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Abstract. Extensive research has been done to investigate the relationship between bacteria and 
plants in the process of bioremediation of soils contaminated with oil, but the effect of oil-degrading 
bacteria that synthesize phytohormones on the content and distribution of these compounds in plants 
has been poorly studied. The aim of the field experiment was to study the effect of hydrocarbon-
oxidizing bacteria producing auxins on the growth, biochemical parameters, and hormonal status of 
barley plants in the presence of oil and the prospects for using bacterial-plant associations for treating 
soil that contains oil (2.7 %, on average). Treatment of plants with cultures of Enterobacter sp. UOM 3 
and Pseudomonas hunanensis IB C7 led to an increase in the length and mass of roots and shoots and 
the leaf surface index and an improvement in the parameters of the components of the crop structure 
that were suppressed by the pollutant. As a result of bacterization, the contents of chlorophyll and 
flavonoids increased, and the amount of proline decreased. The most noticeable effect of bacteria on 
the hormonal system of plants was a decrease in the accumulation of abscisic acid. The data obtained 
indicate that the treatment of plants with bacterial cultures alleviated the negative consequences of 
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abiotic stress caused by the presence of oil for plants. The use of oil-degrading bacteria and plants in 
combination rather than separately more effectively reduced the content of hydrocarbons in the soil 
and increased its microbiological activity. The microbial-plant combinations studied in this work are 
regarded as promising for the bioremediation of oil-contaminated soils.

Keywords: oil pollution, Enterobacter, Pseudomonas, Hordeum vulgare L., phytohormones, 
chlorophyll, flavonoids, nitrogen balance index, proline.
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Аннотация. Взаимосвязи бактерий и растений в процессе биоремедиации почв, загрязненных 
нефтью, уделяется много внимания, однако воздействие бактерий-деструкторов нефти, 
синтезирующих фитогормоны, на  содержание и  распределение этих соединений 
в  самих растениях, исследовано слабо. Целью полевого опыта было изучение влияния 
углеводородокисляющих бактерий, продуцирующих ауксины, на  ростовые, биохимические 
показатели и  гормональный статус растений ячменя в  присутствии нефти и  перспективы 
применения их ассоциаций для очистки почвы, содержащей нефть (в среднем 2,7 %). Обработка 
растений штаммами Enterobacter sp. UOM 3 и  Pseudomonas hunanensis IB C7 приводила 
к увеличению длины и массы корней и побегов, индекса листовой поверхности и улучшению 
показателей элементов структуры урожая, которые были угнетены под воздействием 
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поллютанта. В  результате бактеризации повышалось содержание хлорофилла, флавоноидов 
и  снижалось количество пролина. Наиболее заметным проявлением влияния бактерий 
на  гормональную систему растений было уменьшение накопления абсцизовой кислоты. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что интродукция микроорганизмов ослабляла для 
растений негативные последствия абиотического стресса, вызванного присутствием нефти. 
Совместное применение бактерий-нефтедеструкторов и  растений эффективнее снижало 
содержание углеводородов в  почве и  увеличивало ее микробиологическую активность 
по  сравнению с  использованием их по  отдельности. Изученные микробно-растительные 
комплексы признаны перспективными для биоремедиации нефтезагрязненных почв.

Ключевые слова: нефтяное загрязнение, Enterobacter, Pseudomonas, Hordeum vulgare L., 
фитогормоны, хлорофилл, флавоноиды, индекс азотного баланса, пролин.
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Введение

Функционирование нефтедобывающей 
и нефтеперерабатывающей промышленности 
приводит к  глобальному загрязнению окру-
жающей среды углеводородами, токсичными 
для растений, животных и  человека. Наи-
более экологически чистым и  экономически 
целесообразным решением данной проблемы 
является применение биологических техноло-
гий и,  в  частности, микробно-растительных 
комплексов. Они состоят из  микроорганиз-
мов, разрушающих органические загрязни-
тели или трансформирующих их в  менее 
токсичные соединения, и  растений, создаю-
щих оптимальные условия существования 
и размножения бактерий (Koshlaf, Ball, 2017). 
Корни обеспечивают поверхности для при-
крепления микроорганизмов и выделяют экс-
судаты, которые способствуют возрастанию 
их численности в  ризосфере (Rohrbacher, St-

