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Впер вые при ме не на ино ку ля ция ри зо бак те ри я ми Azos pi ril lum bra si len se Sp245 рас те ния ка ль це фи ль но го ви да – смо лев ки ме -
ло вой (Si le ne cre ta cea Fisch. ex Spreng.) – с це лью оп ти ми за ции его мик ро кло на ль но го раз мно же ния. Ме то да ми им му но фер -
мен т но го ана ли за, флу о рес цен т ной мик ро ско пии и бак те ри о ло ги че ско го по се ва под твер ж де на ко ло ни за ция бак те ри я ми кор -
ней эк с п лан тов in vit ro и вы яв ле ны со пут ст ву ю щие мор фо ло ги че ские при зна ки ко ло ни за ции. Уста нов ле но, что ино ку ля ция
рас те ний ро ст сти му ли ру ю щи ми ри зо бак те ри я ми A. bra si len se Sp245 на ста дии ку ль ти ви ро ва ния in vit ro ока зы ва ет зна чи те ль -
ный по ло жи те ль ный эф фект на адап та цию ре ге не ран тов ex vit ro (при жи ва е мость уве ли чи ва ет ся до 90% и более), по вы шая тем
са мым эф фек тив ность все го про цес са мик ро кло на ль но го раз мно же ния S. cre ta cea.

Клю че вые сло ва: адап та ция ex vitro, мик рок ло наль ное раз м но же ние, Azospirillum brasilense Sp245, Caryophyllaceae, Silene
cretacea.
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Смо лев ка ме ло вая (Si le ne cre ta cea Fisch.
ex Spreng.) – эн де мич ный ка ль це фи ль ный по лу -
ку с тар ник, при над ле жа щий се мей ст ву Ca ry op hyl -
la ceae. Этот ред кий вид за не сен в Крас ную кни гу
Рос сий ской Фе де ра ции и вклю чен в При ло же -
ние I Бер н ской кон вен ции [1]. На тер ри то рии Са -
ра тов ской об ла с ти един ст вен ная по пу ля ция S. cre -
ta cea об на ру же на в 2008 г.; до это го дан ный вид
не от ме чал ся в ре ги о не бо лее 150 лет [2]. В этой
свя зи пред став ля ет ся чрез вы чай но важ ным вос -
ста нов ле ние чис лен но сти по пу ля ций смо лев ки
ме ло вой.

В при клад ном ас пек те S. cre ta cea ин те рес на 
тем, что яв ля ет ся пер с пек тив ным ис точ ни ком ве -
ществ из клас са фи то эк ди сте ро и дов – по ли гид -
рок си ли ро ван ных сте ри нов, струк тур но иден тич -
ных и близ ких гор мо нам ли нь ки на се ко мых. До -
ка за но, что фи то эк ди сте ро и ды об ла да ют про ти во -
гриб ко вым, ана бо ли че ским, ги пог ли ке ми че ским,
ге па топ ро тек тор ным и то ни зи ру ю щим дей ст ви -

ем, от ли ча ясь при этом ма лой токсич но стью и от -
сут ст ви ем гор мо на ль но го воз дей ст вия на мле ко -
пи та ю щих [3, 4].

Ра нее нами были оп ти ми зи ро ва ны эта пы сте -
ри ли за ции и мик ро раз м но же ния ку ль ту ры S. cre -
ta cea [5, 6]. При этом, од на ко, от ме чал ся низ кий
уро вень при жи ва е мо сти рас те ний S. cre ta cea в от -
кры том грун те (не бо лее 20%), что де ла ло про из -
вод ст во по са доч но го ма те ри а ла этой ку ль ту ры
дан ным ме то дом не эф фек тив ным.

Пер с пек тив ным пу тем по вы ше ния эф фек -
тив но сти адап та ции рас те ний к усло ви ям ex vit ro
пред став ля ет ся ис по ль зо ва ние ро ст сти му ли ру ю -
щих ри зо бак те рий (PGPR), ко то рые мо гут улуч -
шать ро с то вые па ра мет ры мик ро кло нов in vit ro
[7, 8]. Од ним из ши ро ко ис по ль зу е мых ро дов сре -
ди PGPR яв ля ет ся Azos pi ril lum – сво бод но жи ву -
щие гра мот ри ца те ль ные по движ ные бак те рии,
взаи мо дей ст ву ю щие со мно ги ми ви да ми рас те -
ний, в том чис ле и с пред ста ви те ля ми се мей ст ва
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Спи сок со кра ще ний: ИФА – им му но фер мен т ный ана лиз; КЖ – ку ль ту ра ль ная жид кость; ELISA (En zy me-Lin ked Im mu no Sor -
bent Ana ly sis) – ИФА с ис по ль зо ва ни ем им му но сор бен та; IgG – им му ног ло бу лин G; MSM (Ma la te-Salt Me di um) – ма лат но-со ле -
вая сре да; PBS (Phos p ha te-Buf fe red Sa li ne) – фос фат но-со ле вой бу фер; PGPR (Plant-Growth-Pro mo ting Rhi zo bac te ria) – ри зо бак -
те рии, сти му ли ру ю щие рост рас те ний.



