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Аннотация. Устойчивое развитие сельского хозяйства зависит от обеспечения рынка качественными семена-
ми. Инокуляция растений рост-стимулирующими ризобактериями в культуре in vitro может быть использована 
для повышения эффективности роста и продуктивности микрорастений при получении оздоровленного поса-
дочного материала картофеля. Изучено влияние инокуляции in vitro штаммами Azospirillum baldaniorum Sp245 
и Ochrobactrum cytisi IPA7.2 по отдельности и в консорциуме на микрорастения сортов Невский и Кондор. Оце-
нены морфологические параметры роста растений в культуре in vitro, в условиях адаптации ex vitro, а также по-
казатели роста и продуктивности растений в грунтовой теплице. На протяжении всего опыта была установлена 
зависимость эффективности бактеризации от генотипа картофеля, этапа культивирования и состава инокуля-
та. Методом иммунофлуоресцентного анализа показано, что оба штамма бактерий успешно вступают во взаи
модействие с клетками растений без антагонистического взаимного влияния. В культуре in vitro A.  baldаnio­
rum  Sр245 и консорциум штаммов стимулировали образование корней на микрорастениях обоих сортов и 
рост побегов сорта Невский. На этапе культивирования ex vitro на все ростовые показатели микрорастений 
сорта Невский положительно влияла инокуляция O. cytisi IPA7.2 и консорциум штаммов. При выращивании в 
теплице в большинстве вариантов инокуляции стимулировался рост побегов обоих сортов. Приживаемость 
растений сорта Невский в теплице повысилась под действием одновременной коинокуляции в 1.7 раза. Ино-
куляция микрорастений консорциумом штаммов A. baldаniorum Sр245 и O. cytisi IPA7.2 увеличивала количество 
мини-клубней у сорта Невский в 1.5 раза, а у сорта Кондор – в 3.5 раза. Инокуляция изученными штаммами мо-
жет быть использована для стимулирования роста микрорастений и повышения урожайности мини-клубней в 
системе семеноводства картофеля при получении оздоровленного посадочного материала.
Ключевые слова: Solanum tuberosum L.; Azospirillum baldaniorum Sp245; Ochrobactrum cytisi IPA7.2; растительно-
микробные ассоциации; клональное микроразмножение; эффективность роста растений; адаптационная спо-
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Abstract. Sustainable development of agriculture depends on the provision of quality seeds to the market. Inocula-
tion with plant-growth-promoting rhizobacteria in in vitro culture can be used to improve the growth eff icacy and 
performance of microplants. We examined the effect of in vitro inoculation of microplants of the cultivars Nevsky 
and Kondor with the strains Azospirillum baldaniorum Sp245 and Ochrobactrum cytisi IPA7.2 separately and in com-
bination. We examined the morphological variables of plant growth in in vitro culture and under ex vitro adaptation 
conditions; we also investigated the growth and performance of the plants in the greenhouse. The dependence of the 
inoculation eff icacy on potato genotype, growth stage, and inoculum composition was ascertained throughout the 
experiment. In vitro, A. baldaniorum Sp245 alone and in combination with O. cytisi IPA7.2 promoted the formation of 
roots on the microplants of both cultivars and the growth of Nevsky shoots. During plant growth ex vitro, all growth 
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variables of the Nevsky microplants were promoted by O. cytisi IPA7.2 alone and in combination with A. baldanio­
rum Sp245. In both cultivars grown in the greenhouse, shoot growth was promoted in most inoculation treatments. 
The survival ability of the Nevsky microplants in the greenhouse increased 1.7-fold under the effect of simultaneous 
inoculation. Inoculation of microplants with a combination of A. baldaniorum Sp245 and O. cytisi IPA7.2 increased the 
number of Nevsky minitubers 1.5-fold and the number of Kondor minitubers 3.5-fold. Inoculation with the tested 
strains can be used to promote the growth of microplants and increase the yield of minitubers in potato seed breed-
ing for the production of healthy planting material.
Key words: Solanum tuberosum L.; Azospirillum baldaniorum Sp245; Ochrobactrum cytisi IPA7.2; plant-microbe associa-
tions, clonal micropropagation; plant growth eff icacy; adaptability; in vitro; ex vitro.
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Введение
В семеноводстве многих вегетативно размножаемых куль­
тур широко применяются методы клонального микрораз­
множения in  vitro (Rajasekharan, Sahijram, 2015).  Ризо­
бактерии различных таксономических групп могут быть 
использованы при клональном микроразмножении раз­
ных видов растений (Orlikowska et al., 2017; Soumare et 
al., 2021). В качестве объектов бактеризации среди тра- 
вянистых растений преобладают орхидные (Castillo-Pérez 
et al., 2021), сахарный тростник (Oliveira et al., 2002) и не­
которые другие виды (Dias et al., 2009). Были выделены 
бактериальные штаммы, стимулирующие рост микрокло­
нов картофеля in vitro, адаптацию к условиям ex vitro, а 
также продуктивность мини-клубней (Oswald et al., 2010). 
Решающее значение имеет правильный подбор микроас­
социантов (Wang et al., 2016). В предварительных иссле­
дованиях нами было показано, что чистые культуры ассо­
циативных ризобактерий Azospirillum baldaniorum Sp245 
и Ochrobactrum cytisi  IPA7.2 обладают способностью 
стимулировать рост микрорастений картофеля в услови­
ях in vitro и ex vitro (Tkachenko et al., 2015; Burygin et al., 
2019; Kargapolova et al., 2020).

