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ВЛИЯНИЕ ШТАММОВ РИЗОСФЕРНЫХ ПСЕВДОМОНАД  
НА РОСТ МИКРОКЛОНАЛЬНЫХ РАСТЕНИЙ БЕРЕЗЫ ПУШИСТОЙ  

(BETULA PUBESCENS EHRH.) В РАЗНЫЕ СРОКИ ПОСАДКИ

Изучено влияние почвенных микроорганизмов (четырех штаммов бактерий рода Pseudomonas) и способов их 
внесения на рост и развитие микроклональных растений (береза пушистая клона Бп3ф1) на этапе их адаптации  
к условиям ex vitro в различные сроки посадки. В результате экспериментов установлено, что применение штаммов 
псевдомонад оказывает положительное влияние на развитие регенерантов, а обработка при посадке в осенний период 
приводит к большему ростстимулирующему воздействию. Отобраны наиболее перспективные штаммы бактерий, 
которые предполагается использовать в дальнейших исследованиях.
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THE INFLUENCE OF TREATMENT WITH RHIZOSPHERIC STRAINS OF PSEUDOMONAS  
ON GROWTH AND DEVELOPMENT OF BIRCH (BETULA PUBESCENS EHRH.)  

REGENERANTS AT DIFFERENT TIMES LANDING

The article describes the influence of bacteria different strains of genus Pseudomonas on growth parameters of clonally 
propagated birch (clone Bp3f1) during the process of adaptation to soil conditions was investigation. It was shown that the 
treatment of microbial preparations of rhizosphere microorganisms enhanced the growth and increased the survival rate of mi-
cropropagated plants. Experiments have shown that the use of Pseudomonas strains, has a positive effect on plant development. 
As a result of the experiments were selected the most promising bacterial strains to be used in further studies.
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Введение. Одним из перспективных методов быстрого размножения ценных генотипов 
деревьев является использование культуры тканей лесных древесных видов. Биотехнологические 
методы, основанные на использовании культур in vitro, активно применяют для производства 
лесного посадочного материала во многих странах мира, где созданы крупные биотехнологические 
центры (США, Канада, Финляндия, Латвия и др.). Микроклональное размножение растений на 
сегодняшний день имеет широкое практическое применение и позволяет получать вегетативное 
потомство растительных организмов, обладающее всеми признаками исходных форм [1].

Микроклональное размножение растений включает 4 основных этапа: 1) эксплантирование 
исходной ткани и регенерацию растений (получение асептической культуры); 2) подбор усло- 
вий культивирования растений in vitro и собственно микроклональное размножение (этап муль- 
типликации); 3) укоренение размноженных побегов (этап ризогенеза); 4) высадка растений в грунт 
и постепенная акклиматизация к условиям ex vitro (этап адаптации) [2].

При промышленном микроклональном размножении при пересадке в нестерильные условия 
и адаптации возникают большие потери посадочного материала. Причинами гибели растений 
(50  % и более) является недостаток кутикулярного воска, низкая интенсивность фотосинтеза 
(листья растений, полученных in vitro, поглощают в 4–5 раз меньше CO2), высокая интенсивность 
транспирации, связанная с нефункционирующими устьицами. 

Для успешной приживаемости и интенсивного развития в нестерильных условиях растения 
должны преодолеть стрессы, которым они подвергаются в процессе адаптации. На ростовые 
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процессы и приживаемость микроклонально размноженных растений значительное влияние ока- 
зывает недостаточное функционирование корневых систем, не обеспечивающее поглощение необ- 
ходимого количества воды и питательных элементов для компенсации транспирации и роста. 
Корни растений, полученные in vitro, не имеют корневых волосков и часто развиваются из кал- 
луса [3–5].

Таким образом, растения, перемещаемые в нестерильные условия, должны либо адаптировать 
существующий листовой аппарат и корни к новым условиям, либо расти со скоростью, позволя- 
ющей сформировать новые вегетативные органы, приспособленные к изменившимся условиям [6].

