al., 1991;
Ruiz-Lozano, Azcon, 1993).

Многие ризосферные бактерии могут положительно влиять на формирование
и эффективность тройного симбиоза, в результате чего улучшается развитие растений
и прежде всего корневой системы, увеличивается поглощение питательных веществ
и фиксация азота. При этом наблюдаются специфические взаимоотношения между
микробными компонентами комбинаций, а результат этих взаимодействий сказы-
вается на реакции растения. Так, некоторые PGPR улучшают образование клубеньков
Rhizobium sp. (Halverson, Handelsman, 1991; Staley et al., 1992; Azcon, 1993). По мне-
нию некоторых исследователей (Schloter et al., 1997), в ряде случаев взаимодействие
между PGPR и бактериями рода Rhizobium происходит в микоризосфере.

Помимо азотфиксирующих клубеньковых бактерий, эндомикоризные грибы взаи-
модействуют и с другими ризосферными бактериями, которые влияют на доступ-
ность элементов питания для растений. Эксперименты in vitro показали, что многие
почвенные микроорганизмы способны к высвобождению фосфатных ионов из труд-
норастворимых неорганических и органических фосфорных соединений (Whitelaw,
2000). Эндомикоризные грибы могут взаимодействовать с фосфатмобилизующей
микробиотой, вызывая синергетический эффект (Barea et al., 1997). Так, в опытах с Р32

было показано, что поступление в растения фосфора при внесении в почву его труд-
норастворимых соединений (горные породы) является результатом взаимодействия
фосфатмобилизующих PGPR и АМГ. При этом PGPR вели себя как МНВ, улучшая
выживаемость интродуцированных или аборигенных эндомикоризных грибов. По-
скольку бактерии не изменяли вес и длину корня, предполагается, что они стимулиро-
вали развитие АМГ в почве до колонизации корня. Двойная инокуляция значительно
увеличила биомассу растений, а также накопление азота и фосфора в растительных
тканях. Использование изотопа Р32 показало, что при совместной инокуляции фосфат-
мобилизующими PGPR и АМГ растения потребляли фосфор из ранее недоступных
источников. По-видимому, ризосферные/микоризосферные взаимодействия способ-
ствовали биохимическому круговороту фосфора и поддерживали постоянную постав-
ку питательных элементов в растения (Toro et al., 1997).

7



Известно, что в благоприятных условиях PGPR рода Azospirillum улучшают разви-
тие растений и повышают урожай (Bashan, 1999). Было установлено, что эти бактерии,
влияя на морфологию, архитектуру и физиологию корневых систем, ускоряют образо-
вание микоризы. С другой стороны, показано, что AMГ могут увеличивать
выживаемость интродуцированных бактерий рода Azospirillum в ризосфере расте-
ния (Volpin, Kapulnik, 1994). Эти и другие примеры (Gryndler, Hrselova, 1998; Kim et al.,
1998; Belimov et al., 1999; Vosatka, Gryndler, 1999, 2000) показали, что совместная ино-
куляция растений АМГ и селекционными штаммами бактерий часто вызывает улуч-
шение роста растения и увеличение поглощения им питательных веществ. Однако во
многих случаях трудно связать положительное действие микоризы исключительно
с изменением физиологии минерального питания или поглощения воды растением.

Взаимодействия при биологическом контроле корневых патогенов

Хорошо известно, что при формировании арбускулярно-микоризной ассоциации
растения меньше страдают от почвообитающих фитопатогенов. Однако увеличение
сопротивляемости/устойчивости растения происходит не во всех случаях при форми-
ровании симбиоза и демонстрируется не всеми AMГ. Кроме того, эффект биоконтро-
ля эндомикоризные грибы проявляют не ко всем фитопатогенам. Условия окружаю-
щей среды могут быть определяющими факторами в проявлении защитного действия
(Azсon-Aguilar, Barea, 1996; Barea et al., 1996; Barea, 1997).