Ca ry op hyl la ceae [9], и снаб жа ю щие их азо том, ми -
не ра ль ны ми ве ще ст ва ми, фи то гор мо на ми и ви та -
ми на ми. В ре зу ль та те уве ли чи ва ет ся аб сор б ци он -
ная по вер х ность кор ней и улуч ша ет ся ин тен сив -
ность ми не ра ль но го пи та ния рас те ний [10]. Бы ло
по ка за но [11], на при мер, что бак те рии Azos pi ril -
lum bra si len se Sp245 ак ти ви ру ют раз ви тие кор не -
вой си с те мы мик ро кло нов кар то фе ля in vit ro, сти -
му ли ру ют адап та цию по лу чен ных ре ге не ран тов к 
усло ви ям ex vit ro, а так же спо соб ст ву ют уве ли че -
нию уро жая ми ник луб ней.

В ра бо те [12] со об ща лось, что при ино ку ля -
ции мик ро по бе гов пло до вых де ре вь ев р. Pru nus
бак те рии A. bra si len se Sp245 улуч ша ют об ра зо ва -
ние кор ней и ка че ст во мик ро по бе гов in vit ro, при
этом со кра щая время ку ль ти ви ро ва ния. Опыт ный 
ма те ри ал от ли чал ся бо ль шим раз ме ром стеб лей и
ко ли че ст вом меж до уз лий от но си те ль но кон т ро ля 
на 75% и 65%, со от вет ст вен но. Бы ло так же по ка -
за но, что A. bra si len se Sp245 ре гу ли ру ет чис лен -
ность па то ген ных мик ро ор га низ мов Rhi zoc to nia
ssp., ко то рые яв ля ют ся наи бо лее ча с той при чи ной 
ги бе ли ре ге не ран тов на эта пе адап та ции [13].

Ис хо дя из вы ше из ло жен но го, цель на ше го
ис сле до ва ния со сто я ла в по вы ше нии эф фек тив -
но сти кло на ль но го мик ро раз м но же ния S. cre ta cea 
за счет оп ти ми за ции про цес са уко ре не ния и по -
сле ду ю щей адап та ции по лу чен ных ре ге не ран тов
к усло ви ям ex vit ro пу тем ис по ль зо ва ния ро ст сти -
му ли ру ю щих ри зо бак те рий A. bra si len se Sp245.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ме то ди ка био тех но ло ги че ских ис сле до ва -
ний осно вы ва лась на об ще при ня тых клас си че -
ских при е мах ра бо ты с ку ль ту ра ми тка ней и ор га -
нов рас те ний при со блю де нии усло вий асеп ти ки
[14]. В ка че ст ве ба зо вой ку ль ту ра ль ной сре ды ис -
по ль зо ва ли WPM [15] (Sig ma-Al d rich, Гер ма ния)
без фи то гор мо нов, со дер жа щую 0,6% агар- ага ра
(Ap pliC hem-Pan re ac, Ве ли коб ри та ния), с pH
5,9–6,1. Для эк с п лан та ции на пи та те ль ную сре ду
ис по ль зо ва ли сег мен ты по бе гов рас те ний-ре ге не -
ран тов вы со той 16,1 ± 0,8  мм и уз ла ми 2,4 ± 0,2,
по лу чен ных на эта пе мик ро раз м но же ния.

Все эк с пе ри мен ты вы пол ня ли в трех по втор -
но стях. Для ре зу ль та тов, от ра жен ных в табл. 1,
в каж дой по втор но сти от би ра ли 20 эк с п лан тов.
Об щее чис ло рас те ний в эк с пе ри мен тах, ре зу ль -
та ты ко то рых при ве де ны в табл. 2, со ста ви ло 180.
В табл. 1 пред став ле ны сред ние ариф ме ти че ские
зна че ния и до ве ри те ль ные ин тер ва лы при уров не
зна чи мо сти P = 0,05 (и до ве ри те ль ной ве ро ят но -
сти 95%), рас счи тан ные по стан дар т ным от кло не -

ни ям с ис по ль зо ва ни ем па ке та про грамм Sta tis ti ca 
for Win dows, v.6. Ста ти сти че скую об ра бот ку ре -
зу ль та тов опре де ле ния доли уко ре нен ных эк с п -
лан тов (см. табл. 1) и при жи ва е мо сти рас те -
ний-ре ге не ран тов (см. табл. 2) про во ди ли по фор -
му лам для двоя ко воз мож ной из мен чи во сти [16]
при P = 0,05.

