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При хранении продовольственного и семенного картофеля существенные потери обу-
словлены высоким фитопатогенным фоном семян и клубней. В связи с этим внимание исследова-
телей привлекают биологические средства защиты на основе биоконтрольных микроорганизмов. 
Род Pseudomonas бактерий, относящихся к группе PGPR (plant-growth promoting rhizobacteria), вклю-
чает виды, наиболее эффективно колонизирующие высшие растения и используемые в биопрепара-
тах. Нами впервые исследованы особенности влияния психрофильного штамма бактерий Pseudo-
monas sp. RF13H на сохранность клубней холодоустойчивых промышленных сортов картофеля, 
рекомендованных для выращивания в Ленинградской области, определена эффективность защиты 
клубней от ряда фитопатогенных организмов в условиях холодильного хранения, оценена дина-
мика численности интродуцируемого штамма на поверхности клубней в период хранения. С по-
мощью флуоресцентной in situ гибридизации и конфокальной сканирующей лазерной микроско-
пии впервые изучена локализация клеток бактерий и колонизация ими поверхности клубней при 
нормальной и пониженной температуре, указывающая на взаимовыгодные условия растительно-
микробных отношений. Определив таксономическое положение ряда штаммов псевдомонад метода-
ми молекулярно-генетического анализа и охарактеризовав их хозяйственно ценные физиологиче-
ские свойства (фунгицидная и бактерицидная активность, скорость роста в диапазоне понижен-
ных температур, продукция ауксиноподобных фитогормонов), мы выявили перспективный пси-
хрофильный штамм Pseudomonas sp. RF13H и изучили возможности его применения для повыше-
ния сохранности и оптимизации биохимических процессов в клубнях картофеля при низкотемпе-
ратурном хранении. Так, обнаружено снижение частоты фитопатогенных микроорганизмов на 
поверхности клубней при их обработке Pseudomonas sp. RF13H. Среднее число клубней, пора-
женных всеми типами инфекций, при такой обработке снизилось более чем на 50 % в сравнении 
с контролем. Тенденция сохранялась на протяжении 3 мес: в контрольных образцах доля пора-
женных клубней достигала 30 %, в то время как интродукция биоконтрольного штамма позволи-
ла уменьшить этот показатель до 10-13 %. При температуре 4 С численность биоконтрольного 
штамма бактерий на поверхности клубней оставалась достаточно стабильной на протяжении 5 мес, 
существенно снизившись к концу хранения до следовых количеств. Отмечено формирование мик-
роколоний бактерий, которые часто локализованы в углублениях и нишах на поверхности клуб-
ня. Кроме того, высокая плотность бактерий была обнаружена на границе между клетками пери-
дермы клубней и в местах экссудации биохимических веществ, которые служат питанием для 
бактерий. При сравнительном изучении функции ферментов антиоксидантной защиты (каталазы, 
пероксидазы, супероксиддисмутазы) установлено, что интродукция Pseudomonas sp. RF13H спо-
собствует активации окислительно-восстановительных процессов, повышая устойчивость клубней к 
заражению. Показано, что изучаемый штамм положительно влияет на состав микробиома эпи-
дермиса картофеля. В итоге вследствие индукции собственного иммунитета и создания барьера 
для проникновения болезнетворного организма заражение клубня снижается.  
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В последние годы отмечается быстрый рост резистентности фито-
патогенов и появление их новых видов, в том числе распространяющихся 
вместе с импортируемыми семенами (1, 2). В картофелеводстве с инфици-
рованностью клубней связаны как потери при хранении, так и угроза по-
вторного заражения вегетирующих растений. По данным ФАО ООН, в Рос-
сии среднедушевое потребление картофеля одно из самых больших в мире — 
130 кг в год (3). Картофель относится к культурам с высоким потенциалом 
урожайности, но из-за преимущественно вегетативного размножения он 
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крайне восприимчив к грибным, бактериальным и вирусным патогенам.  
Рост устойчивости возбудителей и вспышки заболеваний приводят к 

увеличению применяемых доз химических препаратов, что, в свою очередь, 
индуцирует новое повышение устойчивости патогенов. Поэтому для эко-
логической стабильности растениеводства актуальны подходы, предпола-
гающие использование средств защиты на основе биоконтрольных микро-
организмов — естественных обитателей экосистемы (4), которые обладают 
избирательностью действия и позволяют избежать нежелательных измене-
ний в биоценозах, а также сохранить полезные свойства продукции (5). 
Большинство таких микроорганизмов синтезируют различные метаболиты, 
индуцирующие в растении каскад защитных реакций (6). Кроме того, при 
взаимодействии с растением бактерии могут повышать его жизнеспособ-
ность, тем самым регулируя численность фитопатогенов. В результате фор-
мируются несколько уровней защиты, включающих прямую конкуренцию с 
фитопатогеном, продукцию биопленок и антибиотических веществ, а также 
индукцию собственного иммунитета растения.  