Анализ литературы показывает, что АМГ, по-видимому, обладают несколькими
механизмами для подавления фитопатогенов. Одна из гипотез предполагает, что за-
щитное действие АМГ опосредовано через растение. При образовании симбиоза про-
исходят изменения в физиологии организма-хозяина, которые влияют на состав кор-
невых выделений (Azcon-Aguilar, Bago, 1994; Smith et al., 1994). Это в свою очередь
приводит к качественным и количественным изменениям в микробных популяциях
ризосферы, в том числе и микоризосферы. По мнению ряда авторов (Azcon-Aguilar,
Barea, 1992; Linderman, 1994; Azcon-Aguilar, Barea, 1996), такие изменения могут вли-
ять на развитие болезней растений.

Согласно другому предположению, защитное действие АМГ опосредовано через
микробиоту и связано с увеличением антагонистической активности в ризосфере ми-
коризованных растений. Установлено, что при образовании эндомикоризного сим-
биоза может происходить стимуляция определенных компонентов автохтонной
микробиоты, которые являются антагонистами корневых патогенов. Так, было обна-
ружено, что количество спорангиев и зооспор, образуемых в культуре Phytophthora
cinnamomi, было меньше при обработке экстрактами ризосферной почвы микоризо-
ванных растений, чем при обработке этого гриба такими же экстрактами из ризосфе-
ры немикоризованных растений (Meyer, Linderman, 1986). В других экспериментах
наиболее эффективные актиномицеты-антагонисты были выделены из ризосферы ми-
коризованных растений. Более поздние исследования подтвердили эти результаты
и показали, что уровень антагонистической активности ризосферной микрофлоры за-
висит от присутствия AMГ, почвенных условий и растения-хозяина (Linderman, 1994;
Azcon-Aguilar, Barea, 1996). Аргументом в пользу последней гипотезы являются резу-
льтаты исследований защитного действия АМГ в ассоциациях с ризосферными бак-
териями-антагонистами, которые используются как средство для биологического
контроля корневых патогенов (Linderman, 1994; Nemec, 1997; Barea et al., 1998).
В случае, когда эффективность защиты такой ассоциации была выше, чем каждого
организма в отдельности, микроорганизмы были совместимы друг с другом и прояв-
ляли синергетическое действие (Alabouvette, Lemanceau, 1997). Это было показано
в экспериментах с АМГ, специфичными штаммами флуоресцентных псевдомонад
и грибом Fusarium oxysporum (Lemanceau, Alabouvette, 1991; Lemanceau et al., 1995).
Аналогичные результаты были получены со штаммами Paenibacillus sp., которые дей-
ствовали синергетически с эндомикоризным грибом и увеличивали устойчивость рас-
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тений томата к почвообитающим патогенным грибам, в особенности к Phytophthora
parasitica (Budi et al., 1999).

Пока что мало известно о молекулярных основах микробного антагонизма и учас-
тии селектированных штаммов PGPR в индуцировании системной устойчивости рас-
тений. Очевидно только, что AMГ и PGPR могут иметь несколько молекуляр-
ных механизмов биоконтроля (Kloepper, 1994; Cook et al., 1995; Chen et al., 1996; Van
Loon et al., 1998).

Для создания биопрепаратов защитного действия на основе ассоциаций бакте-
рий-антагонистов и АМГ большое значение имеет совместимость микроорганизмов
и влияние бактерий на эндомикоризный гриб. Ряд исследователей (Calvet et al., 1993;
Barea et al., 1998; Edwards et al., 1998) считают, что антагонисты, которые входят в со-
став биопрепаратов, в большинстве случаев не подавляют развитие эндомикоризных
грибов. Так, определенные виды AMГ и флуоресцентных псевдомонад, стимулирую-
щие рост растения, могут существовать вместе в пределах одной клетки корня. Такие
результаты были получены на растениях томата, инокулированных АМГ и бактерия-
ми Paenibacillus sp., которые положительно влияли на продуктивность растений и
проявляли защитное действие (Barea et al., 2002). В некоторых случаях бактерии-ан-
тагонисты грибных патогенов могут даже улучшать развитие микосимбионта и спо-
собствовать образованию эндомикоризного симбиоза (Linderman, 1994; Barea et al.,
1998; Edwards et al., 1998; Budi et al., 1999).