Некоторые авторы отмечают, что совместная инокуля­
ция растений двумя и более штаммами ризосферных сти­
мулирующих рост растений бактерий (PGPR) может быть 
более эффективной по сравнению с чистыми культурами 
(Thomas et al., 2010). При инокуляции консорциумами 
штаммов важно учитывать совместимость бактериальных 
культур (Yegorenkova et al., 2016). Ранее нами установле­
но, что для штаммов с разными свойствами может иметь 
значение этап инокуляции микрорастений в процессе 
культивирования in vitro (Бурыгин и др., 2018).

Цель данного исследования – оценка эффективности 
инокуляции микрорастений картофеля (Solanum tubero­
sum L.) сортов Невский и Кондор чистыми культурами и 
консорциумом штаммов Azospirillum baldaniorum Sp245 
и Ochrobactrum cytisi IPA7.2 для повышения эффектив­
ности семеноводства оздоровленного посадочного мате­
риала методом клонального микроразмножения.

Материалы и методы
Культивирование микрорастений картофеля в усло­
виях in vitro. Использовались микрорастения двух средне­
ранних сортов картофеля Невский (ФГБНУ «Федераль­
ный исследовательский центр картофеля им. А.Г.  Лор­
ха», Россия) и Кондор (AGRICO  U.A., Netherlands) из 

in vitro коллекции кафедры «Растениеводство, селекция и 
генетика» агрономического факультета Саратовского госу­
дарственного аграрного университета им. Н.И. Вавилова 
(г. Саратов), полученные методом вычленения апикаль­
ных меристем. Сорта Невский и Кондор в соответствии 
с Государственным реестром селекционных достижений, 
допущенных к использованию (https://reestr.gossortrf.ru/), 
рекомендованы для выращивания в Нижневолжской зоне.

Микрочеренки с одним листом и почкой помещали на 
жидкую питательную среду Мурасиге – Скуга без гор­
монов (Murashige, Skoog, 1962). Растения в пробирках 
культивировали 30 сут при температуре 24 °С, влажности 
воздуха 60 %, освещенности 60 мкМ/(м2 · с), длине дня 
16 ч. Оценивали морфометрические параметры побегов 
и корней: длину побега, мм; количество узлов на побе­
ге, шт.; среднюю длину корней, мм; количество корней 
на побеге, шт.

Инокуляция микрочеренков штаммами бактерий. 
Использовали два штамма ризосферных бактерий  –  
A.  baldaniorum Sp245 (Baldani et al., 1983) и O.  cytisi 
IPA7.2 (Burygin et al., 2017, 2019) из Коллекции ризосфер­
ных микроорганизмов Института биохимии и физиологии 
растений и микроорганизмов РАН (Саратов) (http://collection. 
ibppm.ru/). Культуры бактерий выращивали при 35  °C 
на  ротационном шейкере с интенсивностью переме­
шивания 120  об/мин до конца экспоненциальной фазы 
(18 ч) в жидкой малатной среде с содержанием компо­
нентов (г/л): Na-малат 5.0; KH2PO4 0.4; NaCl 0.1; MgSO4 
0.2; FeSO4·7H2O 0.02; Na2MoO4·2H2O 0.002; NH4Cl 1.0,  
при pH  6.8–7.0 (Döbereiner, Day, 1976). Клетки сте­
рильно осаждали центрифугированием при 3000  g и 
ресуспендировали в 0.12 M фосфатном буфере (pH 7.2), 
содержащем (г/л): KH2PO4 0.43; Na2HPO4 1.68; NaCl 7.2. 
Центрифугирование повторяли дважды в физиологиче­
ском растворе с фосфатным буфером. Для инокуляции 
в пробирки с растениями, содержащими 10  мл среды 
Мурасиге–Скуга, добавляли 0.1 мл суспензии (108 кл/ мл). 
Итоговая концентрация клеток бактерий в среде состав­
ляла 106 кл/мл.

Бактерии вносили по отдельности: A. baldaniorum Sp245 – 
при черенковании микрорастений картофеля (0-е сутки), 
O. cytisi IPA7.2 – на 15-е сутки культивирования микрорас­
тений, а также совместно: одновременно – на 15-е сутки 
культивирования микрорастений или последователь­
но – на 0-е сутки при черенковании штамм A. baldanio­
rum Sp245, а затем дополнительно на 15-е сутки штамм 
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O. cytisi IPA7.2. В контрольном варианте культивировали 
микрорастения на среде без бактерий.

