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Совместная инокуляция грибами арбускулярной микоризы и азотфиксирующими бакте-
риями порядка Rhizobiales (ризобиями) способна стимулировать рост и развитие растений. Такое 
влияние может быть как проявлением синергического эффекта двух микроорганизмов на растение 
в многокомпонентной системе, так и результатом взаимного воздействия микроорганизмов друг на 
друга, однако механизмы, которые лежат в основе взаимного влияния микроорганизмов, остаются 
недостаточно полно изученными. В представленной работе впервые показано, что при совместной 
инокуляции растений гороха грибами арбускулярной микоризы и ризобиями важен способ внесения 
микроорганизмов. При последовательной инокуляции наблюдалась конкуренция микроорганизмов 
за нишу в растении. Нашей целью было изучение возможности использования комбинации штаммов 
грибов арбускулярной микоризы Rhizophagus irregularis BEG144 и ризобий Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae RCAM 1026 для совместной инокуляции гороха посевного Pisum sativum L. У растений 
оценивали индукцию маркеров развития двух типов симбиоза, степень микоризации корней, а 
также биометрические показатели. Исследования проводили на проростках гороха сорта Frisson, 
выращенных в стерильных условиях. Для инокуляции использовали изолят гриба Rhizophagus ir-
regularis BEG144. Получали инокулюм на основе микоризованных корней плектрантуса (Plecthrantus 
australis). Инокулюм вносили в увлажненный субстрат перед посадкой проростков гороха. Через 7 
сут после посадки в систему вносили штамм ризобий Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 
1026. Схема опыта включала следующие варианты: без инокуляции (контроль), R. leguminosarum 
(Rlv), R. irregularis (АМ), R. irregularis + R. leguminosarum (АМ + Rlv). Через 9 и 21 сут после 
посадки (через 2 и 14 сут после бактериальной инокуляции) собирали материал для анализа экс-
прессии генов — маркеров развития бобово-ризобиального симбиоза. На 21-е сут после посадки 
проводили сбор растений с целью определения их биометрических параметров, а также контроля 
развития симбиозов. Боковые корни обрезали и замораживали в жидком азоте. После выделения 
суммарной РНК синтезировали кДНК на матрице РНК с помощью обратной транскриптазы с 
использованием олиго(дT) праймеров и проводили анализ методом количественной ПЦР, совме-
щенной с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) (CFX96 Real-Time, «Bio-Rad Laboratories», США). 
Было показано, что общая масса растений и масса корневой системы достоверно (р < 0,05) повы-
шались при инокуляции Rlv, АМ и АМ+ Rlv по сравнению с контрольным вариантом. Однако 
достоверных различий по этим биометрическим показателям между вариантом с Rlv или АМ и 
двойной инокуляцией выявлено не было. Вероятно, при последовательной инокуляции несколькими 
эндосимбионтами между ними возникала конкуренция на стадии проникновения в растение, что 
приводило к уменьшению интенсивности инфекции растений ризобиями. Об этом свидетельствовал 
тот факт, что при двойной инокуляции отсутствовала дополнительная стимуляция экспрессии ге-
нов Enod5 и Sym37, которые активируются у растения в процессе развития ризобиальной инфек-
ции. При двойной инокуляции мы также не выявили дополнительной стимуляции экспрессии мар-
керных генов симбиоза с грибами АМ — PT4, TI, RAM1 и DELLA3. Полученные данные не поз-
воляют сделать вывод о положительном влиянии двойной инокуляции на рост и развитие растений 
гороха при использованной схеме внесения микроорганизмов. Результаты могут указывать на нали-
чие конкуренции микроорганизмов за нишу в растении, приводящей к снижению внутрикорневой 
микоризной колонизации и степени индукции маркеров, которые активируются в процессе развития 
ризобиальной инфекции.  
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В настоящее время перед сельским хозяйством стоит проблема пе-
рехода от интенсивного типа к устойчивому, направленному на производ-
ство экологически чистой продукции (1, 2). В результате должно снизиться 
применение минеральных удобрений, активное использование которых тре-
бует значительных финансовых затрат и наносит ущерб окружающей среде 
(3). Существенную роль в улучшении минерального питания растений, 
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прежде всего фосфорного, и повышении их продуктивности играет способ-
ность большинства сельскохозяйственных культур формировать эндосим-
биозы с микоризными грибами филы Glomeromycota (арбускулярная мико-
риза, АМ). Альтернативой применению минеральных азотных удобрений 
может стать использование биологического азота. Значительную роль в био-
логической фиксации азота играют симбиозы между бобовыми растениями 
и бактериями порядка Rhizobiales, называемыми ризобиями. 