Микоризосфера

В результате проведенных исследований были обнаружены специфичные измене-
ния в среде, окружающей микоризный мицелий. Линдерман (Linderman, 1992) назвал
почвенное пространство, на которое воздействуют экстрарадикальные гифы АМГ,
«микоризосферой». Основным фактором, обусловливающим «эффект микоризосфе-
ры» (Barea, 1997), является поступление высокоэнергетических органических соеди-
нений, которые выделяет мицелий эндомикоризных грибов. Однако обогащение этой
специфической среды органическими соединениями, вероятно, намного меньше, чем
ризосферы (Andrade et al., 1997). Поэтому численность бактерий в микоризосфере го-
раздо ниже, чем в ризосфере. Обнаружены различия и в качественном составе бакте-
рий микоризосферы и окружающей почвы. Прокариоты, выделенные с поверхности
гиф AMГ, являются главным образом грамотрицательными. В то же время в ризосфе-
ре и неризосферной почве присутствуют как грамотрицательные, так и грамположи-
тельные бактерии (Vosatka, 1996). Наиболее тесные взаимоотношения в микоризо-
сфере складываются между АМГ и бактериями, которые заселяют поверхность гиф
гриба. Описаны бактериальные биопленки, которые образовывались вокруг гиф экто-
микоризных (Sen et al., 1992) и эндомикоризных грибов (Bianciotto et al., 1996; Filip-
pi et al., 1998). С помощью электронного и лазерного конфокального микроскопиро-
вания установлено, что многие PGPR и клубеньковые бактерии могут образовывать
толстую оболочку на гифах АМГ (Bianciotto et al., 1996).

Поскольку PGPR являются колонизаторами корня, было выдвинуто предполо-
жение, что адгезию бактерий к корням и к гифам грибов обеспечивают сходные ме-
ханизмы. Сравнительно давно установлено, что на первой стадии прикрепления
бактерий к поверхности корня участвуют пили, фимбрии и жгутики. Их роль была
продемонстрирована для множества фитопатогенных бактерий и PGPR в раститель-
но-микробных взаимодействиях (Vandebroek, Vanderleyden, 1995). На второй стадии
действуют внеклеточные углеводные полимеры, которые отвечают за закрепление
бактерий на поверхности растения (Smit et al., 1992). Кроме того, внеклеточные поли-
сахариды (ВПС) формируют матрикс, который объединяет бактериальные колонии
в биопленках (Costerton et al., 1995).

Исследования, проведенные с мутантами Azospirillum brasilense, Rhizobium legu-
minosarum и Pseudomonas fluorescens, обладающими различной способностью к про-
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дуцированию внеклеточных полисахаридов, показали, что ВПС играют решающую
роль в процессе адгезии и формирования биопленок как на корне, так и на структурах
AMГ. Так, у штаммов Azospirillum brasilense и Rhizobium leguminosarum со снижен-
ной продукцией ВПС происходило уменьшение количества клеток, адгезированных
на обеих поверхностях (Bianciotto et al., 2001а). Аналогичные данные были получены
в результате исследования штаммов Pseudomonas fluorescens, продуцирующих разное
количество внеклеточных полисахаридов. Было показано, что дикий штамм P. fluo-
rescens с относительно низким содержанием полисахаридов в метаболитах плохо ад-
гезировался к гифам Gigaspora margarita. В то же время мутанты P. fluorescens
(штаммы CHA211 и CHA213H) с повышенной способностью к продукции ВПС обра-
зовывали плотный бактериальный слой на грибных структурах (Bianciotto et al.,
2001в). Полученные результаты свидетельствуют о том, что по крайней мере in vitro
ВПС участвуют в прикреплении бактерий к корням и поверхности АМГ. Можно с бо-
льшой долей вероятности предполагать, что и в естественных условиях ВПС играют
важную роль в создании микоризосферного сообщества.

Пока что имеется немного информации о влиянии микробиоты микоризосферы на
эндомикоризные грибы. Изучение бактерий, выделенных с мицелия АМГ, показало,
что они не обладали выраженным стимулирующим действием на развитие Glomus
claroideum. В отличие от них среди бактерий, изолированных из ризосферной почвы,
были обнаружены штаммы, которые стимулировали развитие G. claroideum. При
этом количество бактерий, положительно влияющих на рост гиф G. claroideum, было
выше в почве агроценоза, чем в почве естественного фитоценоза. Однако штаммы,
которые стимулировали рост этого гриба в наибольшей степени, были выделены
из почвы естественного фитоценоза (Gryndler et al., 2000). Функцию микоризосфе-
ры многие исследователи определяют как своеобразный «мост» для связанных
со структурами АМГ бактерий и грибов в процессе колонизации ризосферы (Bianciot-
to et al., 1996; Filippi et al., 1998; Budi et al., 1999).