Выращивание растений картофеля в условиях 
ex  vitro. Адаптация микрорастений к условиям ex  vitro 
проводилась в сосудах с почвой 20 сут в оранжерее при 
температуре 24  °С, влажности воздуха 60 %, освещен­
ности 60  мкМ/(м2·с), длине дня 16  ч. Анализировали 
морфометрические параметры: длину побегов, количество 
и площадь листьев.

Затем растения высаживали в грунтовую теплицу с 
покрытием из агроволокна. Схема посадки 0.4 × 0.4  м. 
Условия температуры и влажности воздуха в грунтовой 
теплице не регулировались и зависели от погоды, поэтому 
были стрессовыми для растений (дневные температуры 
могли подниматься до 30 °C, а влажность воздуха опу­
скалась ниже 60 %). Полив растений проводили по не­
обходимости, в среднем через каждые 3–5 сут. Через три 
недели после посадки, а также в начале фазы бутониза- 
ции и цветения регистрировали долю выживших рас­
тений, высоту растений, количество побегов и листьев 
на растениях и площадь листьев. Мини-клубни выкапы­
вали после завядания кустов. Подсчитывали количество 
и массу мини-клубней на растениях, массу и диаметр 
каждого клубня.

Иммунофлуоресцентный анализ. Идентификацию 
бактерий на корнях растений проводили на 30-е  сутки 
после инокуляции методом иммунофлуоресцентного ана­
лиза с использованием штаммоспецифичных антител, 
как описано (Shelud’ko et al., 2010). Контролем служили 
неинокулированные и инокулированные корни растений, 
обработанные неспецифическими антителами. Неспе­
цифическую сорбцию антител блокировали 2-часовой 
инкубацией отрезков корней при комнатной температуре 
в 0.05 % растворе полиэтиленгликоля (MW 20000) в фос­
фатном буфере. В качестве первичных антител исполь­
зовали штаммоспецифичные кроличьи антитела к липо­
полисахаридам A. baldaniorum Sp245 и O.  cytisi  IPA7.2 
(концентрация 50  мкг/мл) и вторичные изотиоцианат 
тетраметилродамина (TRITC)-меченые козьи антикро­
личьи антитела (Abcam, США; концентрация 1 мкг/мл).

Микроскопию инокулированных корней микрорасте­
ний проводили с помощью конфокального микроскопа 
TCS SP5 (Leica Microsystems, Германия) в Центре кол­
лективного пользования научным оборудованием в об­
ласти физико-химической биологии и нанобиотехнологии 
«Симбиоз» (ИБФРМ РАН, Саратов).

Статистика. Эксперимент был повторен дважды. 
В каждом эксперименте в каждом варианте опыта исполь­
зовали три повторности по 10 растений, всего по 30 расте­
ний на вариант каждого опыта. Данные всех эксперимен­
тов были подвергнуты двухфакторному дисперсионному 
анализу (ANOVA). Оценка результатов выполнялась 
для уровня значимости p = 0.05. Для проверки нулевой 
гипотезы вычисляли критерий Фишера (F фактический), 
затем определяли наименьшую существенную разницу 
(НСР0.05) между вариантами опыта, а также проводили 
множественное сравнение частных средних по тесту Дун­
кана. Использовали пакет программ статистических и 
биометрико-генетических анализов в растениеводстве и 
селекции растений AGROS (версия 2.09).

Результаты

Влияние бактерий на рост и развитие  
микроклонов картофеля в условиях in vitro
По всем изучаемым признакам, за исключением средней 
длины корня, в культуре in vitro микрорастения сорта Кон­
дор отставали в росте от микрорастений сорта Невский 
(рис. 1). На длину побега микрорастений картофеля сорта 
Невский все варианты инокуляции влияли положительно 
(см. рис. 1, а). Микрорастения, инокулированные только 
A. baldаniorum Sр245, были выше контроля на 18.9 %, и 
это максимальный показатель среди изучаемых вариантов. 
Для сорта Кондор все варианты инокуляции оказывали 
негативный эффект на длину побега, кроме варианта с 
A. baldаniorum Sр245, в котором растения не отличались 
от контроля.

На признак «количество узлов на побеге» (см. рис. 1, б ) 
у сорта Невский все варианты инокуляции положительно 
влияли, кроме инокуляции O. cytisi IPA7.2, когда длина 
растений не отличалась от контроля. У микрорастений 
сорта Невский, инокулированных A. baldаniorum Sр245, 
было на 11.6 % больше узлов, чем в контроле. Микрорас­
тения, коинокулированные последовательно A. baldаnio­
rum Sр245 (0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки), име­
ли на 5 % больше узлов на побегах. Микрорастения, ко­
инокулированные одновременно A.  baldаniorum Sр245 
(15-е  сутки) + O.  cytisi IPA7.2 (15-е  сутки), имели на 
10.5 % больше узлов. Варианты инокуляции сорта Кон­
дор чистой культурой A. baldаniorum Sр245 и последова­
тельно A. baldаniorum Sр245 (0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 
(15-е сутки), были на уровне контроля. Остальные вариан­
ты инокуляции отрицательно влияли на количество узлов 
на микрорастениях сорта Кондор.