Уко ре не ние и бак те ри за ция

Эк с п лан ты вы са жи ва ли в пла с ти ко вые кон -
тей не ры объ е мом 350 мл, со дер жа щие 50 мл пи та -
те ль ной сре ды, по 10 штук в один кон тей нер. Рас -
сто я ние меж ду эк с п лан та ми со став ля ло 17,3 ± 1,0 мм.
Для изу че ния вли я ния PGPR на рас те ния-ре ге не -
ран ты была про ве де на ино ку ля ция по след них ри -
зо бак те ри я ми Azos pi ril lum bra si len se штам ма Sp245.
Бак те рии были по лу че ны из кол лек ции ри зос фер -
ных мик ро ор га низ мов Ин сти ту та био хи мии и фи -
зио ло гии рас те ний и мик ро оога низ мов РАН (Са -
ра тов). Ку ль ту ру вы ра щи ва ли при 28°C на ро та -
ци он ном шей ке ре ES-20/60 (Bi o San, Лат вия) с ин -
тен сив ным пе ре ме ши ва ни ем (120 об/мин) до окон -
ча ния эк с по нен ци а ль ной фа зы ро с та (18 ч) на
жид кой ма лат но-со ле вой сре де (МSM) сле ду ю -
ще го со ста ва, г/л: Na-ма лат – 5; KH2PO4 – 0,4;
K2HPO4 – 0,4; NaCl – 0,1; MgSO4 – 0,2; Fe SO4  7H2O –
0,02; Na2MoO4  2H2O – 0,002; NH4Cl – 1 (pH 6,8–7,0). 
Клет ки осаж да ли цен т ри фу ги ро ва ни ем при 3000 g
и сус пен ди ро ва ли в 0,12 M фос фат но-со ле вом бу -
фе ре (PBS), со дер жа щем сле ду ю щие ком по нен -
ты, г/л: KH2PO4 – 0,43; Na2HPO4 – 1,68; NaCl – 7,2
(pH 7,2). Для от мыв ки бак те рий от остат ков КЖ
про во ди ли еще два по втор ных цен т ри фу ги ро ва -
ния в сте ри ль ном рас тво ре PBS.

Для ино ку ля ции смо лев ки бак те ри я ми за
осно ву бы ла взя та ме то ди ка Tkac hen ko et al. [11].
Бак те ри а ль ную сус пен зию до бав ля ли в кон тей не -
ры ме то дом штри хов до ко неч ной кон цен т ра ции в
пи та те ль ной сре де 105, 106 и 107 кл/мл сра зу по сле
то го, как эк с п лан ты по ме ща ли на пи та те ль ную
сре ду. Кон т ро лем слу жи ли не и но ку ли ро ван ные
эк с п лан ты. Кон тей не ры с эк с п лан та ми вы дер жи -
ва ли в ро с то вой ка ме ре KBW-400 (Bin der, Гер ма -
ния) с тем пе ра ту рой 25C, осве ще ни ем 2–3 тыс. лк и
фо то пе ри о дом 16/8 ч (день/ночь) в те че ние 15 сут.

Им му ноф лу о рес цен т ное мик ро ско пи че ское
вы яв ле ние бак те рий на кор нях рас те ний

Фраг мен ты кор ней рас те ний-ре ге не ран тов
по ме ща ли на 30 мин. сна ча ла в 2%-ный во дный
рас твор ка зе и на («ДиаМ», Рос сия), за тем на 30 мин 

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 1 73

ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИЕ Azos pi ril lum bra si len se Sp245 ДЛЯ ПО ВЫ ШЕ НИЯ ЭФ ФЕК ТИВ НО СТИ



в рас твор А (PBS, 0,02%-ный твин-20 (Pan re ac,
Ис па ния), 0,2%-ный ка зе ин), со дер жа щий ан ти те -
ла к бак те ри а ль ным клет кам A. bra si len se Sp245,
по лу чен ные, как опи са но в [18]. За тем кор ни от -
мы ва ли че ты рех крат но по 10 мин от не свя зав -
ших ся ан ти тел рас тво ром Б (PBS, 0,02%-ный
твин-20) и пе ре но си ли на 30 мин в рас твор А, со -
дер жа щий ко зий ан ти кро ли чий IgG (Ale xa Flu or® 
532 (H+L), In vit ro gen, США) в ра бо чем раз ве де -
нии 1:500. По сле че ты рех крат но го по 5 мин про -
мы ва ния от не свя зав ших ся ан ти тел рас тво ром Б,
кор ни ис сле до ва ли с по мо щью мик ро ско па-ла зер -
но го дис сек то ра Le i ca LMD 7000 (Le i ca Mic ro sys -
tems, Гер ма ния) под раз ным уве ли че ни ем (50–400)
с ис по ль зо ва ни ем све то фи ль тра N21.

Им му но фер мен т ное вы яв ле ние бак те рий 
на кор нях рас те ний

Опре де ле ние ко ли че ст ва бак те рий на ко ло -
ни зо ван ных кор нях про во ди ли ме то дом им му но -
фер мен т но го ана ли за (ИФА). Кор ни кон т ро ль ных 
и опыт ных рас те ний (фраг мен ты по 3 см, ино ку -
ля ция бак те ри я ми из рас че та 105 кл/мл) го мо ге ни -
зи ро ва ли и ре сус пен ди ро ва ли в 0,5 мл PBS. Го мо -
ге на ты вно си ли в лун ки по ли сти ро ль но го план -
ше та и де ла ли дву крат ные раз ве де ния в PBS, по -
сле чего был про ве ден им му но фер мен т ный ана -
лиз (ва ри ант ELISA), как опи сан но в ра бо те [17],
со спе ци фи че ски ми ан ти те ла ми к клет кам Azos pi -
ril lum bra si len se Sp245, по лу чен ны ми в ра бо те [18].