Arnaud, 2016; Chetverikov et al., 2021), а также 
синтезируют ферменты, осуществляющие 
деградацию органических субстратов, нахо-
дящихся в почве (Muratova et al., 2015). В це-
лом развитие корневой системы увеличивает 
пористость почвы, что усиливает массовый 
перенос субстрата и  акцепторов электронов 
в  процессе окисления компонентов нефти 
(Gkorezis et al., 2016). Ризосферные микроор-
ганизмы, в  свою очередь, активируют анти-
оксидантную систему растений (Kim et al., 
2013), которая помогает им справляться c не-
благоприятными условиями при нефтяном 
загрязнении, и  могут интенсифицировать 
рост растений путем выделения различных 
биологически активных веществ, улучшения 
фосфорного, азотного питания и повышения 
стрессоустойчивости, а  также опосредован-
ной стимуляции за счет антагонизма в отно-
шении фитопатогенных агентов (Korshunova 
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et al., 2019; Viesser et al., 2020). Таким образом, 
взаимодействие растений и микроорганизмов 
в загрязненной нефтью почве представляется 
идеальным примером взаимовыгодного пар-
тнерства, что может использоваться в процес-
сах очистки и  восстановления антропогенно 
нарушенных территорий. Однако несмотря 
на то, что влияние бактерий на растения в про-
цессе биоремедиации почв, контаминирован-
ных углеводородами, активно изучается, не-
которые его аспекты, например, воздействие 
бактерий-деструкторов нефти, синтезирую-
щих гормоны, на  содержание и  распределе-
ние гормонов в самих растениях, практически 
не исследованы, хотя в случае некоторых дру-
гих стрессовых факторов (засуха, засоление) 
такие эксперименты были проведены (Habib 
et al., 2016; Arkhipova et al., 2020). Чтобы вос-
полнить этот пробел, нами был проведен ряд 
лабораторных опытов (Bakaeva et al., 2020; 
Vysotskaya et al., 2021). Полученные в них ре-
зультаты были использованы при подготовке 
полевого эксперимента, целью которого было 
оценить влияние углеводородокисляющих 
ауксинпродуцирующих бактерий на  росто-
вые, биохимические показатели и гормональ-
ный статус растений ячменя в  присутствии 
нефти и  эффективность применения данных 
микробно-растительных комплексов для био-
ремедиации нефтезагрязненной почвы.

Материалы и методы

Исследование проводили на  территории 
Уфимского района Республики Башкортостан 
со 2 июня по 8 сентября 2020 г. (98 суток). По-
годные показатели в этот период находились 
в пределах среднестатистических параметров 
за последние 5 лет.

В работе использовали растения ячменя 
(Hordeum vulgare L., районированный сорт 
Челябинский 99) как нефтеустойчивые и вы-
сокочувствительные к  инокуляции углево-

дородокисляющими бактериями (Высоцкая 
и  др., 2019; Bakaeva et al., 2020) и  штаммы-
нефтедеструкторы из  коллекции Уфимского 
института биологии УФИЦ РАН Enterobacter 
sp. UOM 3 и  Pseudomonas hunanensis IB C7, 
синтезирующие индолил‑3-уксусную кисло-
ту (ИУК) (Четвериков и др., 2019; Bakaeva et 
al., 2020).