Оптимизировать и ускорить прохождение растениями процесса адаптации можно путем вне- 
сения в субстрат штаммов ризосферных бактерий или препаратов, содержащих мицелий микори-
зообразующих грибов. Присутствие данных групп микроорганизмов в почве облегчает прохож- 
дение адаптации растениями и обеспечивает их успешный рост и развитие [7, 8].

Бактерии способны конкурировать с фитопатогенными микроорганизмами, эффективно по- 
давляя их рост, а также улучшать минеральное питание растений и обеспечивать их биологически 
активными веществами [9–11].

В результате взаимодействия с микроорганизмами в ризосфере и ризоплане растения могут 
получать необходимые макро- и микроэлементы. Бактерии родов Azospirillum sp., Azotobacter sp., 
Arthrobacter sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Enterobacter sp., Gluconoacetobacter sp., Pseudomonas 
sp., Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Mesorhizobium sp., Sinorhizobium sp. и др. способны не только 
обогащать почву азотом, но и улучшать подвижность соединений фосфора, делая его доступным 
для корневого питания растений. Микоризные грибы обеспечивают интенсивную ассимиляцию 
фосфора и азота [12, 13]. 

Среди почвенной микрофлоры особенно много организмов, выделяющих в почву антибиоти- 
ческие вещества и фитогормоны. Приспособленность растений к интенсивному поглощению ука- 
занных соединений позволяет в значительной мере обеспечить защиту от патогенов и фитофагов. 
Ризосферные бактерии также способны улучшать водный и минеральный статус растений и спо- 
собствовать снижению содержания в них этилена [14, 15].

Цель наших исследований – изучение влияния суточных культур бактерий рода Pseudomonas 
spp. на приживаемость и адаптацию регенерантов березы пушистой (Betula pubescens Ehrh.)  
к нестерильным почвенным условиям в разные сроки посадки.

Объекты и методы исследования. Работа проводилась на базе лаборатории генетики и био- 
технологии Института леса НАН Беларуси. Посадку растений проводили в два этапа – в июле  
и ноябре. Выбор данных сроков обусловлен необходимостью разработки подходов к ускоренному 
выращиванию микроклонального посадочного материала. Так, при посадке растений в июле 
появляется возможность их выведения в естественные условия лесных культур в год адаптации,  
а при высадке в ноябре получаемый материал можно высаживать в теплицы и на поля доращивания 
в ранневесенний период.

В ходе исследования использовали генетически однородный клоновый материал березы 
пушистой (клон Бп3ф1) из коллекции культур in vitro, что исключало влияние генотипических 
различий растений на результаты эксперимента.

Культивирование растений in vitro проводилось в условиях освещенности 2,5–3 тыс. лк и тем- 
пературе 25 ± 1  °С в течение 1,5 мес. на безгормональной агаризованной среде WPM [16] для 
древесных растений.

Растения выращивали в кассетах по 54 ячейки объемом 70 мл каждая. Для обработки адап- 
тируемых микрорастений применяли штаммы бактерий рода Pseudomonas: Ps. aurantiaca B 162/17,  
Ps.  fluorescens pACD 1.4, Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и Ps. mendocina 9–40, предоставленные кафедрой 
генетики БГУ. В каждом варианте опыта использовали два способа обработки микроклональных 
растений: однократный полив рабочим раствором суточной культуры (100 мл/1000 мл воды) 
по 5 мл раствора на каждое растение непосредственно после высадки или предпосадочное обма- 
кивание корней микроклонов в рабочий раствор культуры микроорганизмов (КОЕ 109). Обра- 
ботку растений контрольного варианта культурой микроорганизмов не проводили. В качестве 
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субстрата использовали смесь верхового торфа с песком в соотношении 3:1. Количество иссле- 
дуемых растений в каждом варианте составило 54 шт.

Выращивание растений в условиях круглосуточного освещения является одним из путей 
повышения продуктивности растений и улучшения их качества [17]. В связи с изложенным выше 
адаптация ex vitro проводилась в условиях постоянного освещения люминесцентными лампами 
интенсивностью 2–4 тыс. лк, при температуре 32 ± 1 ºС (июль–август), 24 ± 1 ºС (ноябрь–декабрь) 
и относительной влажности воздуха около 90 %. Длительность эксперимента составила 45 сут.