Мик ро би о ло ги че ское те с ти ро ва ние

Дан ный ана лиз про во ди ли для уста нов ле -
ния на ли чия жиз не спо соб ных кле ток A. bra si len se
Sp245, ас со ци и ро ван ных с кор ня ми 15-су точ ных
рас те ний смо лев ки. Для это го из раз ных зон при -
да точ ных кор ней опыт ных и кон т ро ль ных ва ри ан -
тов были вы ре за ны фраг мен ты дли ной око ло 10 мм
и по ме ще ны на MSM, со дер жа щую 1,5% агар-ага -
ра. Об раз цы ку ль ти ви ро ва ли в тер мо ста те 3 сут
при 30С. Пос ле это го из зон об ра с та ния про во ди -
ли по сев на МSМ для по сле ду ю ще го им му но диф -
фу зи он но го ана ли за со штам мос пе ци фи че ски ми
ан ти те ла ми про тив A. bra si len se Sp245, по лу чен -
ны ми, как опи са но ра нее [18].

Им му но диф фу зи он ный ана лиз

Двой ную им му но диф фу зию в ага роз ном ге -
ле бак те ри а ль ных пре па ра тов с ан ти те ла ми к
клет кам A. bra si len se Sp245 про во ди ли по стан -

дар т ной ме то ди ке [19]. Для по лу че ния пре па ра -
тов клет ки от мы ва ли PBS, осаж да ли цен т ри фу -
ги ро ва ни ем и об ра ба ты ва ли в те че ние 30 мин
при ком нат ной тем пе ра ту ре эк ст ра ги ру ю щим
бу фе ром (pH 8,5) сле ду ю ще го со ста ва: 0,1 М
трис-HCl («Хе ли кон», Рос сия), 10 мM ЭДТА
(0,05 ммоль на 1 г влаж ных кле ток) (Ana laR, Ве -
ли коб ри та ния), 0,1 мM фе нил ме тил су ль фо нил -
ф то рид («Хе ли кон»), 1% три то на X-100 (Ser va,
Гер ма ния). Эк ст ракт осво бож да ли от кле ток цен -
т ри фу ги ро ва ни ем. Ре ак цию пре ци пи та ции про -
во ди ли на стек лян ных пла с ти нах 99 см (LKB,
Шве ция) в 1%-ном ага роз ном ге ле (LKB), при го -
тов лен ном на PBS. Ре зу ль та ты опы тов оце ни ва -
ли че рез 1-2 сут. При этом пла с ти ны вы су ши ва -
ли, окра ши ва ли в рас тво ре ку мас си брил ли ан то -
во го си не го R-250 (LKB) и обес цве чи ва ли в во д -
ном рас тво ре, со дер жа щем 45% эти ло во го спир -
та (ООО «Ки ров ский био хи ми че ский за вод», Рос -
сия) и 10% ук сус ной кис ло ты (ЗАО «НПО Эк -
рос», Рос сия).

Под счет КОЕ в сре де ку ль ти ви ро ва ния 
и на кор нях рас те ний

50 мг ага ри зо ван ной сре ды или кор ней
рас те ний по ме ща ли в 0,5 мл PBS, го мо ге ни зи -
ро ва ли в фар фо ро вой ступ ке при ком нат ной
тем пе ра ту ре и за тем го то ви ли се рию раз ве де -
ний 10–1–10–4 в PBS. Из каж до го раз ве де ния
алик во ту в 0,01 мл на но си ли на по вер х ность
твер дой MSM с до бав ле ни ем 1,5% агар-ага ра
(«Хе ли кон») в чаш ках Пет ри (OOO «Ми ни Мед», 
Рос сия) и рас ти ра ли сте ри ль ным шпа те лем. По -
се вы про во ди ли в 4 по втор но стях. Чаш ки ин ку -
би ро ва ли при 30С в те че ние 3 сут, по сле чего
про во ди ли под счет бак те ри а ль ных ко ло ний. Учи -
ты вая мас су об раз цов и крат ность их раз ве де ния
бу фе ром, рас счи ты ва ли чис ло КОЕ на 1 г об раз ца
и до ве ри те ль ные ин тер ва лы при P = 0,05 и до ве -
ри те ль ной ве ро ят но сти 95%.

Мор фо мет ри че ские па ра мет ры 
эк с п лан тов

На 5, 10 и 15-е сут ки по сле ино ку ля ции бак -
те ри я ми оце ни ва ли основ ные мор фо мет ри че ские
па ра мет ры мик ро ра с те ний S. cre ta cea: дли ну эк с -
п лан та, ко ли че ст во уз лов и кор ней на од ном эк с п -
лан те, мак си ма ль ную дли ну кор ня и долю уко ре -
нен ных эк с п лан тов (см. табл.1). Дли ну из ме ря ли с 
по мо щью элек т рон но го штан ген цир ку ля (Finch
In dus t ri al To ols, Ка на да).
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Адап та ция рас те ний-ре ге не ран тов 
к не сте ри ль ным усло ви ям

Адап та цию уко ре нен ных рас те ний-ре ге не -
ран тов про во ди ли по ме то ди ке [20]. Рас те ния вы -
са жи ва ли в пла с ти ко вые кон тей не ры объ е мом
300–500 мл, со дер жа щие не про трав лен ный поч -
вен ный суб ст рат, со сто я щий из ней тра ли зо ван но -
го тор фя но го грун та или пер ли та, или обо их ком -
по нен тов в раз лич ных со от но ше ни ях. Рас те ния
по ли ва ли во дой, а за тем в ка че ст ве ком п лек с но го
удоб ре ния че ты рех крат но раз бав лен ным во дным
рас тво ром ми не ра ль ных со лей WPM (см. выше)
(1,0–1,5 мл). Каж дый кон тей нер на кры ва ли по ли -
эти ле но вой плен кой и пе ре но си ли в теп ли цу с
теми же тем пе ра ту рой и осве ще ни ем, что и в ро с -