У сорта Невский при инокуляции A. baldаniorum Sр245 
средняя длина корней увеличивалась на 4 % по сравне­
нию с контролем (см. рис. 1, в), а O. cytisi IPA7.2 – на 
3.7 %. Однако последовательная коинокуляция A. baldа­
niorum Sр245 (0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки) не­
гативно влияла на длину корней (на 4.3 % ниже контроля). 
Для сорта Кондор все варианты инокуляции оказывали 
отрицательное влияние на длину корней.

По количеству корней (см. рис. 1, г) для обоих сортов 
выделились варианты с инокуляцией чистой культурой 
A.  baldаniorum Sр245 и коинокуляцией последователь­
но A.  baldаniorum Sр245 (0-е  сутки) + O.  cytisi IPA7.2 
(15-е сутки). У сортов Невский и Кондор с инокуляцией 
A. baldаniorum Sр245 количество корней увеличилось на 
12.5 % по сравнению с контролем. Микрорастения сорта 
Невский, коинокулированные последовательно A. baldа­
niorum Sр245 (0-е  сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е  сутки), 
имели на 6.3  % больше корней, чем в контроле. Сорт 
Кондор, коинокулированный последовательно A. baldа­
niorum Sр245 (0-е  сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е  сутки), 
оказался на 26.7 % лучше контроля по количеству корней.

Таким образом, инокуляция чистой культурой A. baldа­
niorum Sр245 или консорциумом последовательно A. bal­
dаniorum Sр245 (0-е сутки) + IPA7.2 (15-е сутки) положи­
тельно воздействовала на микрорастения сорта Невский. 
Увеличивалась длина побега, количество узлов на побеге 
и количество корней при уменьшении их средней длины.
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Идентификация бактерий  
на корнях микрорастений картофеля in vitro
Иммунофлуоресцентный анализ корней картофеля сорта 
Невский с использованием конфокальной микроскопии 
показал, что оба штамма бактерий успешно вступают во 
взаимодействие с клетками растений (рис. 2).

Бактерии обоих штаммов обнаруживались на корнях 
растений как при использовании для инокуляции чистых 
культур, так и при коинокуляции. Оба штамма сохраня­
лись в вариантах коинокуляции растений, что говорит об 
отсутствии антогонистического влияния и преимущест­
ва какого-либо штамма при взаимодействии с клетками 
корней картофеля.

Влияние бактерий на адаптацию  
микроклонов картофеля к условиям ex vitro
Приживаемость сформированных in vitro микрорасте­
ний картофеля в сосудах с почвой в условиях оранжереи 
(этап  ex  vitro) была высокой (более 80  %) (рис.  3, а). 
У сорта Невский снижение приживаемости микрорасте­
ний на 6 % по сравнению с контролем отмечено только в 
варианте с инокуляцией чистой культурой O. cytisi IPA7.2. 
У сорта Кондор снижение приживаемости наблюдалось в 
двух вариантах: на 11 % – при одновременной инокуля­
ции A. baldаniorum Sр245 (15-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 
(15-е сутки), а также на 14 % – при использовании чистой 
культуры O. cytisi IPA7.2.

В условиях ex vitro обнаружено достоверное влияние 
генотипа на все изучаемые признаки. Сорт Невский фор­
мировал более крупные побеги с большим числом круп­
ных листьев (см. рис. 3).

Все варианты инокуляции положительно влияли на 
длину побега сорта Невский (см. рис. 3, б ). В варианте 
с инокуляцией A.  baldаniorum Sр245 высота побегов 
увеличивалась на 14 % по сравнению с контролем; при 
коинокуляции последовательно A.  baldаniorum Sр245 
(0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки) – на 5 %; при 
одновременной коинокуляции A.  baldаniorum Sр245 
(15- е  сутки) + O.  cytisi IPA7.2 (15-е  сутки)  – на 11.5 %; 
при инокуляции O. cytisi IPA7.2 – на 8 %. У сорта Кондор 
все варианты инокуляции отрицательно влияли на длину 
побега (уменьшение на 4–16 %).