Особый интерес представляют эндофитные бактерии (7, 8), обита-
ющие в растительных тканях, что делает их менее зависимыми от внешних 
факторов. Однажды внедрившись в ткани растения, эндофиты с комплек-
сом хозяйственно полезных признаков могут способствовать формирова-
нию длительной защиты макроорганизма от стрессовых факторов (9). 

Изучение микробиома у картофеля (Solanum tuberosum L.) касалось 
как ризосферы, так и эндосферы (10-12), при этом показано, что биораз-
нообразие микроорганизмов часто зависит от сорта и фазы развития рас-
тения. В основном подобные исследования проводились на вегетирующих 
частях (13-15), но не клубнях после сбора урожая. В одной из работ, оце-
нивая динамику микробных популяций в клубнях при хранении, авторы 
ограничились несколькими бактериальными таксонами (16). Среди недав-
них заслуживающих внимания публикаций следует отметить сообщение об 
анализе эндофитного миробиома клубней в процессе хранения с исполь-
зованием как классических методов выделения и идентификации микро-
организмов, так и при помощи высокопроизводительного NGS (next gen-
eration sequencing) (17). Отметим, что для отнесения изолята к эндофитам 
недостаточно выделить его из тканей после поверхностной стерилизации. 
Необходима визуализация бактерий внутри растения — например, с по-
мощью флуоресцентных маркеров (зондов или белков) (18, 19).  

В настоящее время мировая практика использования бактериаль-
ных препаратов для хранения картофеля только начала формироваться, в 
связи с чем возникает множество вопросов о механизмах взаимодействия 
в сложной системе растение—патоген—антагонист: что происходит с ин-
дуцируемым штаммом после нанесения на клубни и в процессе хранения, 
как изменяется его численность и распределение на поверхности клубней, 
как температура хранения влияет на эти процессы. Выяснение этого поз-
волит прогнозировать эффект и корректировать применение бактериаль-
ных препаратов, а вовлечение в исследования местных сортов — создать 
полноценную практически значимую модель.  

Научная новизна представляемой работы заключается в том, что 
впервые исследованы особенности влияния психрофильного штамма бак-
терий Pseudomonas sp. RF13H на сохранность клубней холодоустойчивых 
сортов картофеля, рекомендованных для выращивания в Ленинградской 
области (Невский и Сударыня). Определена эффективность защиты клуб-
ней от ряда фитопатогенов при холодильном хранении, оценена динамика 
численности интродуцируемого штамма на поверхности клубней на про-
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тяжении всего строка хранения. С помощью современных методов визуа-
лизации впервые изучена колонизация Pseudomonas sp. RF13H поверхности 
клубней, характер которой указывает на взаимовыгодные растительно-
микробные отношения. На основании этих результатов, полученных с ис-
пользованием промышленных сортов, могут разрабатываться рекомендации 
для практического применения психрофильного штамма Pseudomonas sp. 
RF13H в технологиях производства, хранения и репродукции картофеля.  

Цель работы — уточнить таксономическую принадлежность пси-
хрофильного штамма Pseudomonas sp. RF13H и изучить его биоконтроль-
ную эффективность (сохранность клубней картофеля и происходящие в 
них биохимические процессы), а также локализацию бактерий на поверх-
ности клубней в условиях низкотемпературного хранения. 

Методика. Объектом изучения биоконтрольного эффекта штаммов 
был картофель (Solanum tuberosum L.) сортов Невский (среднепоздний) и 
Сударыня (среднеранний). Партии сортового картофеля были получены из 
Ленинградского НИИ сельского хозяйства «Белогорка». 

Штаммы псевдомонад, включая Pseudomonas sp. RF13H, ранее были 
выделены из тканей сфагнового мха Sphagnum fallax в составе экстремо-
фильного эндофитного сообщества (20). Культуру выращивали 48 ч при 
температуре 28 С, используя жидкую среду TSB (Tryptic Soy Broth, «Schar-
lab, S.L.», Испания), после чего готовили рабочую суспензию (108 КОЕ/мл). 
Клубни картофеля опрыскивали бактериальным препаратом (в контроле — 
водой), подсушивали на воздухе и закладывали на хранение при комнатной 
температуре и 4 С. Использовали тест-культуры основных возбудителей 
заболеваний вегетативных органов растений семейства пасленовых при 
холодильном хранении (Fusarium solani, Alternaria alternata, Pseudomonas so-
lanacearum, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus). Микромицеты куль-
тивировали на картофельно-декстрозном агаре PDA («BD», США), фито-
патогенные бактерии — на голодном картофельном агаре (Всероссийский 
НИИ сельскохозяйственной микробиологии — ВНИИСХМ). Штаммы фи-
топатогенных грибов и бактерий получены из коллекции лаборатории тех-
нологии микробных препаратов (ВНИИСХМ). 