то вой ка ме ре (25С, 2–3 тыс. лк, фо то пе ри од 16/8 ч
(день/ночь)). В те че ние по сле ду ю щих 3 нед по ли -
эти лен пер фо ри ро ва ли (по два про ко ла в сут ки
диа мет ром 5 мм), что бы обес пе чить по сте пен ное
сни же ние уров ня влаж но сти, а че рез 3 нед пол но стью
уда ля ли. В ка че ст ве основ но го кри те рия на дан -
ном эта пе оце ни ва ли долю жиз не спо соб ных ре ге -
не ран тов в каж дом ва ри ан те эк с пе ри мен та.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уко ре не ние

Об ра зо ва ние и рост кор ней дли ной до 2 см и 
выше рас те ни я ми смо лев ки ме ло вой на ага ри зо -
ван ной сре де в усло ви ях in vit ro на блю да ли в те -
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Та б ли  ца  1

Мор фо мет ри че ские по ка за те ли опыт ных (ино ку ли ро ван ных бак те ри я ми) 
и кон т ро ль ных (не и но ку ли ро ван ных) эк с п лан тов S. cre ta cea

Mor p ho met ric cha rac te ris tics of ex pe ri men tal (bac te ria-ino cu la ted) 
and con t rol (non-ino cu la ted) S. cre ta cea ex p lants

Кон цен т ра ция
бак те ри а ль но го

ино ку ля та
в пи та те ль ной
сре де, кл/мл

Доля
уко ре нен ных

эк с п лан тов*, %

Ко ли че ст во
уз лов**

Дли на
по бе га**, мм

Ко ли че ст во
кор ней**

Мак си ма ль ная
дли на кор ня**,

мм

5-е сут ки по сле ино ку ля ции

0 (кон т роль) 36,9 ± 12,5 2,4 ± 0,2 16,1 ± 0,8 2,5 ± 0,2 2,0 ± 0,1
105 71,2 ± 11,7 3,3 ± 0,2 16,7 ± 1,1 3,1 ± 0,3 3,3 ± 0,2
106 47,0 ± 12,9 3,4 ± 0,3 19,8 ± 1,6 3,4 ± 0,2 3,7 ± 0,2
107 24,3 ± 11,1 3,0 ± 0,2 15,3 ± 0,7 2,6 ± 0,2 1,5 ± 0,1

10-е сут ки по сле ино ку ля ции

0 (кон т роль) 91,3 ± 7,3 4,4 ± 0,3 22.3 ± 1,7 3,7 ± 0,3 3,9 ± 0,2
105 83,4 ± 9,6 5,1 ± 0,3 22,6 ± 1,8 3,8 ± 0,3 6,8 ± 0,5

106 90,9 ± 7,4 5,2 ± 0,4 23,3 ± 1,9 3,7 ± 0,3 5,0 ± 0,4
107 55,9 ± 12,8 4,2 ± 0,3 18,8 ± 1,7 3,1 ± 0,2 4,6 ± 0,4

15-е сут ки по сле ино ку ля ции 

0 (кон т роль) 100,0 7,4 ± 0,6 30,7 ± 2,3 6,5 ± 0,5 6,2 ± 0,6
105 94,0 ± 6,1 7,1 ± 0,6 25,6 ± 2,4 6,8 ± 0,6 9,6 ± 0,8
106 100,0 6,3 ± 0,5 23,7 ± 1,7 6,5 ± 0,6 7,8 ± 0,6
107 90,4 ± 7,6 4,9 ± 0,4 22,1 ± 2,0 4,2 ± 0,3 6,0 ± 0,5

*Доля рас те ний, име ю щих ука зан ный при знак, ± по ло ви на до ве ри те ль но го ин тер ва ла, рас счи тан но го по фор му лам ра бо ты [16] 
при P = 0,05 и n = 60.
**Сред нее зна че ние ± по ло ви на до ве ри те ль но го ин тер ва ла, рас счи тан но го по стан дар т но му от кло не нию при P = 0,05.



че ние 2–3 нед. Доля уко ре нен ных эк с п лан тов че -
рез 10–15 сут ку ль ти ви ро ва ния (см. табл. 1) со ста -
ви ла в сред нем 88,2 ± 6,4%. Ино ку ля ция эк с п лан -
тов штам мом Azos pi ril lum bra si len se Sp245 на
эта пе ри зо ге не за в те че ние все го вре ме ни на блю -
де ний не при во ди ла к ста ти сти че ски до сто вер -
ным раз ли чи ям по мор фо мет ри че ским па ра мет -
рам меж ду кон т ро лем и опы том, а так же меж ду
опыт ны ми ва ри ан та ми (см. табл. 1). Од на ко в
опыт ных ва ри ан тах на блю да лось раз ви тие кор -
ней вто ро го по ряд ка, чего не от ме ча лось в кон т -
ро ль ных об раз цах.