Совместная инокуляция грибами АМ и ризобиями также оказывает 
положительный эффект на растения, главным образом благодаря улучше-
нию минерального питания и ингибированию развития грибных патогенов 
(4-7). Поскольку недостаток фосфора и азота в почве служит одним из ли-
митирующих факторов при развитии растений, совместная инокуляция сти-
мулирует их рост. При этом стимулирующее влияние может быть как про-
явлением синергического эффекта микроорганизмов в отношении растения 
в многокомпонентной системе, так и результатом воздействия микроорга-
низмов друг на друга. Однако механизмы, которые лежат в основе взаим-
ного влияния микроорганизмов, остаются недостаточно изученными. 

Известно, что грибы AM обеспечивают растения доступным фосфо-
ром, который играет важную роль в энергетическом обмене и особенно в 
таком энергозатратном процессе, как азотфиксация (8). Мобилизация фос-
фора может стимулировать активность нитрогеназы и азотфиксацию, осу-
ществляемую ризобиями (9-11). Действительно, при совместной инокуля-
ции фасоли Phaseolus vulgaris L. и люцерны Medicago arborea L. грибами АМ 
и ризобиями наблюдали значительное увеличение числа и массы клубень-
ков по сравнению с растениями при моноинокуляции (12, 13). Это приво-
дило к большему накоплению фосфора и азота в побегах фасоли и улучше-
нию эффективности использования фосфора по сравнению с контроль-
ными растениями (12). Положительное влияние двойной инокуляции гри-
бами AM и ризобиями на рост, поглощение питательных веществ и фикса-
цию азота выявлено у сои (4), вигны (14) и гороха (15). Показано, что двой-
ная инокуляция растений гороха приводит к увеличению их биомассы, 
числа и биомассы клубеньков, а также эффективности азотфиксации и 
транспорта связанных форм азота (16, 17).  

Взаимное влияние может быть обусловлено сигнальными молеку-
лами, которыми обмениваются грибы АМ и ризобии с растением — Myc- 
и Nod-факторами. Совместная инокуляция сои Glycine max (L.) Merr. штам-
мом Bradyrbizobium japonicum 61-A-1O1 значительно усиливала колонизацию 
корней растений грибом Glomus mosseae (18). Было установлено, что на сти-
муляцию развития микоризы могут влиять Nod-факторы ризобий, по-
скольку инокуляция растений штаммами, дефектными по синтезу этих сиг-
нальных соединений, не приводила к увеличению колонизации корней гри-
бом. Положительный эффект может быть связан со структурным сходством 
Nod- и Myc-факторов, так как последние представляют собой базовую 
структуру Nod-фактора с минимальными заместителями на остове моле-
кулы (19). Кроме того, Nod-факторы активируют синтез флавоноидов в 
корнях растений, которые также оказывают стимулирующий эффект на ко-
лонизацию корней грибами АМ (18). 

Совместная инокуляция влияет и на увеличение устойчивости к па-
тогенам. Известно, что у растений, инокулированных грибами АМ, сни-
жается заболеваемость и степень выраженности симптомов, вызываемых 
Rhizoctonia, Fusarium или Verticillium, а также оомицетами Phytophthora, 
Pythium и Aphanomyces (20). Вместе с тем биоконтрольные свойства ризобий 
могут быть связаны с выделением литических ферментов и антимикробных 
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вторичных метаболитов, подавляющих развитие патогенов (21). При сов-
местной инокуляции действие грибов АМ и ризобий может усиливаться. 
Так, у сои проявление признаков развития красной коронной гнили было 
значительно снижено при двойной инокуляции, что коррелировало с высо-
кой экспрессией генов PR2, PR3, PR4 и PR10, контролирующих защитные 
реакции (22). При этом остается неясным, как грибы АМ и ризобии в мно-
гокомпонентной системе избегают взаимного негативного влияния, вызван-
ного выделением литических ферментов и антимикробных соединений.  

Вероятно, из-за особенностей взаимного влияния воздействие гри-
бов АМ и ризобий на растение при совместной инокуляции сильно варьи-
рует в зависимости от штаммов, которые были использованы. При этом 
может наблюдаться как значительная стимуляция роста растений, так и от-
сутствие выраженного эффекта (15, 23). Например, урожайность и содержа-
ние азота у растений гороха были максимальными при совместной инокуля-
ции грибом Glomus clarum NT4 и высокоэффективным штаммом Rhizobium 
LX43 (15). Напротив, штамм другого вида грибов Glomus mossae NT6 увели-
чивал урожайность гороха при совместной инокуляции только с малоэф-
фективным штаммом ризобий 175P4 (15). Следовательно, посредством под-
бора эффективных комбинаций штаммов грибов и ризобий можно влиять 
на урожайность сельскохозяйственных культур, однако необходимо пони-
мать, какие механизмы лежат в основе такого взаимодействия.  