Морфологическое развитие растений в контроле и под воздействием штаммов ризосферных 
бактерий оценивали по параметру высоты побега (в миллиметрах) от поверхности субстрата до 
последней развитой почки. Рассчитывали процент приживаемости регенерантов березы в конце 
периода адаптации, анализировали процент прироста и динамику развития растений. Учеты про- 
водили на 3, 15, 30, 45-й день после посадки. Для статистической обработки полученных 
результатов использовали программные пакеты Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Анализ полученных результатов показал, что обработка суточ- 
ными культурами рода Pseudomonas sp. оказывает влияние на сохранность черенковых клонов  
и их последующий рост как в летний, так и в осенний период. 

В ходе визуальной оценки морфологических признаков растений в вариантах опыта с при- 
менением исследуемых штаммов микроорганизмов отмечено отсутствие искривленных и загну- 
тых побегов и заметно лучшее развитие листовых пластинок. 

Показатели динамики прироста растений в опытном и конрольном вариантах имели различия. 
Так, в контрольном варианте прирост составил 143 % относительно начальной высоты. В вари- 
антах опыта с обмакиванием корней в культуру Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и с поливом культурой 
Ps. fluorescens pACD 1.4 наблюдался наиболее интенсивный прирост – 250 и 240 % соответственно 
относительно исходной высоты. 

Данные по средней высоте стволика и величине прироста растений в летний период пред- 
ставлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Средняя высота стволика и величина прироста растений летней посадки

Тип обработки 
Средняя высота стволика, мм Прирост Приживаемость, 

%на 3-й день на 15-й  день на 30-й  день на 45-й  день мм %

Контроль 24,2 ± 1,4 29,2 ± 1,8 43,9 ± 2,4 58,8 ± 2,4 34,5 143 78
Обмакивание корней: 
   Ps. aurantiaca B 162/17 24,6 ± 0,9 28,3 ± 1,1 42,5 ± 2,1 56,2 ± 2,1 31,6 128 74
   Ps. fluorescens pAC D 1.4 22,5 ± 0,8 29,5 ± 1,0 43,3 ± 1,9 56,3 ± 1,9 33,8 151 85
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 18,2 ± 0,6 26,3 ± 0,8 45,6 ± 1, 9 63,7 ± 1,9 45,5 250 100
   Ps. mendocina 9–40 21,1 ± 0,7 27,4 ± 0,9 43,5 ± 2,2 59,9 ± 2,2 38,8 184 96
Полив: 
   Ps. aurantiaca B 162/17 26,0 ± 1,3 31,1 ± 1,4 44,0 ± 2,2 56,2 ± 2,2 30,3 116 80
   Ps. fluorescens pACD 1.4 18,4 ± 0,7 24,0 ± 1,1 43,2 ± 2,5 62,6 ± 2,5 44,2 240 89
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 17,3 ± 0,8 25,2 ± 1,1 37,5 ± 2,1 50,3 ± 2,1 33,2 191 99
   Ps. mendocina 9–40 18,7 ± 0,7 25,5 ± 1,2 45,5 ± 2,8 60,0 ± 2,8 38,3 205 76

Приживаемость растений летней посадки по прошествии 1,5 мес. в контроле составила 78 %. 
Максимальная сохранность (100 %) отмечена у растений при поливе с использованием штамма 
Ps. mendocina pAYSCD 1.7. В случае обмакивания корней в бульонную культуру бактерий дан- 
ного штамма прижилось 98 % растений. Наименьшая приживаемость (74 %) наблюдалась у рас- 
тений, обработанных штаммом Ps. aurantiaca B 162/17 при обмакивании корней, и у варианта, 
где применяли полив с использованием Ps. mendocina 9–40 (76 %). Во всех остальных случаях 
процент приживаемости растений оказался выше контрольного.