Экспериментальную площадку, почва 
которой (чернозем глинисто-иллювиальный, 
3,7 % Сорг, 6,6 % гумуса, рН водной вытяжки 
5,7) была загрязнена товарной нефтью марки 
Urals, разбили на участки по 1,5 м2. Среднее 
содержание нефти составило 2,7 %. Опыт за-
кладывали в 7 вариантах в трех повторностях 
каждый:

1.	 Чистая почва + растения ячменя без 
бактериальной обработки (контроль)

2.	 Нефтезагрязненная почва
3.	 Нефтезагрязненная почва + растения 

ячменя без бактериальной обработки
4.	 Нефтезагрязненная почва + Entero-

bacter sp. UOM 3
5.	 Нефтезагрязненная почва + Entero-

bacter sp. UOM 3 + растения ячменя
6.	 Нефтезагрязненная почва + Pseudo-

monas hunanensis IB C7
7.	 Нефтезагрязненная почва + P.  huna-

nensis IB C7 + растения ячменя
Инокуляция семян жидкой культурой 

бактерий в  количестве 106 КОЕ/семя (КОЕ  – ​
колониеобразующие единицы) проходила 
непосредственно перед посевом. Небакте-
ризованные семена смачивали водой. После 
обработки семена высаживали либо в  чи-
стую, либо в  загрязненную почву (600 шт./
м2) на  глубину 4–5  см.  После чего участки 
вариантов с 4 по 7 сразу поливали 5 л жидкой 
культуры бактерий (титр 1∙108 КОЕ/мл). Лабо-
раторная всхожесть семян составляла 92 %.

Через 10 и 34 дня после появления всхо-
дов измеряли ростовые характеристики и не-
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которые биохимические показатели расте-
ний. Выбор указанных сроков связан с  тем, 
что в настоящем эксперименте на 10-е сутки 
растения ячменя находились в  процессе ак-
тивного роста, и  их биомасса была уже до-
статочной для оценки биохимических харак-
теристик. На  34-е сутки приходилась фаза 
цветения растений, и  различия между ними 
на  контрольных и  опытных участках были 
очень заметны, поэтому в эти сроки анализи-
ровали их биохимические показатели. В ука-
занный период ростовые показатели корней 
не измеряли, т.к. мочковатая корневая систе-
ма злаковых растений достаточно разрослась, 
и извлечь растение из почвы, не повредив при 
этом корни, не  представлялось возможным. 
Содержание в  листьях хлорофилла (a+b), 
флавоноидов и  индекс азотного баланса 
(NBI) измеряли с помощью прибора DUALEX 
SCIENTIFIC+ (FORCE-A, France) согласно 
рекомендациям производителя, а свободного 
пролина – ​по методу Бейтса (Bates et al., 1973), 
используя толуол в качестве экстрагента. Ин-
декс листовой поверхности, представляющий 
собой относительную величину, показываю-
щую уровень покрытия листьями поверхно-
сти почвы, оценивали, анализируя фотогра-
фии с  помощью программы ImageJ (v. 1.48, 
National Institutes of Health, USA, http://imagej.
nih.gov/ij/).

В конце эксперимента был проведен ана-
лиз отдельных элементов структуры урожая. 
Так как растения рассматривались только как 
агенты биорекультивации, использование 
растительной продукции в  качестве пищи 
для человека и животных не предусматрива-
лось. В связи с этим качественные и количе-
ственные показатели зерна не измерялись.

На  34-е и  94-е сутки после появления 
всходов были отобраны образцы почвы 
на  микробиологические исследования и  со-
держание углеводородов. Численность ге-

теротрофных микроорганизмов определяли 
посевом почвенной суспензии на  мясопеп-
тонный агар, олигонитрофильных – ​на среду 
Эшби, углеводородокисляющих микроорга-
низмов (УОМ) – ​на среду Раймонда с добав-
лением дизельного топлива (Raymond, 1961; 
Дзержинская, 2008). Cодержание нефтепро-
дуктов в  почве измеряли гравиметрическим 
методом (ПНД Ф 16.1.41–04).

Через 10 суток после появления всходов 
оценивали концентрацию гормонов в  побе-
гах и  корнях. Экстракцию ИУК и  абсцизо-
вой кислоты (АБК) осуществляли согласно 
(Veselov et al., 1992; Kudoyarova et al., 2017). 
Очистку и  анализ цитокининов (зеатин, его 
рибозид и  нуклеотид) проводили согласно 
(Kudoyarova et al., 2014). Содержание гормо-
нов определяли методом ИФА с  использо-
ванием соответствующих антител (Веселов, 
1998).