Для анализа вариабельности V3-V6 участков гена 16S рРНК из чи-
стых 24-часовых культур исследуемых штаммов бактерий выделяли ДНК 
стандартным методом (лизис клеток с применением лизоцима, протеина-
зы К и SDS и экстракция смесью фенола с хлороформом). ПЦР проводи-
ли в термоциклере Bio-Rad С1000 («Bio-Rad», США). ДНК гена 16S-рРНК 
амплифицировали с использованием праймеров BD1/FD1 в предусмот-
ренном для них режиме (21). После очистки из геля соответствующие 
фрагменты секвенировали с внутренними праймерами fD1/rD1, охваты-
вающими вариабельные области V3-V6 гена 16S-рРНК, согласно протоко-
лу фирмы «Beckman Coulter, Inc.» (США) для 8-канального секвенатора 
SEQ8000 с коммерческим набором SEQ Dye Terminator Cycle Sequencing 
(DTCS) with Quick Start Kit («Beckman Coulter, Inc.», США).  

Видовую принадлежность изолятов определяли с помощью про-
грамм BLAST (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) и Ribosomal Da-
tabase Project (http://rdp.cme.msu.edu/). Выравнивание установленных нук-
леотидных последовательностей с референсными последовательностями из 
базы GenBank и построение филогенетических деревьев проводили с ис-
пользованием UGENE («UniPro», Россия).   

При изучении физиологических свойств штаммов сравнивали их 
фунгицидную и бактерицидную активность, скорость роста в диапазоне 
пониженных температур (4-10 С) и продукцию ауксиноподобных фито-
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гормонов. Фунгицидную активность определяли методом колодцев (22), 
бактерицидную — методом агаровых блоков (23). Численность интроду-
цированных и аборигенных микроорганизмов на поверхности клубней учи-
тывали при микробиологических посевах (24, 25). Состав ауксинов в экс-
трактах культуральной жидкости анализировали с помощью системы высо-
копроизводительной жидкостной хроматографии (ВЖХ, HPLC) Waters 
ACQUITY UPLC H-class с флуоресцентным детектором («Waters», США).  

Активность системы антиоксидантной защиты в клубнях определя-
ли по содержанию в проростках малонового диальдегида (МДА) и перок-
сидазы (ПО). Перекисное окисление липидов (ПОЛ) оценивали по концен-
трации окрашенного комплекса, образуемого МДА в кислой среде при тем-
пературе около 100 С (26), активность каталазы (КАТ) — по скорости де-
градации перекиси водорода, активность ПО — по оптической плотности 
продуктов окисления гваякола за определенный промежуток времени 
(27). За единицу активности СОД принимали 50 % ингибирования при 
образовании формазана в реакции с нитросиним тетразолием (28). 

Дизайн олигонуклеотидного зонда для мишени при FISH (флуо-
ресцентная in situ гибридизации) осуществляли с помощью интернет-ре-
сурса IDT (28). Разработанный зонд был маркирован флуорохромом 6FAM. 
Режим гибридизации зонда — 60 С, 90 мин. Подготовку растительных 
тканей и гибридизацию проводили по описанным процедурам (29, 30). 
Препараты анализировали с применением конфокального микроскопа Leica 
TCS SPE («Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH», Германия). Для детекции 
флуоресценции олигонуклеотидного зонда использовали лазер ( = 488 нм), 
флyоресценцию регистрировали в диапазоне 508-566 нм. Изображения ви-
зуализировали в программе Leica Confocal Software («Leica Mikrosysteme 
Vertrieb GmbH», Германия). 

Каждый из показателей (фунгицидная и бактерицидная актив-
ность, скорость роста колоний при пониженных температурах, активность 
ферментов и численность микроорганизмов на поверхности клубней) оце-
нивали в трех независимых экспериментах. Анализ содержания ауксинов 
проводили в 3-кратной повторности. Статистическую обработку числовых 
значений выполняли с помощью программы DIANA (ВНИИСХМ) при 
уровне значимости p = 0,05. 