Высокая интенсивность прироста отмечена в вариантах опыта со штаммом Ps. mendocina 
pAYSCD 1.7 (при обмакивании корней и поливе 250 и 191 % соответственно) и в обоих вариан- 
тах со штаммом Ps. mendocina 9–40 (184 и 205 %). В случае применения штамма Ps. fluorescens 
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pACD 1.4 способом полива изучаемый показатель оказался равен 240 % относительно исходной 
высоты регенерантов. Применение штамма Ps. aurantiaca B 162/17 негативно отразилось на 
приросте растений, его уровень был ниже контрольного. 

Динамика прироста микрорастений представлена на рис. 1.
Таким образом, применение штаммов Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и Ps. mendocina 9–40 в случае 

обмакивания корней способствовало высокой приживаемости адаптируемых растений, а также 
увеличению интенсивности их прироста. 

Штамм Ps. fluorescens pACD 1.4 в случае обмакивания корней положительно влиял на при- 
рост, не оказывая при этом существенного воздействия на приживаемость микроклонов. Исполь- 
зование штамма Ps. aurantiaca B 162/17 негативно сказалось на адаптируемых растениях. 

Установлено, что по сравнению с начальной высотой прирост в контрольном варианте экс- 
перимента составил 340 %. В то же время наиболее интенсивный прирост наблюдался в вари- 
антах опыта со штаммом Ps. mendocina 9–40: в случае полива раствором культуры данного мик- 
роорганизма величина прироста составила 536 % от исходной высоты, а при обмакивании корней 
в суспензию – 466 %. Достаточно высокая интенсивность прироста отмечена в вариантах опыта  
с поливом Ps. mendocina pAYSCD 1.7 – 442  % и поливом раствором суспензии Ps. fluorescens 
pACD 1.4 – 425 % относительно начальной высоты. Наиболее интенсивно растения, обработанные 
вышеуказанными штаммами ризосферных псевдомонад, развивались в первые полторы недели 
после посадки, а в случае использования штамма Ps. mendocina pAYSCD 1.7 такая динамика 
сохранялась до конца первого месяца адаптации растений березы.

Данные по средней высоте стволика и величине прироста растений в осенний период 
представлены в табл. 2.

Приживаемость растений осенней посадки оказалась выше, чем растений летней посадки. По 
прошествии 1,5 мес. данный показатель в контроле составил 96 %. При применении штаммов Ps. 
aurantiaca B 162/17 и Ps. mendocina pAYSCD 1.7 в опыте с поливом, а также после обмакивания 
корней растений в суспензию бактерий штамма Ps. fluorescens pACD 1.4 приживаемость составила 
98 %. В остальных случаях отмечена максимальная сохранность растений (100 %). Во всех вари- 
антах опыта процент приживаемости растений оказался выше контрольного показателя.

Рис. 1. Влияние суточных культур бактерий рода Pseudomonas sp. на динамику роста растений летней посадки  
по периодам, % : 1 – контроль (без обработки); 2 – Ps. aurantiaca B 162/17 (обмакивание корней); 3 – Ps. aurantiaca  

B 162/17 (полив); 4 – Ps. fluorescens pACD 1.4 (обмакивание корней); 5 – Ps. fluorescens pACD 1.4 (полив);  
6 – Ps. mendocina pAYSCD 1.7 (обмакивание корней); 7 – Ps. mendocina pAYSCD 1.7 (полив);  

8 – Ps. mendocina 9–40 (обмакивание корней); 9 – Ps. mendocina 9–40 (полив)
Fig. 1. Effect of daily culture bacteria of the genus Pseudomonas sp. on the dynamics of the growth of plants on a summer 

planting by periods, %: 1 –  control (no treatment); 2 –  Ps. aurantiaca B 162/17 (dipping the roots); 3 – Ps. aurantiaca  
B 162/17 (watering); 4 – Ps. fluorescens pACD 1.4 (root dipping); 5 –  Ps. fluorescens pACD 1.4 (watering); 6 – Ps. mendocina 
pAYSCD 1.7 (dipping the roots); 7 –  Ps. mendocina pAYSCD 1.7 (watering); 8 –  Ps. mendocina 9–40 (dipping the roots); 

9 – Ps. mendocina 9–40 (watering)
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Т а б л и ц а  2. Средняя высота стволика и величина прироста растений осенней посадки