В представленной работе впервые показано, что при совместной 
инокуляции растений гороха грибами арбускулярной микоризы и ризоби-
ями важен способ внесения микроорганизмов. При последовательной ино-
куляции наблюдалась конкуренция микроорганизмов за нишу в растении. 

Нашей целью было изучение возможности использования комбина-
ции штаммов грибов арбускулярной микоризы Rhizophagus irregularis BEG144 
и ризобий Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 для инокуляции 
гороха посевного Pisum sativum L., оценка индукции маркеров развития двух 
типов симбиоза, степени микоризации корней, а также биометрических по-
казателей растений.  

Методика. В экспериментах использовали проростки гороха сорта 
Frisson, выращенные в стерильных условиях. Семена стерилизовали кон-
центрированной H2SO4 в течение 10 мин, затем 3-кратно промывали сте-
рильной дистиллированной водой и проращивали в чашках Петри с 1 % 
агаром в течение 4 сут при комнатной температуре в темноте.  

Инокулюм изолята гриба Rhizophagus irregularis BEG144, предостав-
ленного Международным банком Glomeromycota (The International Bank for 
the Glomeromycota, г. Жидон, Франция) получали на основе микоризован-
ных корней плектрантуса (Plectranthus australis). Корни плектрантуса про-
мывали в проточной водопроводной воде, ополаскивали 3 раза дистилли-
рованной водой и нарезали на фрагменты длиной около 1 см. Сырые корни 
просматривали под микроскопом, чтобы контролировать присутствие про-
пагул гриба — везикул и спор. Инокулюм (1,3 г на горшок) вносили в 
увлажненный субстрат на глубину 3 см перед посадкой проростков гороха. 
Через 7 сут после посадки в систему вносили штамм ризобий Rhizobium le-
guminosarum bv. viciae RCAM 1026. Бактерии выращивали при 28 С на твер-
дой среде TY (24), содержащей антибиотик стрептомицин в концентрации 
500 мкг/мл. Бактерии смывали с чашек автоклавированной водопровод-
ной водой. Полученную суспензию разводили до оптической плотности 
OD600 = 0,5. Для инокуляции одного растения использовали 2 мл ризоби-
альной суспензии. 

Растения выращивали в контролируемых условиях фитотрона MLR-
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352H («Panasonic», Япония) в режиме 16 ч день/8 ч ночь при 21 С и от-
носительной влажности 60 %. Субстратом служила опока с добавлением 
CaCO3 (1 г/л). Предварительно вегетационные сосуды с субстратом сте-
рилизовали автоклавированием в течение 60 мин при 134 С и 0,22 МПа. 
Растения подкармливали специально разработанным питательным рас-
твором без фосфора и с пониженным содержанием азота. В состав рас-
твора входили макроэлементы (ммольʺл1 субстрата) NH4NO3 — 0,16 (1/10 
нормы), MgSO4ʺ7H2O — 0,51, K2SO4 — 0,72, а также микроэлементы (мкмоль) 
H3BO3 — 9,19, MnSO4ʺ5H2O — 2,28, ZnSO4ʺ7H2O — 0,19, CuSO4ʺ5H2O — 
0,08, (NH4)2MoO4 — 0,03, CoCl2ʺ6H2O — 0,03, NaFe-EDTA — 8,36. Под-
кормку проводили один раз во время посадки проростков гороха, полив 
осуществляли дистиллированной водой по необходимости.  

Схема опыта включала следующие варианты: без инокуляции (кон-
троль), Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 (Rlv), Rhizophagus 
irregularis BEG144 (АМ), R. irregularis + R. leguminosarum (АМ+ Rlv).  

Через 9 и 21 сут после посадки (через 2 и 14 сут после бактериальной 
инокуляции) собирали материал для анализа экспрессии маркеров развития 
бобово-ризобиального симбиоза (гены Sym10, NIN, Enod5 и Sym37). На 21-
е сут после посадки (14-е сут после инокуляции ризобиями) проводили сбор 
растений с целью определения их биометрических параметров и анализа 
экспрессии маркеров инокуляции грибом АМ (гены PT4, TI, RAM1 и 
DELLA3), а также контроля развития симбиозов. Развитие АМ оценивали с 
использованием световой микроскопии по методике, описанной ранее (25). 