Результаты. Т а к с о н о м и я  и с с л е д у е м ы х  и з о л я т о в. Род 
Pseudomonas очень разнообразен, и его таксономия до сих пор претерпевает 
уточнения (31, 32). На основании полученных морфологических и физиоло-
го-биохимических характеристик 10 изучаемых штаммов из лабораторной 
коллекции были отнесены в группу «P. fluorescensP. aspleniiP. poae».  

Чтобы получить более полное представление о таксономическом по-
ложении изучаемых штаммов, провели анализ вариабельных участков V3-V6 
гена 16S-рРНК. Наибольшую вариабельность отмечали на участках в пози-
циях 557-586 и 624-685, соответствующих нуклеотидным позициям в гене 
16S-рРНК Escherichia coli (рис. 1, А). Полученные последовательности бы-
ли выравнены с доступными референсными последовательностями из ба-
зы GenBank. В качестве референсов использовали консенсусные выравни-
вания для каждого предполагаемого вида — P. fluorescens, P. poae, P. asplenii, 
P. koreensis, P. moraviensis. Филогенетическое дерево (см. рис. 1, Б), по-
строенное на основе анализа указанных участков, отражало таксономиче-
ское положение изученных изолятов следующим образом: штаммы AF12F, 
RM13D, AF24C оказались более тесно связаны с подгруппой P. koreensis, 
P. moraviensis, в то время как RM11C, RM14B располагались ближе к виду 
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P. asplenii. Штаммы RF14J, RF12C, RF14H, RM13C, RF13H, вероятно, сле-
дует рассматривать как представителей еще не описанных видов. 

 

А 

 
Б 

Рис. 1. Участки в вариабельных 
фрагментах V3-V6 гена 16S-рРНК 
исследуемых псевдоманад с заме-
нами и делециями по отношению к 
референсным последовательностям 
(А) и филогенетическое дерево, 
полученное на основе анализа ва-
риабельных участков гена 16S 
рРНК у 10 исследуемых штаммов 
психрофильных псевдомонад (Б). 
Стрелкой показана мишень для 
гибридизации зонда Z-SpecPs. Фи-
логенетическое дерево построено 
с помощью программы UGENE.  

 

У всех штаммов мы изучили способность к психрофильному росту и 
развитию (в диапазоне температур 0-10 С), подавлению фитопатогенных и 
гнилостных микроорганизмов, продукцию ауксиноподобных фитогормонов 
(индолил-3-уксусной, индолил-3-карбоновой, индолил-3-молочной кислот). 
Как было показано, штаммы псевдомонад различались по скорости роста 
при пониженных температурах: у большинства он существенно замедлялся 
при  6-7 С и полностью подавлялся при 5 С. Однако в диапазоне 7-10 С 
все штаммы в течение 7 сут культивирования на агаре R2A формировали 
колонии диаметром 3-4 мм. Рост штаммов RF13H и RM14B наблюдался в 
диапазоне положительных температур, близких к нулю (интервал 2-4 С): 
через 7 сут низкотемпературного роста бактерии формировали на поверх-
ности питательной среды колонии диаметром 1-2 мм.  

Оценка антагонистической активности в отношении фитопатоген-
ных и гнилостных микроорганизмов картофеля (рис. 2, А) показала, что у 
ряда штаммов (RF13H, RF14J, RM14B, RF12C) она явно выражена (подав-
ление развития возбудителей, вызывающих порчу картофеля при низко-
температурном хранении). По совокупности физиологических свойств мы  
отобрали штамм Pseudomonas spp. RF13H, который обладал более выражен-
ной активностью в отношении грибов и бактерий, образуя оптически чи-
стые зоны (без включений мицелия тест-культуры фитопатогена) и проду-
цировал ауксиноподобные фитогормоны (см. рис 2, Б). У этого штамма 
как перспективного для практического применения мы изучили физиоло-
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гическую активность при колонизации поверхностных структур клубня. 
 

А 

 
Б Рис. 2. Физиолого-биохимические (потенциально адап-

тивные) свойства изучаемых штаммов псевдомонад: 
А — психрофильный рост, диаметр (мм) зон задерж-
ки роста Pseudomonas solanacearum (PS), Clavibacter 
michiganensis subsp. sepedonicus (CM), Fusarium solani 
(FS ), Alternaria alternata (AA) и продукция акусинов 
(АУ, наличие или отсутствие); Б — результаты ана-
лиза культуральной жидкости штамма RF13H, вы-
ращенного на среде с L-триптофаном, методом вы-
сокопроизводительной жидкостной хроматографии 
(Waters ACQUITY HPLC H-class с флуоресцентным 
детектором, «Waters», США): ИМК — индолил-3-
молочная кислота, ИКК — индолил-3-карбоновая 
кислота, ИУК — индолил-3-уксусная кислота. 