По показателю «количество листьев на побеге» (см. 
рис. 3, в) во всех вариантах опыта сорт Кондор не отличал­
ся от контрольных растений. На сорте Невский, напротив, 
бактеризация во всех вариантах оказала положительное 
влияние на данный признак, кроме варианта с инокуляци­
ей A. baldаniorum Sр245, в котором не установлено досто­
верных отличий от контроля. Растения сорта Невский, ко­
инокулированные последовательно A. baldаniorum Sр245 
(0-е  сутки) + O.  cytisi IPA7.2 (15-е  сутки), формировали 
на 10.5 % больше листьев, чем в контроле. В варианте 
с одновременной коинокуляцией A.  baldаniorum Sр245 
(15-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки) микрорастения 
образовали на 18.7 % больше листьев, чем в контроле. 
Растения, инокулированные O.  cytisi IPA7.2, имели на 
19.4 % больше листьев, чем контрольные.

У сорта Кондор по признаку «площадь листовой по­
верхности» (см. рис. 3, г) все варианты инокуляции не 
отличались от контроля, кроме одновременной коиноку­

ляции A. baldаniorum Sр245 (15-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 
(15-е сутки), когда установлен отрицательный эффект – на 
36.6 %. На площадь листьев сорта Невский инокуляция 
O. cytisi IPA7.2 и коинокуляция A. baldаniorum Sр245 +  
+ O. cytisi IPA7.2 влияла положительно (в обоих случа­
ях показатель на 60 % больше, чем в контроле). Расте­
ния этого сорта, инокулированные O. cytisi IPA7.2, имели 
более крупные листья (на 19 %), чем в контроле.

Таким образом, эффект инокуляции микрорастений в 
условиях in vitro и на этапе адаптации ex vitro сущест- 
венно зависел от генотипа. На сорт Невский положи­
тельное влияние по всем исследуемым показателям ока­
зывала инокуляция O. cytisi IPA7.2 отдельно или в ком­
плексе с A. baldаniorum Sр245. Для сорта Кондор влияние 
было отрицательным, или растения не отличались от 
контроля.

Влияние бактерий на рост микрорастений  
в грунтовой теплице и урожай мини-клубней
Приживаемость растений в грунтовой теплице была суще­
ственно ниже, чем в сосудах в контролируемых условиях 
(рис. 4, а), поскольку факторы среды не контролировались 
и зависели от окружающей среды. Для сорта Невский 
приживаемость варьировала от 30 до 64 %, а для сорта 
Кондор была еще ниже: от 18.33 до 25 %. Установлен до­
стоверный положительный эффект бактеризации расте- 
ний сорта Невский на приживаемость в грунтовой тепли­
це в вариантах с инокуляцией O. cytisi IPA7.2 (в 1.5 раза) 
отдельно и в комплексе с A. baldаniorum Sр245 (в 1.2 и 
1.7  раза). Варианты инокуляции микрорастений сорта 
Кондор не отличались от контроля.

Как и на предыдущих этапах, сорт Кондор достоверно 
уступал по вегетативной массе сорту Невский. В условиях 
теплицы обнаружено более выраженное положительное 
влияние бактеризации, чем на предыдущих этапах культи­
вирования (см. рис. 4). Только в одном варианте с инокуля­
цией растений сорта Кондор O. cytisi IPA7.2 был обнару­
жен негативный эффект на длину побега – на 11 %. В двух 
вариантах опыта не установлено достоверного эффекта 
по сравнению со стандартом: у растений сорта Кондор 
по длине побегов при инокуляции A. baldаniorum Sр245 
и по площади листьев при коинокуляции  консорциу­
мом последовательно A. baldаniorum Sр245 (0-е сутки) + 
+ O.  cytisi  IPA7.2 (15-е  сутки). В остальных вариантах 
наблюдался положительный эффект инокуляции.

По длине побегов (см. рис. 4, б ) у сортов Невский и 
Кондор положительный эффект наблюдался в вариантах 
с коинокуляцией последовательно A. baldаniorum Sр245 
(0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки) – на 57.1 и 27.5 % 
соответственно, и одновременно (на 15-е сутки) – на 60.6 
и 13.8 % соответственно.

По количеству листьев (см. рис.  4,  в) аналогичный 
максимальный положительный эффект для обоих сор­
тов наблюдался в варианте с одновременной коинокуля­
цией A. baldаniorum Sр245 (15-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 
(15- е сутки) – на 80.5 и 51.1 % для сорта Невский и Кондор 
соответственно.