Боковые корни растений обрезали и замораживали в жидком азоте. 
Суммарную РНК выделяли из них с помощью колонок NucleoSpin® RNA 
по методике производителя («Macherey-Nagel», ФРГ). Синтез кДНК на мат-
рице РНК проводили с помощью обратной транскриптазы RevertAidH mi-
nus («Thermo Scientific», США) с использованием олиго(дT) праймеров 
(«Евроген», Россия). Для анализа применяли количественную ПЦР, совме-
щенную с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) (прибор CFX96 Real-Time, 
«Bio-Rad Laboratories», США) в следующих условиях: 30 с при  95 С, 30 с 
при 54 C, 40 с при 72 C (40 циклов). Для проведения ПЦР использовали 
следующие праймеры:  

PsSym10-F — 5´-GTACTTCATTGGCGGAGACTG-3´; 
PsSym10-R— 5´-CCATAAGTTTCACAAGATTTCCAT-3´; 
PsNIN-F — 5´-CCGCAAAGAGCATCGGTGTATG-3´; 
PsNIN-R — 5´-GCATAGAAAGATCCAATCTGTATAGC-3´; 
PsPT4-F — 5´-CTTCACGTGCCATGTTCATC-3´;  
PsPT4-R — 5´-GCGTCGGAAACAGCTCC-3´; 
PsTI-F — 5´-ACCTTACAGCGTGAGCCTATAAGA-3´; 
PsTI-R — 5´-GCGGCCGAGGTACGAAAGGTG-3´; 
PsRAM1-F — 5´-GTCCATGATAAGAGACCAAGCACC-3´; 
PsRAM1-R — 5´-GGAGGAAGATAATGGAAGGGAAAG-3´; 
PsDELLA3-F — 5´-GCAATATAGAATTAACCGCCACAAC-3´; 
PsDELLA3-R — 5´-CGGATGAGCGGGACAACC-3´. 

Количество мРНК было нормализовано относительно двух консти-
тутивно экспрессируемых генов, кодирующих убиквитин и актин. Были 
проанализированы 3 независимые биологические повторности. 

Статистическую обработку результатов проводили в программе 
SigmaPlot 12,0 («SPSS Inc.», США). Рассчитывали средние (M) и стандарт-
ные ошибки средних (±SEM). Для оценки значимости различий между ва-
риантами использовали однофакторный дисперсионный анализ (One-Way 
ANOVA) с множественными попарными сравнениями при помощи post hoc 
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теста Тьюки (ANOVA post hoc test). Различия считали статистически значи-
мыми при р < 0,05.  

Результаты. В качестве маркеров развития ранних симбиотических 
реакций у растений гороха при инокуляции ризобиями были выбраны гены 
Sym10 и NIN, которые активируются в корнях растений на 1-2-е сут в ответ 
на инокуляцию (26). Ген Sym10 кодирует LysM-содержащую рецептор-по-
добную киназу, которая вовлечена в узнавание сигнальных молекул ризо-
бий — липохитоолигосахаридов Nod-факторов. Активация сигнального кас-
када под влиянием рецептора SYM10 приводит к развитию на корнях рас-
тений азотфиксирующих клубеньков. В процессе передачи сигнала у расте-
ний существенно возрастает экспрессия гена NIN (Nodule Inception, возник-
новение клубеньков), который кодирует транскрипционный фактор и таким 
образом участвует в инициации развития симбиоза гороха с ризобиями.  

 

 

Рис. 1. Экспрессия генов Sym10 (ген рецеп-
тора сигнальных молекул ризобий) и NIN 
(ген основного транскрипционного фактора 
сигнального пути) в корнях гороха Pisum 
sativum L. сорта Frisson через 9 сут после 
посадки растений в субстрат, содержащий 
Rhizophagus irregularis BEG144, и через 2 сут 
после инокуляции Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae RCAM 1026: а — без инокуляции 
(контроль), б — R. leguminosarum, в — R. ir-
regularis, г — R. irregularis + R. legumi-
nosarum. Бары представляют стандартные 
ошибки среднего (±SEM) для трех техни-
ческих повторностей. Были проанализи- 

рованы три биологические повторности; представлены результаты для одной из них. 
 

В вариантах опыта с моноинокуляцией ризобиями наблюдалось зна-
чительное увеличение экспрессии генов Sym10 и NIN по сравнению с не-
инокулированным контролем на 9-е сут (рис. 1). У растений, инокулиро-
ванных грибами АМ R. irregularis BEG144, не было выявлено существенных 
изменений в экспрессии Sym10 и NIN, что свидетельствует о специфичном 
характере активации этих генов только в ответ на узнавание сигнальных 
молекул ризобий (см. рис. 1). При этом экспрессия Sym10 и NIN оставалась 
высокой при совместной инокуляции Rlv и грибами АМ (см. рис. 1). На 
наш взгляд, это свидетельствует, о том, что на начальных этапах становле-
ния и развития многокомпонентной системы растение эффективно разли-
чает сигналы ризобий. Они стимулируют развитие у растения ранних ответ-
ных реакций, включающих изменение потоков ионов через плазматическую 
мембрану и ее деполяризацию, образование активных форм кислорода и 
активацию каналов, регулирующих поступление кальция в клетки растений 
(Ca2+ influx).  