 

Динамика  чис ленно сти  ин трод уциро ванно го  штам -
ма  Pseudomonas sp. RF13H и  е г о  в л и я н и е  н а  п р о ц е с с ы  х р а н е -
н и я. Чтобы создать благоприятные условия для адаптации бактерий-
антагонистов и проявления их активности, клубни инокулировали моно-
культурой опытного штамма псевдомонад в послеуборочный (лечебный) 
период. Его продолжительность по общепринятой технологии хранения 
картофеля — 14 сут, в течение которых клубни выдерживают при темпера-
туре 18 С. Этот режим также обеспечивает активную суберенизацию в 
местах механических повреждений и укрепление покровных тканей.  

Общая численность мезофильной сапротрофной микрофлоры на 
единице поверхности клубней в процессе хранения колебалась в пределах 
103-104 КОЕ/см2. Интродукция штамма Pseudomnas sp. RF13H повлияла на 
фитопатогенный фон (рис 3, А), а также соотношение и динамику числен-
ности сапрофитной микрофлоры (см. рис. 3, Б) при длительном хранении 
(в течение 6 мес). Исследуемый микроорганизм достаточно хорошо прижи-
вался на поверхности клубней и поддерживал свою численность в течение 
всего времени эксперимента. Можно отметить, что низкотемпературное 
хранение в целом положительно сказывалось на штамме RF13H в силу как 
его физиологических свойств, так и особенностей бактериальной популя-
ции в целом. Известно, что при температуре 4 С на поверхности твердых 
питательных сред бактерии разных видов длительно (до полугода) сохраня-
ют жизнеспособность (33). Лимитирующим фактором служит пересыхание 
питательной среды, вызывающее гибель популяции. То же, вероятно, про-
исходит на поверхности клубней и при нормальной температуре хранения: 
снижение численности интродуцированного штамма здесь было наиболее 
выражено, и через 6 мес его находили в остаточных количествах. Числен-
ность Pseudomnas sp. RF13H при температуре 4 С поддерживалась доста-
точно стабильно на протяжении 5 мес, существенно снизившись только к 
концу хранения, когда этот штамм обнаруживался в следовых количествах.  
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А 

 

Б Рис. 3. Фитопатогенная нагрузка на по-
верхности клубней картофеля (Solanum tu-
berosum L.) сорта Невский под влиянием 
интродуцированного штамма Pseudomnas sp. 
RF13H (А) и его численность на фоне або-
ригенной микрофлоры в зависимости от 
температуры (Б) при хранении: а — Penicil-
lium spp., б — Rhizoctonia spp., в — Fusari-
um spp., г — Phytophtora spp., д — Phoma 
exiqua; К и Р — соответственно контроль 
(необработанные клубни) и интродукция 
псевдомонад; 1 — контроль, 2 — посто-
ронние микроорганизмы, 3 и 4 — числен-
ность штамма Pseudomnas sp. RF13H при 
хранении соответственно при 4 С и 18 С. 

 

Тем не менее, влияние штамма на состав и численность фитопато-
генных грибов (см. рис. 3, А) оказалось довольно значительным, на что 
указывали результаты фитопатологического анализа. Установлено, что при 
хранении картофеля наиболее выраженным было развитие фитопатоген-
ных микромицетов — Rizoctonia spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Phyto-
phthora spp., Phoma exiqua. Уже через 30 сут хранения их частота в популя-
ции снижалась (в наибольшей степени при холодильном хранении). Сред-
няя доля клубней, пораженных всеми типами инфекций, при обработке 
бактериальной культурой через 30 сут снизилась с 11,5 до 5,9 % (при хо-
лодильном хранении) и с 15,0 до 8,3 % (при комнатной температуре). Эта 
тенденция сохранялась на 3-й мес: в контрольных образцах количество 
пораженных клубней достигало 30 %, в то время как интродукция биокон-
трольного штамма позволила снизить показатель до 10-13 %. Через 6 мес 
при комнатной температуре наблюдалось значительное (до 60,0 %) пора-
жение клубней, при пониженной — примерно вдвое меньшее (37,4 %).  