Увеличение площади листовой поверхности (см. 
рис. 4, г) по каждому сорту (Невский, Кондор) наблюда­
лось в большинстве вариантов бактеризации, но макси­
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Рис. 3. Влияние инокуляции бактериями A. baldаniorum Sp245 и O. cytisi IPA7.2 на этапе адаптации к условиям ex vitro на параметры микрорасте-
ний картофеля: а – приживаемость растений; б – длину побега; в – количество листьев на побеге; г – площадь листовой поверхности.
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Рис. 1. Влияние инокуляции бактериями A. baldаniorum Sp245 и O. cytisi IPA7.2 в культуре in vitro на морфологические параметры микрорасте-
ний картофеля: а – длину побега; б – количество узлов на побеге; в – среднюю длину корней; г – количество корней.
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Рис. 2. Идентификация бактерий на корнях микрорастений картофеля с использованием иммунофлуоресцентной конфокальной микроско-
пии: а – контроль без инокуляции бактериями, антитела к A. baldаniorum Sp245 + антитела к O. cytisi IPA7.2; б – инокуляция штаммом A. baldаnio­
rum Sp245, антитела к A. baldаniorum Sp245; в – коинокуляция штаммами A. baldаniorum Sp245 + O. cytisi IPA7.2, антитела к A. baldаniorum Sp245; 
г – коинокуляция штаммами A. baldаniorum Sp245 + O. cytisi IPA7.2, антитела к O. cytisi IPA7.2; д – инокуляция штаммом O. cytisi IPA7.2, антитела к 
O. cytisi IPA7.2.
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мально – при инокуляции O. cytisi IPA7.2 (на 71.0 и 41.0 % 
соответственно).

По размеру клубней максимальный положительный 
эффект обнаружен в вариантах с инокуляцией растений 
O.  cytisi IPA7.2 (на сорте Кондор) и с коинокуляцией 
консорциумом последовательно A.  baldаniorum Sр245 
(0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки) (на обоих сор­
тах) (рис. 5, a, б ). У сорта Кондор диаметр мини-клуб­
ней максимально увеличивался (на 41.9 %) в варианте 
с инокуляцией O.  cytisi IPA7.2, а у сорта Невский  (на 
12.5  %)  – в  варианте с одновременной коинокуляци­
ей A.  baldаniorum Sр245 (15-е  сутки) + O.  cytisi IPA7.2  
(15-е сутки). 

Масса мини-клубней (см. рис.  5, б ) в большинстве 
вариантов опыта не отличалась от контроля. Негативное 
влияние на массу клубней у сорта Невский отмечено при 

инокуляции штаммом A. baldаniorum Sр245 – на 70.5 %, 
а также при одновременной коинокуляции A. baldаnio­
rum Sр245 (15-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки) – на 
20.5  %. У сорта Кондор наблюдалось увеличение мас­
сы клубней на 48.7 % при инокуляции штаммом O. cy­
tisi  IPA7.2 (15-е  сутки). O. cytisi IPA7.2 положительно 
влиял на сорт Кондор по всем показателям размера и 
массы мини-клубней.

Урожайность мини-клубней сорта Кондор была ниже, 
чем у сорта Невский, что согласуется с морфометрически­
ми показателями всех предыдущих этапов (см. рис. 5, в). 
При этом у более урожайного сорта Невский бактеризация 
в меньшей степени повышала урожайность мини-клубней 
по сравнению с сортом Кондор. Максимальный положи­
тельный эффект инокуляции микрорастений на этапе 
культуры in vitro был обнаружен в варианте коинокуля­
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Рис. 4. Влияние инокуляции бактериями A. baldаniorum Sp245 и O. cytisi IPA7.2 на параметры микрорастений картофеля в условиях выращива-
ния в грунтовой теплице: а – приживаемость растений; б – длину побега; в – количество листьев на побеге; г – площадь листовой поверхности.

Рис. 5. Влияние инокуляции бактериями A. baldаniorum Sp245 и O. cytisi IPA7.2 на урожай мини-клубней картофеля в условиях выращивания  
в грунтовой теплице: а – средний диаметр мини-клубней; б – среднюю массу мини-клубней; в – урожай клубней с 1 м2; г – количество клубней 
с одного растения.
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ции последовательно A. baldаniorum Sр245 (0-е сутки) + 
+ O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки). Урожайность мини-клубней 
с 1 м2 в данном варианте инокуляции увеличилась у сорта 
Невский на 11.1 %, у сорта Кондор в 6.8 раза.

С одного растения в данных экспериментах было полу­
чено от 2.67 до 9.33 клубня (см. рис. 5, г). По сортам коли­
чество клубней на растении достоверно не различалось. 
Эффект бактеризации выявлен у сортов Невский и Кондор 
в варианте с коинокуляцией консорциумом последова­
тельно A. baldаniorum Sр245 (0-е сутки) + O. cytisi IPA7.2 
(15- е сутки) – в 3.5 и 1.5 раза соответственно. У сорта 
Невский обнаружен аналогичный эффект увеличения ко­
личества мини-клубней с одного растения в варианте ино­
куляции чистой культурой A. baldаniorum Sр245. У сорта 
Кондор количество клубней на растении увеличилось 
также в варианте инокуляции O. cytisi IPA7.2 – в 1.9 раза.

Таким образом, коинокуляция микрорастений на этапе 
культивирования in  vitro консорциумом последователь­
но A.  baldаniorum Sр245 (0-е  сутки) + O.  cytisi IPA7.2 
(15- е сутки) существенно увеличивала массу и количество 
мини-клубней, являющихся оздоровленным оригиналь­
ным посадочным материалом.