В качестве маркеров развития симбиоза с грибами АМ были исполь-
зованы гены PT4, TI, RAM1 и DELLA3, экспрессия которых наиболее суще-
ственно увеличивается на 21-28-е сут после инокуляции грибами АМ (27). 
Ген PT4 кодирует переносчик фосфата (17), активация которого связана с 
более поздними стадиями развития симбиоза с грибами АМ, когда форми-
руются арбускулы и везикулы. Ингибитор транскрипции, кодируемый ге-
ном TI (17), выявлен при изучении транскриптомных профилей корней го-
роха, инокулированного грибом АМ. Среди транскрипционных факторов, 
экспрессия которых увеличивается при развитии симбиоза с грибами АМ, 
ранее был обнаружен регулятор RAM1 (27). Белки DELLA — регуляторы 
ответа растений на гиббереллины, они принимают непосредственное уча-
стие в контроле развития как азотфиксирующего симбиоза, так и симбиоза 
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с грибами АМ (28, 29). Белки взаимодействуют с основными транскрипци-
онными факторами сигнальных путей — NSP2, IPD3 и RAM1, что стиму-
лирует активацию генов-мишеней (29). Ранее мы показали, что у растений 
гороха при симбиозе с грибами АМ увеличивается экспрессия одного из 
генов этого семейства — DELLA3 (27).  

В наших опытах на 21-е сут после посадки было выявлено значи-
тельное увеличение экспрессии генов PT4 и TI в варианте с моноинокуля-
цией грибами R. irregularis BEG144, а также в варианте с двойной инокуля-
цией (AM + Rlv) (рис. 2). Сходным образом экспрессия генов RAM1 и 
DELLA3 увеличивалась в вариантах с AM и AM + Rlv. Это свидетельство-
вало о способности растений отвечать на инокуляцию грибами АМ при сов-
местном внесении с ризобиями, однако дополнительной стимуляции экс-
прессии маркерных генов при двойной инокуляции выявлено не было. 

 

 

Рис. 2. Экспрессия генов перенос-
чика фосфата PT4, ингибитора тран-
скрипции TI, транскрипционного 
фактора RAM1 и регулятора ответа 
растений на гиббереллины DELLA3 
в корнях гороха Pisum sativum L. 
сорта Frisson через 21 сут после 
посадки растений в субстрат, со-
держащий Rhizophagus irregularis 
BEG144, и через 14 сут после ино-
куляции Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae RCAM 1026: а — без 
инокуляции (контроль), б — R. le-
guminosarum, в — R. irregularis, 
г — R. irregularis + R. legumi-
nosarum. Бары представляют стан-
дартные ошибки среднего (±SEM) 
для трех технических повторно-
стей. Были проанализированы 
три биологические повторности 
и представлены результаты для 
одной из них. 

 

На 21-е сут мы также проанализировали экспрессию генов, кото-
рые могут активироваться в процессе развития инфекции при бобово-ри-
зобиальном симбиозе у гороха — Enod5 и Sym37. Enod5 кодирует нодулин, 
активирующийся специфичным образом в клетках корней гороха, в кото-
рые проникают инфекционные нити (30, 31). Ген Sym37 кодирует рецеп-
тор, который необходим для развития и распространения инфекционных 
нитей у гороха (32).  

Экспрессия генов Enod5 и Sym37, как и Sym10 и NIN, возрастала в 
варианте с моноинокуляцией ризобиями на 21-е сут после посадки (рис. 3). 
Изменений в экспрессии этих генов при инокуляции грибами R. irregularis 
BEG144 выявлено не было (см. рис. 3). В варианте AM + Rlv наблюдали 
увеличение экспрессии гена NIN по сравнению с моноинокуляцией Rlv. 
Однако экспрессия выбранных для анализа генов Enod5 и Sym37, связанных 
с контролем развития инфекции, при двойной инокуляции оставалась сход-
ной с аналогичным показателем при моноинокуляции ризобиями. Экспрес-
сия Sym10 также существенно не изменялась при совместной инокуляции 
растений гороха грибами и ризобиями. 