Особую роль в регуляции клеточной активности играют ферменты 
антиоксидантной защиты (АОЗ), действие которых сводится не только к 
контролю образования свободных радикалов, но и к выполнению в клет-
ках важных сигнальных функций (как при стрессе, так и в норме) (34-36). 
Окислительно-восстановительные процессы рассматриваются как одна из 
основ физиолого-биохимических механизмов, определяющих жизнеспособ-
ность и сохранность клубней картофеля. При длительном хранении или 
неблагоприятных условиях накапливаются продукты перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) и снижается функция антиоксидантной системы (37).  
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При обработке полезными бактериальными культурами, которая уси-
ливает эту функцию, вследствие повышения собственного иммунитета рас-
тения и создания барьера, препятствующего проникновению болезнетвор-
ного организма, происходит рост устойчивости к заражению патогенами. 
Известно, что микроорганизмы, заселяя поверхность картофеля, индуци-
руют генерацию активных форм кислорода (АФК), поэтому полезную мик-
рофлору можно использовать для реализации защитных ответов раститель-
ной клетки при заражении. В этой связи представлялось важным изучить 
влияние штамма Pseudomonas sp. RF13H на образование АФК и функцио-
нирование ферментов антиоксидантной защиты (38). 

Продолжительное хранение приводило к резкому подавлению ак-
тивности супероксиддисмутазы (СОД), каталазы (КАТ) и накоплению про-
дуктов ПОЛ (табл.), в частности малонового диальдегида (МДА). Актив-
ность пероксидазы не изменялась при хранении. Повышенная температура 
способствовала активации свободно-радикальных реакций и ПОЛ, приво-
дящих к снижению жизнеспособности и качества картофеля. В течение 3 
мес активность ферментов колебательно уменьшалась во всех образцах. При 
этом рост активности ферментов коррелировал с усилением ПОЛ. После 6 
мес хранения увеличивалась активность как ферментов, так и ПОЛ, что 
связано с началом выхода картофеля из физиологического покоя. При об-
работке биоконтрольным штаммом все исследуемые ферменты заметно ак-
тивировались, что свидетельствует о повышении защитного потенциала 
клубней при длительном хранении. 

Показатели активности про- и антиоксидантной системы клубней картофеля 
(Solanum tuberosum L.) сорта Невский при обработке биоконтрольным штаммом 
Pseudomonas sp. RF13H в зависимости от температуры хранения 

Срок хра-
нения, мес 

Контроль (обработка водой) Опыт 
ПОЛ СОД КАТ ПО ПОЛ СОД КАТ ПО 

Х р а н е н и е  п р и  4 С 
0 8,4 0,05 0,51 60,8 8,6 0,57 0,57 69,4 
1 6,7 0,03 0,34 74,5 6,3 1,61 0,56 104,8 
3 6,3 0,07 0,13 50,1 5,8 1,23 0,43 112,6 
6 9,8 0,05 0,36 84,3 6,8 1,83 0,78 120,1 

Х р а н е н и е  п р и  18 С 
0 8,7 0,05 0,54 60,2 8,5 0,74 0,56 106,4 
1 9,4 0,04 0,38 79,3 6,9 1,83 0,66 120,5 
3 10,1 0,06 0,25 67,2 6,2 1,98 0,71 110,3 
6 12,3 0,08 0,41 88,9 7,3 2,11 0,84 124,7 

НСР05 0,80 0,01 0,50 5,40 2,10 0,30 0,10 7,10 
П р и м е ч а н и е. СОД — супероксиддисмутаза, ед.; ПОЛ — перекисное окисления липидов, мкмоль/г; 
КАТ — каталаза, ммоль/(минŁг); ПО — пероксидаза, мкмоль/(минŁг). Активность ПОЛ, КАТ и ПО ука-
зана в расчете на 1 г сырой массы. 

 

Страте гия  колонизации штаммом  Pseudomonas sp. RF13H 
п о в е р х н о с т и  к л у б н е й  к а р т о ф е л я. Для изучения приживаемо-
сти интродуцированного штамма RF13H в условиях холодильного хране-
ния картофеля мы разработали олигонуклеотидный зонд Z-SpecPs (53: 
CAAACCACTACGCGCGCTTAC), который специфически связывался с со-
ответствующей уникальной мишенью при флуоресцентной FISH-гибри-
дизации in situ (см. рис 1, А). Через 24 ч после инокуляции клубней осо-
бенностью локализации биоконтрольного микроорганизма бактерий, визу-
ализированного при помощи зонда Z-SpecPs и конфокальной сканирую-
щей лазерной микроскопии, было неупорядоченное и неравномерное рас-
пределение на наружном слое покровных тканей (рис. 4, А, Б). В пери-
дерме покровных тканей наблюдали нескольких рядов живых (феллоген и 
феллодерма) и омертвевших клеток (феллема); они очень плотно упакова-
ны, имеют прямоугольную форму, встречаются изодиаметрические (округ-
лые) и вытянутые клетки. Покровный опробковевший слой защищает клубни 
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от потери влаги, проникновения фитопатогенных микроорганизмов и от 
других неблагоприятных внешних воздействий. Большинство клеток штам-
ма RH13H в течение первых суток после интродукции не занимали опре-
деленных ниш на поверхности, и только незначительная часть локализо-
валась в местах нарушения верхних слоев перидермы. 