Исследование основ взаимоотношений на клеточном уровне между AMГ и PGPR
микоризосферы имеет и практическое значение, например для создания эффективно-
го смешанного биопрепарата. Использование штаммов PGPR с хорошими адгезивны-
ми свойствами позволит уменьшить стресс микроорганизмов инокулюма, вызванный
высушиванием, усилить процесс заселения корня и увеличить на его поверхности
плотность бактерий, внесенных с биопрепаратом. Адгезивные свойства бактерий мо-
гут быть улучшены путем селекции видов с высокой выработкой внеклеточных поли-
сахаридов. Вероятно, есть и другое направление практического использования штам-
мов, продуцирующих большое количество ВПС. Исследования in vitro показали, что
у PGPR с высокой противогрибной активностью в ВПС накапливались вещества, ко-
торые ингибировали рост грибов (Schnider et al., 1997). Если антигрибная активность
PGPR будет иметь прямую корреляцию с толщиной образуемой ими биопленки на
мицелии, то количество продуцируемых ВПС можно использовать как критерий для
отбора штаммов при создании биопрепаратов защитного действия.

Эндосимбионты эндомикоризных грибов

По-видимому, наиболее тесное взаимодействие АМГ и почвообитающих бакте-
рий складывается при формировании эндосимбиоза. В 1970 г. были впервые описаны
«подобные бактериям организмы», изолированные из структур АМГ, которые разви-
вались в клетках растения-хозяина (Mosse, 1970; Scanerrini, Bonfante, 1991). На осно-
вании морфологических признаков и результатов молекулярных исследований бакте-
риеподобные организмы, выделенные из клеток Gigaspora margarita BEG 34, были
идентифицированы как истинные бактерии, принадлежащие к роду Burkholderia
(Bianciotto et al., 1996; Bianciotto et al., 2000). Позднее внутриклеточные бактериаль-
ные симбионты были отнесены к новому таксону, который получил название Condi-
datus Glomeribacter gigasporum (Bianciotto et al., 2003).
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Поскольку бактерии рода Burkholderia были впервые обнаружены в спорах и ги-
фах гриба G. margarita BEG 34, выделенного из почвы Новой Зеландии, сразу возник
вопрос: будут ли те же самые бактерии присутствовать у других представителей Glo-
males, обитающих в разных географических зонах. Для решения этого вопроса 11 ку-
льтур эндомикоризных грибов, изолированных в разных географических областях
и принадлежащих к 6 видам родов Gigaspora и Scutellosporа, были исследованы с по-
мощью конфокальной микроскопии и ПЦР амплификации. За исключением четырех
изолятов Gigaspora rosea, бактерии были отчетливо различимыми в цитоплазме всех
тестируемых грибов. После амплификации ДНК этих бактерий и секвенирования ста-
ло ясно, что 3 вида грибов, относящихся к родам Gigaspora и Scutellospora, содержат
в своей цитоплазме эндосимбиотические бактерии, которые принадлежат к роду Bur-
kholderia (Bianciotto et al., 2000).

Из анализа литературы следует, что внутриклеточные симбионты изучены недо-
статочно, в частности неизвестны механизмы их внедрения в клетки эндомикоризных
грибов, нет сведений об эволюции адаптации эндосимбионта к партнеру. Мало изве-
стно о молекулярных механизмах, которые позволяют эндобактериям проникнуть
в AМГ, и о контроле колонизации цитоплазмы со стороны эндомикоризного гриба.
По мнению Перотто и Бонфанте (Perotto, Bonfante, 1997), один из видов ризосферных
бактерий когда-то приобрел способность активного вторжения в грибную цитоплаз-
му и со временем сформировал с грибом эндосимбиоз. Аргументом в пользу этой ги-
потезы можно считать обнаружение общих для патогенных и симбиотических бакте-
рий механизмов колонизации растительных клеток (Galan, Collmer, 1999).