Развитие инфекционного процесса при бобово-ризобиальном сим-
биозе и симбиозе с грибами АМ находится под контролем растения-хозя-
ина. Вероятно, при последовательной инокуляции несколькими эндосим-
бионтами между ними возникает конкуренция на стадии проникновения в 
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растение, что приводит к уменьшению интенсивности инфекции ризоби-
ями. Об этом, на наш взгляд, свидетельствует тот факт, что при двойной 
инокуляции отсутствует дополнительная стимуляция экспрессии генов 
Enod5 и Sym37, которые активируются в процессе развития ризобиальной 
инфекции.  

 

Рис. 3. Экспрессия генов Enod5 и 
Sym37, которые могут активироваться 
в процессе развития инфекционного 
процесса при бобово-ризобиальном 
симбиозе, в корнях гороха Pisum sa-
tivum L. сорта Frisson через 21 сут 
после посадки растений в субстрат, 
содержащий Rhizophagus irregularis 
BEG144, и через 14 сут после ино-
куляции Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae RCAM 1026: а — без иноку-
ляции (контроль), б — R. legumi-
nosarum, в — R. irregularis, г — R. ir-
regularis + R. leguminosarum. Бары 
представляют стандартные ошибки 
среднего (±SEM) для трех техни-
ческих повторностей. Были про-
анализированы три биологические 
повторности и представлены ре-
зультаты для одной из них. 

 
В варианте с моно-

инокуляцией Rlv наблюдали 
выраженную тенденцию к 

увеличению общей биомассы растений по сравнению с аналогичным по-
казателем в контроле (р = 0,072) (рис. 4).  
 

 

Рис. 4. Общая биомасса, г (А), масса корней, г (Б), масса надземной части, г (В) и длина корней, 
см (Г) у гороха Pisum sativum L. сорта Frisson через 21 сут после посадки растений в субстрат, 
содержащий Rhizophagus irregularis BEG144, и через 14 сут после инокуляции Rhizobium legumi-
nosarum bv. viciae RCAM 1026: К — без инокуляции (контроль), 1 — R. leguminosarum, 2 — 
R. irregularis, 3 — R. irregularis + R. leguminosarum. Представлены средние арифметические значе-
ния для n = 12-15. Бары — стандартные ошибки среднего (±SEM). Статистически значимо раз-
личающиеся варианты обозначены разными буквами (p < 0,05). Для оценки значимости разли-
чий между вариантами использовали однофакторный дисперсионный анализ с post hoc тестом 
Тьюки (One-Way ANOVA post hoc test). 
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При этом в случае моноинокуляции грибами АМ было выявлено 
достоверное изменение (р < 0,05) общей биомассы растений, как и в ва-
рианте с совместной инокуляцией (р < 0,05) (см. рис. 4, А). Масса корне-
вой системы достоверно (р < 0,05) повышалась при инокуляции Rlv, АМ 
и AM + Rlv по сравнению с контролем. В то же время между всеми тремя 
вариантами инокуляции не наблюдалось достоверных различий по этому 
показателю (см. рис. 4, Б). При анализе биомассы надземной части не 
было выявлено достоверных различий между контролем и вариантами с 
моноинокуляцией Rlv и АМ, а также при совместной инокуляции AM + 
Rlv (см. рис. 4, В).  

При инокуляции Rlv и АМ наблюдалась тенденция к увеличению 
длины корня растений по сравнению с контролем (соответственно p = 0,08 
и p = 0,09), однако только в случае совместной инокуляции это увеличение 
было достоверным (р < 0,05) (см. рис. 4, Г). Существенного влияния на 
длину надземной части не выявили ни в одном варианте инокуляции. 

На основании полученных результатов можно сделать вывод о том, 
что в условиях нашего эксперимента моноинокуляция ризобиями и гри-
бами АМ была эффективной. Моноинокуляция Rlv и грибами АМ положи-
тельно влияла главным образом на увеличение массы корневой системы, но 
не надземной части. При двойной инокуляции наблюдали небольшое уве-
личение длины корней растений. Однако отсутствие достоверных различий 
по таким биометрическим показателям, как масса растения и масса корня, 
между вариантом с моноинокуляцией Rlv или АМ и двойной инокуляцией 
не позволяет сделать вывод о положительном влиянии двойной инокуляции 
на рост и развитие растений гороха. 