Обсуждение
Получение оздоровленного посадочного материала – важ­
ный этап технологии производства картофеля. Обяза­
тельным этапом семеноводства картофеля является кло­
нальное микроразмножение растений, свободных от всех 
видов патогенов, методом культивирования апикальных 
меристем в культуре in vitro. Эффективность метода может 
быть повышена применением ризосферных бактерий. По 
данным литературных источников, на всех этапах куль­
тивирования, в том числе in vitro и in vivo, наблюдалось 
положительное влияние бактерий на рост растений. Отме­
чено также положительное воздействие на адаптационную 
способность при высадке микрорастений в нестерильные 
условия ex vitro (Oswald et al., 2010; Belimov et al., 2015; 
Santiago et al., 2017; Soumare et al., 2021).

Наши предыдущие исследования показали, что для сти­
мулирования роста микрорастений картофеля в условиях 
in vitro и ex vitro могут быть использованы ассоциатив­
ные ризобактерии A. baldaniorum Sp245 (Tkachenko et al., 
2015) и O. cytisi IPA7.2 (Burygin et al., 2019). Способность 
бактерий рода Azospirillum стимулировать рост и продук­
тивность картофеля, в том числе в системе производства 
семян, хорошо известна (Naqqash et al., 2016; Kargapolova 
et al., 2020; Tkachenko et al., 2021). При этом эффектив­
ность применения бактерий выше в оптимальных услови­
ях in vitro, но снижается на этапе выращивания растений 
в поле (Bacilio et al., 2017).

Результаты настоящего исследования тоже показывают, 
что инокуляция чистой культурой A. baldaniorum Sp245 
по сравнению с остальными вариантами обработки луч­
ше стимулировала рост микрорастений сорта Невский 
в оптимальных условиях in vitro, чем ex vitro или в поч­
ве в условиях теплицы. Штамм A.  baldaniorum Sp245 
был выделен из корней пшеницы (Baldani et al., 1983; 
Ferreira et al., 2020) и является модельным для многих 
исследований. Согласно нашим данным, этот штамм об­
ладает высокой способностью к производству гормона 

индолилуксусной кислоты, что объясняет его стимули­
рующее влияние на корни микрорастений (Kargapolova  
et al., 2020).

Штамм O. cytisi IPA7.2, выделенный нами непосред­
ственно из корней картофеля и являющийся аборигенным 
для почв Саратовской области, более устойчив к стрессо­
вым воздействиям, чем азоспириллы (Burygin et al., 2017, 
2019). Он выдерживает значительные колебания темпе­
ратуры, повышенные содержания соли и гербицидов, что 
объясняет его способность защищать растения от стресса, 
в том числе осмотического (Evseeva et al., 2019).

Влияние бактериальной инокуляции на формирование 
и линейный рост органов растения (побегов, корней) за­
висит от существующего на данный момент в растении 
гормонального баланса, определяемого генетическими 
особенностями, факторами среды и изменениями, которые 
вызывают в нем конкретные штаммы (Arkhipova et al., 
2020). Поэтому при стимуляции роста побега не всегда 
достигается аналогичный эффект для корней, а действие 
разных штаммов и на разных генотипах растений может 
различаться.

Комбинирование разных штаммов, в том числе азоспи­
рилл с другими микросимбионтами, считается перспек­
тивным для инокуляции растений благодаря возможно­
му синергетическому эффекту и большей устойчивости 
многокомпонентной системы (Panahyan-e-Kivi et al., 
2016; Trdan et al., 2019; Gavilanes et al., 2020). Но при 
использовании коинокуляции важное значение имеет со­
вместимость штаммов, их способность сохраняться на 
растении одновременно и не вызывать антагонистических 
проявлений (O’Brien, Harrison, 2021). Эффективность бак­
теризации зависит от генотипа растения, этапа развития, 
внешних и внутренних условий (Andreote et al., 2010).