 

А Б 

 

Рис. 4. Локализация интродуцированных бактерий Pseudomonas sp. RF13H на поверхности клуб-
ней картофеля сорта Сударыня через 24 ч после инокуляции: А — грибной мицелий, флуорес-
ценция указывает на скопления клеток штамма RF13H; Б — разрозненные неупорядоченно 
локализованные микроколонии бактерий по поверхности клубня, высокая численность бак-
терий на единице площади. FISH-гибридизация (флуорохром 6FAM, Cy3) с конфокальной 
микроскопией (Leica TCS SPE, «Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH», Германия). 

 

А Рис. 5. Локализация интродуцированных 
бактерий Pseudomonas sp. RF13H на по-
верхности клубней картофеля сорта Невский 
через 2 мес хранения: А — наиболее рас-
пространенная локализация: стыки клеток 
перидермы (a) и поверхность самих кле-
ток (б); Б, В — формирование микроко-
лоний биоконтролного штамма RF13H в 
микротрещинах (поранениях), царапинах 
поверхности; Г — активная колонизация 
внутреннего пространства чечевичек. FISH-
гибридизация (флуорохром 6FAM) с кон-
фокальной микроскопией (Leica TCS 
SPE, «Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH», 
Германия). 

 
Б В Г 

  
 

Конфокальная микроскопия поверхности клубней выявила нерав-
номерность ее рельефа. Через 2 мес холодильного хранения клубней, об-
работанных суспензией биоконтрольного штамма, наблюдали формирова-
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ние его микроколоний, которые часто располагались в различных углубле-
ниях и нишах на поверхности, трещинах в кожице, в царапинах, порезах, 
местах ушибов, механических повреждений (рис. 5, А, Б). По-видимому, 
вещества, которые накапливаются при механических повреждениях (индо-
лилуксусная, аскорбиновая, хлорогеновая кислоты, гиббереллин, аденозин-
трифосфорная кислота) (39) и стимулирующие раневую реакцию (образова-
ние раневой перидермы) привлекательны для интродуцированных бактерий. 

Кроме того, высокую плотность инокулята отмечали на границе 
между клетками перидермы клубней (см. рис. 5, А, a), где бактерии обыч-
но располагались вдоль узких удлиненных продольных клеток, дифферен-
цированных в зоне вторичной покровной ткани. Вероятнее всего, неболь-
шие, прямоугольные, слегка утолщенные и плотно сложенные клетки с 
тонкими оболочками — это метаболически активные клетки феллогена. 
Они имеют густую вязкую цитоплазму и многочисленные органоиды, свя-
занные с процессами синтеза, которые обеспечивают деление ядра и ци-
топлазмы (40). Можно предположить, что биохимическая активность в 
феллогене способствует формированию микроколоний биоконтрольного 
штамма. В то же время было установлено, что он способен активно коло-
низировать чечевички — микроскопические щели (отверстия) на поверх-
ности, через которые в клубень поступает кислород воздуха и удаляется 
углекислый газ и водяной пар (дыхание клубня) (см. рис. 5, Г).  

При микроскопировании поверхностных тканей клубня был обна-
ружен грибной мицелий, занимающий некоторые локальные участки по-
раженной перидермы. Скопления бактериальных клеток интродуцирован-
ных псевдомонад выявлялись в непосредственной близости от мицелия 
(см. рис. 4, А). Наблюдали раннюю фазу развития гриба на верхнем слое 
клеток с формированием внутриклеточного (изредка — межклеточного) 
мицелия. Яйцевидный или лимоновидные зооспорангии, схожие с зооспо-
рангиями Phytophthora infestans, имели тонкую гладкую оболочку и хорошо 
заметный бугорок на вершине, однако на разрезе клубня мы не наблюдали 
ржаво-бурой окраски, характерной для поражения фитофторозом. 