 

 

Рис. 5. Параметры развития арбу-
скулярной микоризы у гороха Pi-
sum sativum L. сорта Frisson через 
21 сут после посадки растений в 
субстрат, содержащий Rhizophagus 
irregularis BEG144, и через 14 сут 
после инокуляции Rhizobium legu-
minosarum bv. viciae RCAM 1026: 
ЕМ — интенсивность внешней 
колонизации, М — интенсивность 
внутрикорневой колонизации, а — 
содержание арбускул в микоризо-
ванных фрагментах корней, v — 
содержание везикул в микоризо-
ванных фрагментах корней; 1 — 

R. irregularis, 2 — R. irregularis + R. leguminosarum.  Представлены средние арифметические 
значения для n = 12-15. Бары — стандартные ошибки среднего (±SEM). Статистически зна-
чимо различающиеся варианты обозначены разными буквами (p < 0,05). Для оценки значи-
мости различий между вариантами использовали однофакторный дисперсионный анализ с post 
hoc тестом Тьюки (One-Way ANOVA post hoc test). 

 

Анализ развития симбиотических систем на 21-е сут после посадки 
показал, что все растения, инокулированные ризобиями, образовали розо-
вые клубеньки (в среднем 180±35 шт. на растение при моноинокуляции Rlv 
и 228±55 шт. при AM + Rlv). Статистически достоверных различий по числу 
клубеньков между этими двумя вариантами не наблюдалось. 

В обоих вариантах с инокуляцией грибами (AM и AM + Rlv) расте-
ния имели примерно одинаковую интенсивность внешней колонизации 
корней (ЕМ%) гифами R. irregularis (около 10 %) (рис. 5). Это свидетель-
ствовало о хорошем качестве микоризного инокулюма. Внутрикорневой 
мицелий развивался довольно интенсивно в обоих вариантах, однако между 
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вариантами не наблюдалось достоверных различий в интенсивности внут-
рикорневой колонизации (М%) (см. рис. 5). В микоризованных отрезках 
корней отмечали интенсивное развитие арбускул. При этом относительное 
содержание арбускул (а%) в варианте с двойной инокуляцией было досто-
верно выше (р < 0,05), чем в варианте с моноинокуляцией грибами АМ, что 
свидетельствует о более интенсивном обмене питательными веществами 
между грибными и растительными клетками (см. рис. 5). Инокуляция ри-
зобиями не повлияла на относительное содержание везикул (v%), служащих 
запасающими органами грибов АМ (см. рис. 5). В вариантах без инокуля-
ции грибами (контроль и инокуляция Rlv) не было обнаружено структур 
грибов АМ, что свидетельствует об отсутствии перекрестной контаминации 
этими микроорганизмами. 

В целом на основании проведенного анализа можно сделать вывод 
о том, что бобово-ризобиальный симбиоз и симбиоз с грибами АМ разви-
вались в изучаемой нами системе. В связи с этим полученные данные по 
экспрессии генов — маркеров симбиозов можно считать адекватными. Од-
нако анализ развития двойного симбиоза показал, что при использовании 
комбинации AM + Rlv в случае последовательной инокуляции не наблюда-
ется достоверного увеличения внутрикорневой микоризной колонизации, 
что, вероятно, определяется конкуренцией микроорганизмов за нишу в рас-
тении или стимуляцией системного ответа со стороны растений.  

Анализ данных литературы показывает, что грибы АМ и ризобии 
могут действовать синергически, стимулируя рост растений посредством 
улучшения минерального питания и ингибирования развития грибных па-
тогенов (4-7). Вместе с тем в нескольких работах было установлено, что 
конкуренция за нишу в растении может быть причиной снижения эффек-
тивности колонизации корней грибами АМ. Так, исследования на сое 
Glycine max (L.) Merrill по изучению потенциала коммерческого инокулюма 
грибов AM Glomus sp. R-10 в отношении повышения урожайности этой 
сельскохозяйственной культуры выявили негативное влияние на колони-
зацию корней эндогенных штаммов грибов, хорошо адаптированных к 
условиям выращивания растений (33). Сходным образом конкуренция за 
нишу в растении была причиной снижения внутрикорневой колонизации 
культивируемых in vitro корней моркови при совместной инокуляции гри-
бами АМ Rhizophagus irregularis и Glomus aggregatum по сравнению с моно-
инокуляцией (34). Следовательно, усиление конкуренции между симбион-
тами может влиять на интенсивность внутрикорневой колонизации кор-
ней грибами АМ. Этим определяется интерес к изучению взаимного вли-
яния симбионтов на растения. 

Достаточно важным может быть взаимное влияние грибов АМ и ри-
зобий в многокомпонентной системе, особенно при использованной нами 
последовательной инокуляции. Наши данные указывают на то, что для про-
явления позитивного влияния на растения важны не только комбинации 
определенных штаммов грибов и ризобий, но и схема проведения двойной 
инокуляции. В дальнейшем необходимо подобрать условия, в которых такая 
конкуренция будет уменьшаться, а также оценить, не могут ли подобные 
изменения микоризной колонизации служить в роли маркера эффективно-
сти взаимодействия растений с грибами АМ при двойной инокуляции. 