По сле ино ку ля ции эк с п лан тов бак те ри а ль -
ный рост в сре де ку ль ти ви ро ва ния ви зу а ль но не

вы яв лял ся на про тя же нии все го эк с пе ри мен та
(рис. 1). При по ме ще нии сег мен тов кор ней на се -
лек тив ную ма лат но-со ле вую пи та те ль ную сре ду 
во круг при мер но по ло ви ны сег мен тов кор ней
ино ку ли ро ван ных рас те ний на блю да лось об ра -
зо ва ние бак те ри а ль ных ко ло ний, в от ли чие от
сег мен тов кон т ро ль ных рас те ний, во круг ко то -
рых бак те ри а ль ное об ра с та ние от сут ст во ва ло
(рис. 2, а). Из бак те ри а ль ной мас сы во круг раз ных 
сег мен тов кор ней опыт ных рас те ний были вы де -
ле ны три ку ль ту ры (изо ля та): Si15a, Si15b и Si15c, 
ЭД ТА-эк ст рак ты кле ток ко то рых в им му но диф -
фу зи он ном ана ли зе по ка за ли зна чи те ль ное сход -
ст во с ку ль ту рой ино ку ля та (A. bra si len se Sp245)
(см. рис. 2, b).

Важ ным ар гу мен том в по ль зу при ме не ния
имен но азос пи рил л в ка че ст ве PGPR на эта пе уко -
ре не ния эк с п лан тов яв ля ет ся то, что ви до вым
био хи ми че ским при зна ком штам мов Azos pi ril lum
bra si len se яв ля ет ся их не спо соб ность усва и вать
са ха ро зу как ис точ ник уг ле ро да [21]. По э то му
при ино ку ля ции ку ль ту рой A. bra si len se Sp245
рас те ний-ре ге не ран тов, ку ль ти ви ру е мых на WPM,
пи та те ль ны ми ве ще ст ва ми для бак те рий мо гут
слу жить то ль ко ме та бо ли ты (экс су да ты) рас те -
ний. В ча ст но сти, это про яв ля ет ся в том, что по с -
ле бак те ри за ции не про ис хо дит раз мно же ния бак -
те рий в сре де ку ль ти ви ро ва ния рас те ний, о чем
сви де те ль ст ву ет со хра не ние ее про зрач но сти (см.
рис. 1). Под счет КОЕ (на 1 г об раз ца) по ка зал, что
в сре де ку ль ти ви ро ва ния рас те ний (ва ри ант с ино -
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Рис. 1. Эк с план ты S. cretacea на ста дии уко ре не ния: a –
не и но ку ли ро ван ные рас те ния, b – эк с план ты, ино ку ли ро ван -
ные бак те ри я ми Azospirillum brasilense Sp245 (105 кл/мл).
Штри ха ми на дне кон тей не ра обоз на чены места на не се ния
ино ку ля та

Fig. 1. S. cretacea explants at the stage of rooting: (a),
non-inoculated plants; (b), explants inoculated by Azospirillum
brasilense Sp245 bacteria (105 cell/mL). Strokes at the bottom of
the container indicate the site of the inoculum application

Рис. 2. Вы яв ле ние бак те рий на кор нях S. cretacea с по мощью мик ро би о ло ги чес ко го тес та (а) и им му но диф фу зи он но го
ана ли за (b). a (спра ва): 1, 2, 3 – сег мен ты кор ней 15-дневных эк с план тов вы ра щен ных in vitro; b: 1, 2, 3 – эк с трак ты из бак те рий
Si15a, Si15b и Si15c, со от вет с т вен но, об ра зо вав ших ко ло нии; 4 – эк с тракт из кле ток A. brasilense Sp245 (по ло жи тель ный кон т -
роль); 5 – ан ти те ла. По ло сы пре ци пи та ции сви де тель с т ву ют о по ло жи тель ном ре зуль та те

Fig. 2. Detection of bacteria on the S. cretacea roots by the microbiological (a) and immunodiffusion (b) tests. (a): (1), (2) and (3),
segments of 15-day explants grown in vitro; (b): (1), (2) and (3), extracts of colony-forming bacteria Si15a, Si15b и Si15c, respectively.
(4), extract of A. brasilense Sp245 cells (positive control); and (5), antibodies. Precipitation bands testify to the positive result



ку ля цией 105 кл/мл) чис лен ность бак те рий сни жа ет -
ся с (1,82 ± 0,13)  105 (сра зу по сле ино ку ля ции) до
(2,62 ± 0,57)  103 (на 15-й день по сле ино ку ля ции).
При этом чис лен ность бак те рий на кор нях рас те ний
смо лев ки ме ло вой оста ет ся прак ти че ски по сто ян -
ной и рав ной (9,66 ± 1,11)  104. Ме то дом ИФА
было по ка за но на ли чие ан ти ге нов штам ма A. bra -
si len se Sp245 в го мо ге на те кор ней опыт ных об раз -
цов, из ме ря е мое ве ли чи ной при мер но (7 ± 1)  104

кле ток на 1 см кор ней ино ку ли ро ван ных рас те ний 
(дан ные не при ве де ны).