Следует еще раз акцентировать внимание на том обстоятельстве, 
что существенную роль в обеспечении эффективности интродуцированного 
штамма, по-видимому, сыграло выдерживание клубней в течение 14 сут 
при 18 С. Оно повысило приживаемость и стабильность развития био-
контрольных бактерий, их адаптацию к соответствующей экологической 
нише. Это важно для успешного вступления в конкурентные взаимоотно-
шения с уже сложившейся аборигенной микрофлорой, для синтеза и 
накопления антифунгальных метаболитов. Описана корреляция механизмов 
адаптации и синтеза биоактивных соединений, хемотаксических характери-
стик клеток популяции с длительностью инкубации (41). Растение-хозяин, 
со своей стороны, тоже влияет на результат биоконтроля: количественный 
состав интродуцированных бактерий зависит от физиологического состоя-
ния, сорта и вида биологического объекта, а секреция клетками клубней 
питательных веществ стимулирует хемотаксис микроорганизмов. Всевоз-
можные углубления, микротрещины и ниши обеспечивают физическое 
обособление бактерий и служат местом скопления и секреции метаболи-
тов, жидкостей и т.д., создавая благоприятные условия для поддержания 
физиологической активности биоконтрольного штамма.  

Визуализация интродуцированных бактерий штамма Pseudomonas 
sp. RF13H in vivo на поверхности клубней в период хранения свидетель-
ствует о высокой адаптивности этих бактерий в условиях пониженных 
температур, что имеет большое значение при конкуренции за источники 
питания и сайты локализации в условиях эпифитного микробиома. 
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Таким образом, интродуцируемые биоконтрольные бактерии, сдер-
живая развитие патогенного фона и уменьшая потери при хранении, обла-
дают большим потенциалом для обеспечения экологически чистых про-
дуктов питания. Обнаруженная нами способность штамма Pseudomonas sp. 
RF13H колонизировать растения и одновременно защищать их от фитопа-
тогенов делает его перспективным для агротехнологий.  
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A b s t r a c t  
 

Abundant pathogens which attack seed and food potato tubers are a serious problem of the 
modern potato growing that causes significant losses during storage. Regular use of chemical fungi-
cides and agrochemicals has led to emergence of resistance and an increased aggressiveness of plant 
pathogenic microorganisms. New fungal and bacterial strains and races are also appearing which 
spread rapidly and cause great damage to agricultural production. In this regard, the biologicals based 
on biocontrol microorganisms, instead of chemicals, are considered particularly relevant to protect 
seed and food potatoes from infectious diseases. A genus Pseudomonas belonging to the group of 
plant-growth promoting rhizobacteria (PGPR) includes species most effectively colonizing higher 
plants and used as active agents of biological products. Scientific novelty of our work lies in the fact 
that this study is the first to report the effect of psychrophilic strain Pseudomonas spp. RF13H on the 
storage of potato tubers. The cold resistant commercial varieties recommended for cultivation in the 
Leningrad region has been involved. For the first time we estimated the efficiency of tubers protec-
tion from a number of pathogenic microorganisms under refrigerated storage, assessed the population 
dynamics of introduced strain, and visualized the pattern of bacteria distribution and localization on 
the surface, using fluorescent in situ hybridization and confocal laser scanning microscopy. Using 
molecular genetic analysis, we have clarified the taxonomic position of several Pseudomonas strains, 
including psychrophilic strain Pseudomonas spp. RF13H. This strain possessed fungicidal and bacteri-
cidal activity against saprogenic and pathogenic microorganisms and was agronomically and physio-
logically tested. Its growth at low temperatures and production of auxin-like phytohormones were 
studied. Pseudomonas spp. RF13H influenced positively preservation and biochemical processes in 
potato tubers under refrigerated storage. Its microcolonies were often localized in different cracks, 
grooves and recesses on the stored tuber surface that indicated beneficial plant-microbial relations 
and explained a strategy for tuber colonization at room and low temperature during storage. The 
occurrence of surface phytopathogenic microorganisms decreased in the presence of Pseudomonas 
spp. RF13H, and the average number of all type-infected tubers was about 50 % lower among 
those treated with Pseudomonas spp. RF13H comparing to untreated ones. This trend continued 
for 3 month storage, i.e. the amount of infected untreated tubers reached 30 % and reduced up to 
10-13 %, when treatment with biocontrol strain. At a temperature of 4 С, the bacterial counts was 
quite stable for 5 months, and then significantly decreased (up to trace quantities) to the end of stor-
age. The bacteria concentrated at the boundaries between the individual cells of tuber periderm and 
in the places of exudation of biochemical substances that serves as nutrients for bacteria. Introduc-
tion of Pseudomonas spp. RF13H was shown to contribute to redox processes (activation of antioxi-
dant protection system enzymes — catalase, peroxidase, superoxide dismutase) thus increasing plant 
resistance to pathogens. Additionally, this strain has a positive effect on the microbiome composition 
in potato epidermis. Induction of own immunity and creation of a barrier preventing pathogen pene-
tration helped to reduce infection in the potatoes tuber.  
 

Keywords: Pseudomonas, potato, biocontrol of plant pathogens, fluorescence in situ hy-
bridization. 