Статистическую обработку данных про-
водили с  использованием стандартных про-
грамм MS Excel. На  рисунках и  в  таблицах 
данные представлены как среднее ± стандарт-
ная ошибка. Достоверность различий оцени-
вали с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты

Присутствие нефти ингибировало рост 
корней и побегов на начальной стадии разви-
тия растений. Длина этих органов была мень-
ше контрольных значений в 1,6 и 2,6 раза со-
ответственно (рис. 1). При обработке штаммом 
P. hunanensis IB C7 длина корней увеличива-
лась по  сравнению с необработанным нефте-
загрязненным вариантом. Инокуляция бакте-
риями Enterobacter sp. UOM 3 и P. hunanensis 
IB C7 вызывала удлинение побегов на  12–
13 %. Аналогичная тенденция была отмечена 
при анализе сырой массы корней и  побегов 
(табл.  1). Под влиянием нефти она снизилась 
на 27 и 80 % соответственно, при этом соот-
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Таблица 1. Масса побегов и корней растений ячменя через 10 суток после появления всходов

Table 1. The mass of shoots and roots of barley plants 10 days after germination

Вариант опыта
Сырая масса, мг Масса корня/ 

масса побегакорня побега
Контроль 34,4±2,0b 318,4±7,5c 0,11±0,012a

Нефть 25,1±1,1a 64,9±1,0a 0,39±0,080b

Нефть + UOM 3 30,1±2,1ab 80,3±4,3ab 0,37±0,058b

Нефть + IB C7 41,9±0,8c 85,9±2,8b 0,49±0,043b

Примечание. Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными буквами, 
n=15 (p≤0,05). UOM 3 и IB C7 – ​варианты экспериментов с внесением Enterobacter sp. UOM 3 и P. hunanensis IB C7 
соответственно

Рис.  1. Длина корней (а) и  побегов (b) растений ячменя через 10 суток после появления всходов. 
Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными буквами 
(n=15, p≤0,05). UOM 3 и  IB C7  – ​варианты экспериментов с  внесением Enterobacter sp. UOM 3 и  P. 
hunanensis IB C7 соответственно.

Fig. 1. Root (a) and shoot (b) length of barley plants 10 days after germination. Statistically different means for 
each indicator are marked with different letters (n=15, p≤0.05). UOM 3 and IB C7 – ​treatments with Enterobacter 
sp. UOM 3 and P. hunanensis IB C7, respectively
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ношение масс корня и  побега повышалось 
с 0,11 в контроле до 0,37–0,49 в загрязненной 
почве. При использовании штамма бактерий 
P. hunanensis IB С7 наблюдалась достоверная 
прибавка массы корней и  побегов по  сравне-
нию с  данными показателями в  нефтезагряз-
ненной почве без обработки.

Определение длины надземной части 
растений через 34 дня после появления всхо-
дов показало, что в  целом закономерности 
в  изменении показателей роста побегов со-
хранились (рис.  2). Ингибирующий эффект 
нефти на рост растений ячменя со временем 
не  снижался: длина растений, выращенных 
в  контаминированной почве, была в  3 раза 
ниже, чем в чистой. Бактеризация благопри-
ятно воздействовала на  растения: при об-
работке штаммами Enterobacter sp. UOM 3 
и P. hunanensis IB С7 их длина была больше 

на 31 и 43 % соответственно, чем в нефтеза-
грязненной почве.

Индекс листовой поверхности расте-
ний, подвергшихся воздействию нефти, был 
в 2,4 раза ниже, чем в контроле (рис. 2). При 
внесении штаммов Enterobacter sp. UOM 3 
и P. hunanensis IB C7 он увеличивался на 45 
и 50 % соответственно.