Таким образом, при последовательной инокуляции растений го-
роха сорта Frisson сначала грибами Rhizophagus irregularis BEG144, а затем 
ризобиями Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 мы не наблюдали 
стимулирующего эффекта совместной инокуляции по сравнению с монои-
нокуляцией, что было показано на основании оценки индукции маркеров 
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развития двух типов симбиоза, изучения микоризации корней и биометриче-
ских показателей растений. Это может указывать на наличие конкуренции 
микроорганизмов за нишу в растении или активацию системных механизмов, 
препятствующих усилению внутрикорневой колонизации симбионтами.  
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A b s t r a c t  
 

Co-inoculation of plants with arbuscular mycorrhizal (AM) fungi and nitrogen-fixing bacteria 
of the order Rhizobiales (rhizobia) can have a stimulating effect on plant growth and development. 
This influence can be considered as the synergistic effect of two microorganisms on a plant in a 
multicomponent system and as the result of the mutual influence of microorganisms on each other. 
However, the mechanisms underlying the mutual influence of microorganisms remain insufficiently 
understood. In the presented work, it was shown for the first time that in the case of joint inoculation 
of pea plants with fungi of arbuscular mycorrhiza and rhizobia, the method of introduction microor-
ganisms may be important. The results may indicate the presence of competition of microorganisms 
for a niche in the plant during sequential inoculation. The purpose of our research was to study the 
possibility of selection of the effective combinations of AM and rhizobia strains for inoculation of such 
important agricultural crop as Pisum sativum L. as well as estimation of influence on the productivity 
of plants. In this work, we analyzed the effects of joint inoculation of pea plants Pisum sativum L. with 
the fungus Rhizophagus irregularis BEG144 and the rhizobial strain R. leguminosarum bv. viciae RCAM 
1026. For this purpose, the level of induction of markers development of two types of symbiosis, the 
degree of root mycorrhization were assessed, as well as the biometric parameters of plants. The research 
was performed using pea seedlings of the cultivar Frisson grown under sterile conditions. The isolate 
of the fungus Rhizophagus irregularis BEG144 was used for inoculation. An inoculum was obtained 
from the mycorrhized roots of Plecthrantus australis. The inoculum was introduced into a moisture 
substrate before planting the pea seedlings. The scheme of sequential inoculation was used, according 
to which pea plants were first inoculated with AM fungi R. irregularis BEG144 and 7 days after culti-
vation, the rhizobial strain Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 were introduced into the 
system. The experimental scheme included the following options: without inoculation (control), R. le-
guminosarum (Rlv), R. irregularis (AM), R. irregularis + R. leguminosarum (AM + Rlv). 9 and 21 days 
after planting (2 and 14 days after bacterial inoculation), the material was collected to analyze the 
expression of genes - markers of the legume-rhizobial symbiosis development. On day 21 after planting, 
the plants were collected in order to determine their biometric parameters, as well as the markers of 
the symbiosis development. The lateral roots of the plants were cut off and frozen in liquid nitrogen. 
After isolation of the total RNA, cDNA was synthesized on the RNA template using reverse transcrip-
tase using oligo(dT) primers. For the analysis, quantitative PCR combined with reverse transcription 
(RT-PCR) was performed (a CFX96 Real-Time instrument, «Bio-Rad Laboratories», USA). The total 
weight of plants and the weight of the root system significantly increased in case of monoinoculation 
with rhizobia, monoinoculation with AM fungi, as well as joint inoculation, compared with the control 
variant. However, no significant differences in these biometric parameters between the variant with 
monoinoculation with rhizobia or AM fungi and double inoculation were found. Probably, upon in-
oculation with several endosymbionts, competition arose between them at the stage of penetration into 
the plant, which led to a decrease in the intensity of plant infection with rhizobia. This was evidenced 
by the absence of additional stimulation of the Enod5 and Sym37 gene expression during double inoc-
ulation, which are activated in the plant during the development of rhizobial infection. Upon double 
inoculation, we also did not reveal additional stimulation of the expression of marker genes of symbiosis 
with AM fungi — PT4, TI, RAM1 and DELLA3. This correlated with the absence of significant differ-
ences in all biometric parameters between the variant with monoinoculation with rhizobia or AM fungi 
and double inoculation, which does not allow us to conclude about the positive effect of double inoc-
ulation on the growth and development of pea plants under the conditions of this experiment. The 
results of data analysis using the experimental scheme used may indicate the presence of competition 
of microorganisms for a niche in the plant, leading to a decrease in intra-root mycorrhizal colonization 
and the level of induction of markers that are activated during the development of rhizobial infection.  
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