Другой предполагаемый механизм формирования эндосимбиоза связан с наличи-
ем гена vacB в геноме бактерий рода Burkholderia (van Buuren et al., 1999). Первонача-
льно этот ген был описан у Shigella flexnei и Eschericha coli (EIEC) как хромосомный,
необходимый для экспрессии генов вирулентности и являющийся сильным вирулент-
ным фактором (Тobe et al., 1992). В настоящее время известно, что vacB — это экзо-
рибонуклеаза RNase R, участвующая в посттранскрипционном созревании мРНК.
При этом RNase R регулирует способность бактерий к прикреплению и проникнове-
нию внутрь клеток, а позднее способствует распространению бактерий и полному
проявлению вирулентности (Cheng et al., 1998). Использование специфических прай-
меров, подобранных на основе последовательности гена vacB, показало, что эндосим-
биотические виды бактерий рода Burkholderia обладают молекулярными механизма-
ми, необходимыми для колонизации эукариотических клеток. Предполагается, что
ген vacB был частью генетической области, когда-то приобретенной ризосферными
видами рода Burkholderia и обеспечившей возможность этим видам формировать
симбиотические взаимоотношения с АМГ (Ruiz-Lozаno, Bonfante, 2000).

Возникает вопрос о роли эндосимбиотических видов рода Burkholderia в метабо-
лизме эндомикоризных грибов. Несмотря на огромное количество эндобактерий, об-
наруженных в цитоплазме AMГ (около 250 000 клеток в одной споре Gigaspora mar-
garita), их функциональное значение неясно. Особый интерес вызывает возможность
влияния этих бактерий на метаболизм фосфора и азота в ассоциации эндобакте-
рии—эндомикоризный гриб. Известно, что AMГ главным образом обеспечивают рас-
тение-хозяина фосфатами (Harrison, 1999). Чтобы исследовать, могут ли бактерии ро-
да Burkholderia как-либо влиять на метаболизм фосфора у АМГ, были разработаны
дегенеративные по олигонуклеидам праймеры на основе консервативных участков
генов, которые кодируют переносчиков фосфатов у бактерий. Из геномной библиоте-
ки АМГ был взят штамм Gigaspora margarita, который содержал эндобактерии в ци-
топлазме, и с помощью полученных праймеров был амплифицирован фрагмент его
ДНК. Амплифицированный фрагмент использовали для выделения и характеристики
полного бактериального оперона с высоким сродством к переносчику фосфатов (Ru-
iz-Lozаno, Bonfante, 1999). Было установлено, что организация этого оперона у бакте-
рий рода Burkholderia (размещение гена, направление транскрипции) аналогич-
на таковому у Escherichia сoli и схожа со многими другими оперонами бактерий. Это
подтверждает предположение, что такой тип переносчика высоко консервативен.
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Затем были получены специфичные праймеры, которые использовали для ПЦР ДНК,
выделенной из поверхностно простерилизованных спор. Праймеры успешно амп-
лифицировали фрагменты предполагаемого размера в спорах Gigaspora margari-
ta и G. persica, которые содержали эндобактерии, но не амплифицировали ДНК
родственного вида G. rosea, который не имел внутриклеточных бактерий (Bianciot-
to et al., 2000). Таким образом, было установлено, что бактерии рода Burkholderia име-
ют систему транспорта фосфатов.

Так как известно, что некоторые свободноживущие бактерии рода Burkholde-
ria способны фиксировать азот (Gillis et al., 1995), была проведена работа с целью
установить, присутствуют ли nif-гены в геноме эндосимбионтов. Предварительные
исследования с использованием nifDK Azospirillum brasilense позволили идентифици-
ровать несколько положительных клонов при скрининге геномной библиотеки Gigas-
pora margarita. Предполагаемый белок показал очень высокую степень сходства
(>90 %) с белком nifD различных азотфиксирующих микроорганизмов. Кроме того,
РT-ПЦР, выполненная с использованием специфических праймеров и мРНК, выде-
ленной из прорастающих спор G. margarita, показала, что специфический транскрипт
образуется именно на этой стадии развития гриба (Minerdi et al., 2001).