Тип 
обработки 

Средняя высота стволика, мм Прирост Приживаемость,  
%на 3-й день на 15-й день на 30-й день на 45-й день мм %

Контроль 17,3 ± 0,6 35,0 ± 1,5 50,3 ± 2,3 76,1 ± 3,4 58,8 340 96
Обмакивание корней:
    Ps. aurantiaca B 162/17 26,5 ± 1,1 41,8 ± 1,4 66,8 ± 1,7 93,9 ± 2,1 67,4 254 100
   Ps. fluorescens pACD 1.4 25,8 ± 1,2 43,3 ± 1,6 71,8 ± 2,7 111,8 ± 7,6 86,0 333 98
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 18,3 ± 0,7 42,6 ± 1,3 69,0 ± 1,3 99,4 ± 2,3 81,1 442 100
   Ps. mendocina 9–40 19,7 ± 0,8 38,7 ± 1,3 73,2 ± 1,6 111,3 ± 2,7 91,6 466 100
Полив: 
   Ps. aurantiaca B 162/17 21,0 ± 0,7 40,2 ± 1,3 67,4 ± 1,7 94,1 ± 2,3 73,1 347 98
   Ps. fluorescens pACD 1.4 17,5 ± 0,8 37,5 ± 1,0 65 ± 1,4 91,9 ± 1,9 74,4 425 100
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 17,9 ± 0,8 31,9 ± 1,4 58,7 ± 2,5 85,3 ± 3,8 67,4 376 98
   Ps. mendocina 9–40 17,8 ± 0,7 38,4 ± 1,4 75,6 ± 1,8 113,6 ± 3,6 95,8 536 100

Обмакивание корней в суспензию бактерий штамма Ps. aurantiaca B 162/17 негативно 
отразилось на приросте растений: его уровень был ниже контрольного (253 %), а в варианте опыта 
с поливом суспензией данного штамма лишь незначительно превышал контрольный показатель, 
составив 347 %. 

Динамика прироста микрорастений осенней посадки представлена на рис. 2.

Рис. 2. Влияние суточных культур бактерий рода Pseudomonas sp. на динамику роста растений осенней посадки  
по периодам, %. Обозначения как на рис. 1.

Fig. 2. Effect of daily culture bacteria of the genus Pseudomonas sp. on the dynamics of the growth of the autumn planting
by period, %. Symbols as in Fig. 1

Заключение. Применение штаммов бактерий рода Pseudomonas в период адаптации обеспечило 
высокую приживаемость растений, а также способствовало увеличению их прироста, при этом 
отмечалась различная интенсивность ростстимулирующего эффекта PGPR микроорганизмов, 
который зависел не только от штамма, но и от способа обработки микрорастений.

Установлено, что у растений различных сроков посадки разные периоды наиболее интен- 
сивного роста. У растений летней посадки он приходился на период с 15-го по 30-й день, а у рас- 
тений осенней посадки – на первые полторы недели адаптации.

Наиболее благоприятное воздействие ризосферных бактерий в летний период проявилось 
при обмакивании корней растений в культуру Ps. mendocina pAUSCD 1.7 и при поливе рабочим 
раствором бульонной культуры Ps. fluorescens pACD 1.4. В осенний период наилучшие результаты 
получены при использовании бактерий штамма Ps. mendocina 9–40.

Применение всех штаммов псевдомонад, за исключением Ps. aurantiaca B 162/17, оказало 
ростстимулирующее влияние на микроклональные растения. При этом обработка адаптируемых 
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растений березы пушистой (Betula pubescens Ehrh.) культурами ризосферных бактерий при посадке 
в осенний период привела к их значительно большему ростстимулирующему воздействию. 

Необходимо отметить, что приживаемость растений осенней посадки в пяти вариантах 
опыта составила 100 %, в остальных – более 95 %, что превышало аналогичный показатель для 
растений летнего срока посадки.

В результате проведенных исследований нами отобраны штаммы ризосферных бактерий 
рода Pseudomonas: Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и Ps. mendocina 9–40 как наиболее перспективные 
для применения в ходе адаптации микроклональных растений к почвенным условиям.
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