При мик ро ско пи ро ва нии кор ней было вы -
яв ле но, что кор не вые во ло ски кон т ро ль ных и
опыт ных рас те ний си ль но раз ли ча лись по дли не и 
фор ме. Так, кор не вые во ло ски опыт ных рас те ний
были на мно го ко ро че и в бо ль шин ст ве своем де -
фор ми ро ва ны (рис. 3). Ме то дом им му ноф лу о рес -
цен т ной мик ро ско пии на кор нях ино ку ли ро ван -
ных рас те ний были вы яв ле ны от де ль ные бак те ри -
а ль ные клет ки (а ино гда и скоп ле ния кле ток), как
на по вер х но сти са мо го кор ня, так и на кор не вых
во ло сках (рис. 4); в то же вре мя, на кор нях кон т -
ро ль ных рас те ний не было об на ру же но бак те ри а -
ль ных кле ток, ме чен ных флу о рох ро мом.

Та ким об ра зом, по ка за но, что бак те рии Azo -
s pi ril lum bra si len se Sp245 ко ло ни зу ют кор ни эк с п -
лан тов смо лев ки и со хра ня ют жиз не спо соб ность
к 15-му дню ку ль ти ви ро ва ния в усло ви ях in vit ro.

Адап та ция рас те ний-ре ге не ран тов 
к не сте ри ль ным усло ви ям

При вы сад ке рас те ний S. cre ta cea в грунт
наи бо лее жиз не спо соб ны ми ока за лись ре ге не -
ран ты, ино ку ли ро ван ные бак те ри я ми. При жи ва е -
мость рас те ний-ре ге не ран тов на эта пе адап та ции
к не сте ри ль ным усло ви ям ва рь и ро ва ла в за ви си -
мо сти от суб ст ра та и кон цен т ра ции бак те ри а ль -
но го ино ку ля та на эта пе уко ре не ния (см. табл. 2).
При этом, чем выше была кон цен т ра ция бак те ри -
а ль ных кле ток, тем бо ль ше рас те ний успеш но вы -
дер жи ва ло адап та цию (ко эф фи ци ент кор ре ля ции
(r) меж ду эти ми по ка за те ля ми со ста вил 0,509).
Раз ли чия меж ду дву мя ве ли чи на ми (при дан ном
уров не зна чи мо сти P) счи та ют ся до сто вер ны ми
по сто ль ку, по ско ль ку сред нее зна че ние лю бой
(каж дой) из них на хо дит ся вне пре де лов до ве ри -
те ль но го ин тер ва ла дру гой срав ни ва емой ве ли -
чины [16]. С этой точ ки зре ния раз ли чия меж ду
кон т ро ль ны ми и опыт ны ми ва ри ан та ми по до ле
жиз не спо соб ных ре ге не ран тов (см. табл. 2) до -
сто вер ны с ве ро ят но стью 95%.

Мак си ма ль ное ко ли че ст во жиз не спо соб ных
рас те ний-ре ге не ран тов (90,9%) от ме че но на суб ст ра те,
со сто я щем из пер ли та, для рас те ний, ино ку ли ро -
ван ных на эта пе уко ре не ния штам мом A. bra si len se
Sp245 в кон цен т ра ции 107 кл/мл. При жи ва е мость
рас те ний опыт ных ва ри ан тов при кон цен т ра ции
ино ку ля та 105 и 106 кл/мл на всех ви дах суб ст ра тов 
так же пре вос хо ди ла при жи ва е мость кон т ро ль ных
рас те ний, но до сто вер но усту па ла по ка за те лю рас -
те ний, ино ку ли ро ван ных азос пи рил ла ми в кон -
цен т ра ции 107 кл/мл. Важ но под чер к нуть, что в бо -
лее стрес со вых усло ви ях эф фект ино ку ля ции был
выше. На при мер, при ис по ль зо ва нии суб ст ра та из
тор фя но го грун та, слиш ком кис ло го для ка ль це фи -
та, при жи ва е мость ре ге не ран тов, об ра бо тан ных
азос пи рил ла ми в кон цен т ра ции 107 кл/мл, ока за -
лась в 2,5 раза выше, чем в кон т ро ле, тог да как на
пер ли те раз ли чие со став ля ло 1,4 раза.
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Рис. 3. Учас т ки кор ня эк с план та кон т роль но го (не и но -
ку ли ро ван но го) (a) и опыт но го (ино ку ли ро ван но го A. bra -
silense Sp245) (b) рас те ния. Кор не вые во лос ки опыт ных рас те -
ний ко ро че и в боль шин с т ве сво ем де фор ми ро ва ны. Мас ш -
таб ная по ло са со от вет с т ву ет 400 мкм

Fig. 3. Segments of explant root of control
(non-inoculated) (a) and experimental (A. brasilense Sp245- ino -
culated) (b) plants. Root hairs in experimental plants are shorter
and mostly deformed. Scale strip corresponds to 400 m

Рис. 4. Кор не вые во лос ки рас те ния, ино ку ли ро ван но -
го A. brasilense Sp245, ис с ле до ван ные ме то да ми све то вой (a)
и им му ноф лу о рес цен т ной (b) мик рос ко пии. Бак те ри аль ные
клет ки флу о рес ци ру ют крас ным цве том. Стрел ка ми по ка за ны
бак те ри аль ная клет ка и скоп ле ние бак те рий в утол ще нии кор -
не во го во лос ка. Мас ш таб ная по ло са со от вет с т ву ет 100 мкм