Открытие в геноме эндосимбиотической бактерии рода Burkholderia генов, вовле-
ченных в важные метаболические функции, ставит множество интересных вопросов.
Например, наличие у бактерий системы транспорта фосфатов указывает, что эндобак-
терии могут влиять на поток фосфора, который имеет место между AMГ и организ-
мом растения-хозяина. Если эндомикоризные грибы обладают белками с высоким
сродством к фосфатам, которые активно работают в экстрарадикальном мицелии
(Harrison, van Buuren, 1995), то эндобактерии могут иметь прямой доступ к источни-
ку фосфора и использовать его для собственного метаболизма. В этом случае под дей-
ствием бактерий будет уменьшаться поток фосфора к корню. Таким же образом,
наличие nif-генов в геноме бактерии открывает возможность для фиксации азота в ас-
социации бактерии рода Burkholderia—AMГ и/или бактерии рода Burkholde-
ria—AMГ—растение-хозяин (Bianciotto et al., 2002).

Исследование эндосимбиоза помимо теоретического может иметь и практическое
значение. Об этом свидетельствуют результаты инокуляции растений таксономиче-
ски родственными видами АМГ (Gigaspora margarita и G. rosea) с эндобактериями
и без них. Растения салата, зараженные G. margaritа, имевшего эндобактерии, лучше
развивались и имели более высокое содержание азота и фосфора в тканях по сравне-
нию с растениями, колонизированными G. rosea, не содержавшими эндосимбионтов
(Bianciotto et al., 2002). Даже если экспериментальный подход не абсолютно коррек-
тен из-за использования двух различных, хотя и родственных, видов АМГ, очевидно,
что эндобактерии не оказывали отрицательного влияния на поток фосфора к корню.
Напротив, в условиях эксперимента эндосимбионты косвенно проявляли положите-
льное влияние на рост и питание растений.

Анализ, приведенный в данном обзоре литературы, показывает, что эндомикориз-
ные грибы являются активными участниками микробных сообществ ризосферы. Фор-
мирование микоризы приводит к изменению количества и разнообразия микроорга-
низмов в ризосфере и микоризосфере. Взаимодействие эндомикоризных грибов
с представителями почвенной микробиоты может улучшить рост и снабжение расте-
ний элементами питания. Через взаимоотношения с антагонистической микрофлорой
АМГ участвуют в биоконтроле почвообитающих фитопатогенов. В свою очередь
микроорганизмы ризосферы влияют на формирование микоризы.

Сделаны только первые шаги в изучении механизмов микробных взаимоотно-
шений в ризосфере, но уже сейчас понятно, что эндомикоризный симбиоз может
служить инструментом для регуляции деятельности определенных групп микроорга-
низмов и, наоборот, воздействие на микроорганизмы, связанные с АМГ, приведет
к повышению эффективности симбиоза.
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Р Е З Ю М Е

Обзор посвящен различным аспектам взаимоотношений эндомикоризных грибов с ризос-

ферными микроорганизмами. Рассмотрено влияние функционирующего эндомикоризного

симбиоза на численность и разнообразие микрофлоры ризосферы и микоризосферы, а также на

минеральное питание и рост растений. Показана возможность совместного использования эн-

домикоризных грибов и ризосферных микроорганизмов для биологического контроля почвоо-

битающих фитопатогенов. С другой стороны, рассмотрено влияние ризосферной микробиоты

на формирование эндомикоризного симбиоза. Затронуты вопросы, касающиеся влияния взаи-

моотношений микроорганизмов в ризосфере микоризованных растений на продуктивность

растений, плодородие почвы, устойчивость агроценозов и функционирование экосистем.

Ключевые слова: эндомикоризные грибы, ризосферная микробиота, взаимоотношения,

питание и рост растений.

S U M M A R Y

The reviewed information on current developments concerning the microbial interactions betwe-

en endomycorrhizal fungi and other members of rhizosphere microbiota demonstrated that: 1) mycor-

rhiza establishment changes size and diversity of microbial population in the rhizosphere and mycor-

rhizosphere; 2) many interactions benefit nutrient cycling and plant growth; 3) certain interactions

co-operate for the biological control of soilborne plant pathogens; 4) soil microorganisms affect my-

corrhiza formation. In summary, microbial interactions in the rhizosphere of mycorrhizal plants imp-

rove plant fitness and soil quality, critical issues for sustainable agricultural and ecosystem functio-

ning.

Key-words: endomycorrhizal fungi, rhizosphere microbiota, interactions, nutrient cycling, plant

formation.
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