В проведенных нами ранее исследованиях установлено 
(Бурыгин и др., 2018), что этап инокулирования зави­
сит от особенностей используемого штамма. Бактерии 
A. baldaniorum Sp245 не способны к самостоятельному 
росту на питательной среде для культивирования микро­
растений и могут применяться для инокуляции на любом 
этапе культивирования микрорастений in vitro. Бактерии 
O.  cytisi IPA7.2 демонстрируют активный рост на пи­
тательной среде для культивирования микрорастений 
и могут применяться для инокуляции только во второй 
половине пассажа. Поэтому было изучено два варианта 
коинокуляции микрорастений штаммами A.  baldanio- 
rum Sp245 и O. cytisi IPA7.2: одновременный на 15-е сут­
ки культивирования и последовательный – A. baldanio­
rum Sp245 на 0-е сутки и O. cytisi IPA7.2 на 15-е сутки 
культивирования. Результаты показали, что A. baldanio­
rum Sp245 и O.  cytisi IPA7.2 способны одновременно 
сохраняться на корнях растений картофеля без антаго­
нистических взаимодействий (см. рис. 2). При этом си­
нергетический эффект наблюдался не во всех вариантах 
и зависел от этапа культивирования и сорта картофеля. 
В  условиях культуры in  vitro (см. рис.  1) варианты ко­
инокуляции двумя штаммами по большинству показателей 
не превышали действие каждого штамма в отдельности, 
в том числе A. baldaniorum Sp245, обладавшего хорошей 
рост-стимулирующей активностью в отношении микро­
растений сорта Невский.
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Адаптационная способность микрорастений в благо­
приятных лабораторных условиях на этапе высадки 
ex vitro (см. рис. 3) под действием коинокуляции двумя 
штаммами оставалась на уровне контроля или действия 
штаммов по отдельности. Но в стрессовых условиях 
грунтовой теплицы, при слабоконтролируемом действии 
факторов внешней среды защитное влияние бактеризации 
проявилось с большей силой (см. рис. 4), по крайней мере 
для сорта Невский. В том числе максимально повысилась 
(на 71  %) приживаемость растений данного сорта под 
действием одновременной коинокуляции, что превзошло 
положительный эффект инокуляции чистой культурой 
O. cytisi IPA7.2 почти на 20 %.

Положительный эффект коинокуляции отмечен для 
сорта Невский на этапе адаптации ex vitro по количеству 
и площади листьев на растениях (см. рис. 3), при этом по 
второму показателю наблюдался синергетический эффект. 
Максимальное стимулирующее влияние бактеризации 
отмечено в неблагоприятных условиях выращивания в 
грунтовой теплице (см. рис. 4), что согласуется с данными 
(Cesari et al., 2019) о повышении толерантности растений 
к стрессам под действием бактеризации, в том числе ко­
инокуляции консорциумом бактерий с азоспириллами в 
составе. На показатели роста растений обоих сортов ко­
инокуляция оказывала положительное влияние на уровне 
или даже выше действия чистой культуры O. cytisi IPA7.2.

Эффективность всей технологии производства оздо­
ровленного посадочного материала картофеля в конечном 
счете зависит от урожая мини-клубней. Надо сказать, что 
для семеноводства большее значение имеет не столько 
масса, сколько количество мини-клубней на растениях, так 
как это определяет коэффициент размножения и скорость 
тиражирования семян. Эффект бактеризации на получе­
ние мини-клубней проявился особенно сильно, причем на 
обоих сортах (см. рис. 5). Средний размер мини-клубней 
изменялся незначительно, но количество мини-клубней 
на растениях существенно возрастало при коинокуля­
ции последовательно A. baldаniorum Sр245 (0-е сутки) + 
+ O. cytisi IPA7.2 (15-е сутки). Она привела к увеличению 
выхода мини-клубней у сорта Невский в 1.5 раза, а у сор­
та Кондор в 3.5 раза, причем для сорта Кондор отмечен 
синергетический эффект коинокуляции по сравнению с 
действием штаммов по отдельности. Аналогичный си­
нергетический эффект отмечен для обоих сортов в том же 
варианте коинокуляции по урожаю мини-клубней с 1 м2.

Способ коинокуляции – последовательный (при черен­
ковании A. baldаniorum Sр245 и затем O. cytisi IPA7.2 на 
15-е сутки) или одновременный на 15-е сутки – на разных 
этапах культивирования микрорастений проявлял влия­
ние по-разному, но исходя из стимулирующего эффекта 
A. baldаniorum Sр245 в условиях in vitro и конечного полу­
чения мини-клубней можно считать предпочтительным 
последовательную коинокуляцию.

Заключение
По результатам экспериментов установлено положи­
тельное влияние бактериальных штаммов A.  baldаnio- 
rum Sр245 и O. cytisi IPA7.2 как по отдельности, так и в 
составе консорциума, которое по-разному проявлялось 
на различных этапах культивирования растений. Макси­

мальный положительный эффект бактеризации на этапе 
культуры in vitro установлен по количеству адвентивных 
корней, на этапе адаптации ex  vitro  – по количеству и 
площади листьев, при выращивании растений в почве в 
условиях теплицы – по всем показателям вегетативной 
части побегов, а также по массе мини-клубней. Между 
рассмотренными штаммами бактерий не наблюдалось 
антагонистического влияния. Отмечена существенная 
зависимость рост-стимулирующего эффекта бактерий 
от генотипа картофеля. Максимальный положительный 
эффект при взаимодействии двух штаммов получен на эта­
пе выращивания инокулированных растений в открытом 
грунте. Использование штаммов A. baldaniorum Sp245 и 
O. cytisi IPA7.2 по отдельности и совместно может быть 
рекомендовано для инокуляции микрорастений картофеля 
в культуре in  vitro при клональном микроразмножении 
картофеля в системе производства оздоровленного по­
садочного материала для устойчивого развития сельского 
хозяйства.
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