Fig. 4. Root hairs of an A. brasilense Sp245-inoculated
plant investigated by light (a) and immunofluorescent micro -
scopy (b). Bacterial cells fluoresce red. Arrows indicate a
bacterial cell and accumulation of bacterial cells in a root hair
thickening. Scale strip corresponds to 100 m



Су ще ст ву ют мно го чис лен ные пуб ли ка ции
о том, что ри зо бак те рии A. bra si len se Sp245 уси -
ли ва ют раз ви тие кор не вой си с те мы, апи ка ль ную
де я те ль ность по бе гов и фун к ци о на ль ную ак тив -
ность кор не вых ме ри стем ино ку ли ро ван ных рас -
те ний [11–13, 20, 22]. Опуб ли ко ва ны так же дан -
ные об ана ло гич ном эф фек те ри зо бак те рий (Rhi -
zo bi um le gu mi no sa rum) при ас со ци а тив ном сим -
би о зе с рас те ни ем [23].

Кро ме обес пе че ния азо том и ре гу ля то ра ми
ро с та A. bra si len se спо соб ны вли ять на осо бен но с -
ти ана то ми че ско го и мор фо ло ги че ско го стро е ния
рас те ний, что так же мо жет спо соб ст во вать их
луч шей адап та ции ex vit ro [20]. Это и на блю да -
лось в на шем эк с пе ри мен те при изу че нии свойств 
эк с п лан тов смо лев ки ме ло вой.

Та ким об ра зом, в про де лан ной ра бо те уда -
лось оп ти ми зи ро вать эта пы уко ре не ния и адап та -
ции ex vit ro ку ль ту ры S. cre ta cea. Ино ку ля ция бак -
те ри я ми A. bra si len se Sp245 на эта пе уко ре не ния
рас те ний по зво ли ла по лу чить бо лее 90% адап ти -
ро ван ных рас те ний-ре ге не ран тов без хи ми че ской 
или тер ми че ской об ра бот ки поч вен но го суб ст ра -
та. В со во куп но сти с эф фек тив ным про то ко лом
сте ри ли за ции и мик ро раз м но же ния [24] ино ку ля -
ция азос пи рил ла ми по зво ля ет ис по ль зо вать кло -
на ль ное мик ро раз м но же ние in vit ro для мас со во го 
по лу че ния по са доч но го ма те ри а ла S. cre ta cea с
це лью вос ста нов ле ния чис лен но сти по пу ля ций
или в се лек ци он но-про из вод ст вен ных це лях при
вве де нии дан но го вида в ку ль ту ру.

Ра бо та вы пол не на в рам ках пла но вой темы
НИР ИБФРМ РАН (№ го су дар ст вен ной ре ги ст ра -
ции 01201359056) при ча с тич ной фи нан со вой
под дер ж ке Ми ни стер ст ва об ра зо ва ния и на у ки
Рос сии в рам ках ба зо вой ча с ти Го су дар ст вен но го
за да ния (№ 2014/203, код про ек та 1287) в сфе ре
на уч ной де я те ль но сти.
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 КРИЦ КА Я и др.

Та б ли  ца  2

При жи ва е мость опыт ных (ино ку ли ро ван ных бак те ри я ми) и кон т ро ль ных 
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Кон цен т ра ция
бак те ри а ль но го

ино ку ля та
в пи та те ль ной
сре де, кл/мл

Доля жиз не спо соб ных рас те ний, %

Ней тра ли зо ван ный
тор фя ной грунт

(НТГ)

НТГ-пер лит
(1:1)

НТГ-пер лит
(1:2) Пер лит 
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ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИЕ Azos pi ril lum bra si len se Sp245 ДЛЯ ПО ВЫ ШЕ НИЯ ЭФ ФЕК ТИВ НО СТИ

Use  of Azos  pi  r i l  lum  bra s i  len se  Sp245 to In c  re a  se the  Ef f i  c a  cy
of Clo na l  Mic  rop ro p a  ga ti  o n of  Cre ta  ceo us  Cat  c h  f  ly  ( Si  le  ne
cre  ta  cea  Fisch.  ex S preng)
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Ab s t ract – The ar tic le is the first to re port the use of ino cu la ti on of a cal ci co le plant spe ci es, Si le ne cre ta cea Fisch. ex Spreng, by the rhi -
zo bac te ri um Azos pi ril lum bra si len se Sp245 to op ti mi ze the plant clo nal mic rop ro pa ga ti on. Using en zy me im mu no as say, flu o res cen ce
mic ros co py, and bac te ri o lo gi cal pla ting, we con fir med the co lo ni za ti on by the bac te ria of ex p lant ro ots in vit ro and de tec ted the at ten -
dant mor p ho lo gi cal co lo ni za ti on tra its. We fo und out that the ino cu la ti on of the plant with the growth-pro mo ting rhi zo bac te ri um A. bra -
si len se Sp245 at the sta ge of cul tu ring in vit ro has a lar ge po si ti ve ef fect on the adap ti on of re ge ne ra ted plants ex vit ro (sur vi val rate was
en han ced up to mo re than 90%), the re by in c re a sing the ef fi ca cy of the en ti re pro cess of S. cre ta cea clo nal mic rop ro pa ga ti on.
Key words: acclimatization ex vitro, Azospirillum brasilense Sp245, Caryophyllaceae, clonal micropropagation, Silene cretacea.
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