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Введение
Везикуло	арбускулярная микориза (ВАМ) –

широко распространенная в природе форма мик	
робо	растительного симбиоза, играющая важную
роль в обеспечении растений питательными эле	
ментами, водой и способствующая выживанию
растений при неблагоприятных условиях окру	
жающей среды [1,2,3,4 ]. По некоторым данным,
более 90% видов наземных растений вступают в
симбиотические отношения с микоризными гри	
бами (Phylum Glomeromycota) [5,6]. Арбускуляр	
ные микоризные грибы являются облигатными
симбионтами и не способны размножаться в куль	
туре in vitro . Известно, что присутствие ВАМ	
грибов на корнях растений оказывает существен	
ное влияние на разнообразие и плотность расти	
тельных сообществ [7, 8, 9]. Имеются сведения о
том, что степень микоризации корней и разнооб	
разие видового состава грибов в значительной
степени определяется видом растения	симбион	
та, типом почвы, ее механическим и химическим
составом, влажностью, показателем рН– почвы
[10, 11, 12]. Тем не менее, некоторые исследовате	
ли считают, что ВАМ – грибы не обладают спе	
цифичностью по отношению к растениям	хозяе	
вам и случайно распределены в природных эко	
системах [13].

В связи с вышесказанным, исследование гене	
тической гетерогенности сообществ ВАМ в ризос	
фере различных видов растений, произрастающих
в неодинаковых условиях, является актуальным,
представляет научный и практический интерес.
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americana L. (Verbenaceae) и Chasmanthium
sessiliforum (poir.) Yates (Poaceae), произрастаю	
щие в естественном смешанном лесу на востоке
штата Техас (США). Образцы корней растений
с почвой (по три экземпляра) были отобраны с
верхней, средней и нижней частей склона. Нали	
чие ВАM	грибов на корнях растений определя	
ли микроскопическим методом [15]. ДНК выде	
ляли из 0.3 г почвенно	корневого материала, ис	
пользуя набор UltraClean™ Soil DNA Kit, соглас	
но методике производителя (Mobio Laboratories,
Inc., Carlsbad, CA). Для характеристики генети	
ческого разнообразия ВАМ	сообществ, исполь	
зовали метод ПЦР с Glomeromycota	специфич	
ными праймерами (Operon Biotechnologies, Inc.,
Alabama) и с последующим разделением ПЦР	
продуктов методом денатурирующего градиен	
тного гель	электрофореза (ДГГЭ). ПЦР осуще	
ствляли на амплификаторе Mastercycler
(Eppendorf, Inc., Westbury, NY). Электрофорети	
ческое разделение ампликонов проводили в 40%
полиакриламидном геле с 40	60% концентраци	
онным градиентом формамида (Sigma Inc.,) и
мочевины (EMD Chemicals, Inc., Gibbstown, NJ)
в течение 4 часов при 250 В. В качестве маркеров
были использованы образцы ДНК, выделенные
из бактерий и грибов. Для идентификации ДНК–
полос на гелевой пластине использовали краси	
тель Sybr Green (Invitrogen Corp., California
90028). Пластины фотографирововали при по	
мощи Imager System (BioRad Inc., Hercules, CA)
и изображение геля преобразовывали в шкалу
серого цвета в программе GIMP (GNU Image
Manipulation Program). ДНК	треки изученных
образцов были конвертированы в бинарную
форму (присутствие/отсутствие) с помощью
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программы Python Imaging (PIL).Локальные
максимумы были отмечены как 1 и остальные
данные были отмечены как 0.

Статистический анализ был проведен в про	
грамме R [14] при помощи библиотеки VEGAN
[15] и ADE4 [16]. Для оценки зависимости внут	
рипопуляционного полиморфизма ВАМ	сооб	
ществ от вида и условий произрастания расте	
ния	хозяина был использован факторный ана	
лиз по методу главных компонент (PCA). Ста	

тистическая значимость разницы оценивалась в
масштабе 10000 случайных перестановок

Результаты и обсуждение
На рисунке 1 представлено изображение

электрофореграммы продуктов ПЦР после раз	
деления их в денатурирующем геле. Как видно,
исследованные растения значительно различа	
ются по количественному составу ризосферных
грибных сообществ. Независимо от места про	
израстания, в ризосфере C. sessiliforum выявля	
ется значительно больше ДНК	компонетов, чем
у C. americana. Так, среднее значение количества
полос в профиле на электрофореграмме в образ	
цах, взятых с различных точек склона(верхняя,
срединная и нижняя часть) для C. sessiliforum со	
ставляет 43, для C. americana этот показатель
почти в два раза меньше (23).

Корреляционная связь между растением	
симбионтом и составом корневой микробиоты
четко прослеживается при проведении фактор	
ного анализа методом главных компонент (РСА).
В нашем случае, этим методом мы определяли
также степень сходства грибных сообществ в за	
висимости от местообитания растительного орга	
низма. Из рисунка 2 видно четкое разделение об	
разцов C. americana и C. sessiliforum по первой оси
(РС1). По второй оси (РС2) происходит разделе	
ние образцов по их месту обитания растений.

Необходимо отметить, что пробы
C. sessiliforum , отобранные с разных участков
склона, имели существенные различия по ко	
личественному составу ВАМ	грибов, тогда как
профили C. americana не были четко разделены.
Между показателями «вид растения» и «число
полос на электрофореграмме» выявляется ста	
тистически достоверная корреляция (p=0,0026).

Локальные условия произрастания расте	
ний по профилю холма отличались по влажно	
сти, значению рН почвы, по содержанию в со	
ставе почвы химических элементов (таблица 1).
Почвы верхней и средней части холма по этим
показателям различались между собой незна	
чительно. Почва в нижней части холма отлича	
лась низким содержанием химических элемен	
тов и низким значением рН.

Полученные нами результаты представляют
интерес для понимания механизмов взаимоотно	
шений растений с ВAM	сообществами, влияния
на них локальных экологических факторов. По

1,2, 13 – C. аmericana (верхняя часть склона);
16,17,18 – C. americana (средняя часть склона);
12,14,15 – C. аmericana (нижняя часть склона);

3, 5,6 – C. sessiliforum верхняя часть склона;
8,9,11 – C. sessiliforum (средняя часть склона);
4,7,10 – C. sessiliforum (нижняя часть склона)

Рисунок 1. Электрофореграмма ПЦР	продуктов гена
18S – рРНК микоризных грибов растений,

произрастающих на различных участках склона

Положения популяций изображены в пространстве двух
главных осей максимального варьирования, полученных
методом главных компонент по матрице корреляции элек	
трофоретических треков ПЦР	продуктов. Чем ближе к
друг другу располагаются на графике координатные точ	
ки, тем выше генетическое сходство популяций грибов.

Белыми символами обозначены C. аmericana,
черными – C. sessiliflorum.

Рисунок 2. Сходство популяций ВАМ	грибов
растений, произрастающих на различных

участках склона

Фундаментальные проблемы изучения и сохранения биологического разнообразия
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нашим данным оказалось, что видовой фактор
растения	симбионта является доминирующим
при формировании микробного сообщества ри	
зосферы. Растение	хозяин оказывает, по	видимо	
му, специфическое воздействие на образование и
функционирование грибной микрофлоры корней.
Как известно, процесс образования ВАМ	сооб	
ществ у растений контролируется комплексом
симбиотических генов (например, SYM	гены го	
роха) [6]. Факторы окружающей среды, в частно	
сти, почвенные факторы в наших экспериментах,
оказывали менее значимое влияние на видовой
состав ВАМ	сообществ. Тем ни менее, результа	
ты экспериментов свидетельствуют о том что, что
в естественных условиях обитания, даже на отно	
сительно небольшой площади ( в нашем случае,

около 10000 м2) наблюдаются различные комби	
нации видов ВAM в ризосфере растения	хозяина
одного и того же вида. Вероятно, что даже неболь	
шие изменения состава грибного сообщества спо	
собствуют адаптации и выживанию отдельных
индивидуумов внутри популяции.

Таким образом, генетический полимор	
физм и количественный состав ВАМ	грибов в
большей степени зависит от вида растения	хо	
зяина и, в меньшей степени, от условий произ	
растании растений. Удобным и высокоинфор	
мативным методом для изучения генетического
разнообразия микоризных грибов является
ПЦР	анализ с последующим электрофоретичес	
ким разделением продуктов в градиентном по	
лиакриламидном геле.

Таблица 1. Содержание химических элементов, влажность и кислотность почвы
на различных участках произрастания растений
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