Оценка влияния нефти и  бактеризации 
на  некоторые показатели роста и  развития 
растений ячменя в конце опыта представлена 
в  табл. 2. Загрязнение почвы снижало массу 
побегов в  2,6 раза, кустистость  – ​в  2,8 раза, 
длину побегов ‒ в 1,9 раза. Обработка расте-
ний штаммами бактерий оказывала стимули-
рующий эффект, который выражался в увели-
чении этих показателей на 3–15 %.

Количество колосьев, которые образо-
вались у растений, выращенных в контами-

Рис. 2. Длина побегов и индекс листовой поверхности растений ячменя через 34 дня после появления 
всходов. Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными 
буквами (n=50, p≤0,05). Обозначения вариантов как на рис. 1.

Fig. 2. Shoot length and leaf area index of barley plants 34 days after germination. Statistically different means for 
each indicator are marked with different letters (n=50, p≤0.05). Notations of treatments are the same as in Fig. 1.
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нированной почве, было в  2,2 раза меньше, 
чем в чистой. Оно повышалось на 22 % при 
интродукции штамма P. hunanensis IB С7 
по  сравнению с  данным показателем у  не-
обработанных растений в  почве с  нефтью. 
Наиболее сильное ингибирующее действие 
поллютант оказывал на  колос: на  фоне не-
фтяного загрязнения длина главного колоса 
снизилась в 3,5 раза, а число колосков в ко-
лосе – ​в 2,9 раза. Применение бактерий при-
водило к  увеличению этих параметров. Бо-
лее выраженное положительное воздействие 
оказывал штамм Enterobacter sp. UOM 3, при 
обработке которым длина главного колоса 
и  число колосков в  колосе увеличивались 
на 37 и 12 % соответственно, тогда как при 
использовании P. hunanensis IB С7  – ​на  20 
и 6 % соответственно.

Внесение бактерий-деструкторов уско-
ряло процесс разложения нефти. Так, к  кон-
цу эксперимента в  почве без растений ин-
тродукция штаммов Enterobacter sp. UOM 
3 и P. hunanensis IB C7 уменьшала содержа-
ние углеводородов по  сравнению с  необра-
ботанным вариантом на  26 и  18  % соответ-
ственно (рис.  3). Совместное использование 
углеводородокисляющих микроорганизмов 
и  растений было эффективнее на  29–33  % 

по  сравнению с  вариантом, где растения 
не подвергались бактериальной обработке.

Количество гетеротрофных микроорга-
низмов в отсутствие растений в загрязненной 
почве на  протяжении эксперимента оста-
валось на  одном уровне (табл.  3). Внесение 
бактерий-нефтедеструкторов увеличивало 
данный показатель к концу испытания. В по-
чве с растениями общая численность микро-
организмов была выше, чем в почве без рас-
тений. Интродукция штаммов Enterobacter 
sp. UOM 3 и P. hunanensis IB C7 в контами-
нированную почву с  растениями повышала 
количество гетеротрофных микроорганизмов 
в 1,6–2,2 раза.

Как и в случае с гетеротрофными микро-
организмами, плотность популяции УОМ 
в  почве с  нефтью без растений оставалась 
стабильной на  протяжении опыта. Внесение 
углеводородокисляющих бактерий на  по-
рядок повышало численность УОМ к  концу 
эксперимента. В вариантах с растениями этот 
показатель был выше приблизительно в  2–3 
раза, чем в почве без растений. В целом сте-
пень деструкции углеводородов коррелиро-
вала с количеством УОМ (r = 0,45, p≤0,05).

Численность олигонитрофильных ми-
кроорганизмов в загрязненной почве без рас-

Таблица 2. Влияние загрязнения нефтью и  обработки бактериями на  некоторые показатели роста 
и развития растений ячменя (через 94 дня после появления всходов)

Table 2. The influence of oil pollution and treatment with bacteria on some indicators of growth and development 
of barley plants 94 days after germination

Вариант опыта

Количество 
побегов 

кущения,
шт.

Длина 
побега, см

Количество 
колосьев 
на одно 

растение, шт.

Длина 
главного 

колоса, см

Число 
колосков 
в главном 

колосе, шт.

Сухая масса 
побега, г

Контроль
Нефть
Нефть + UOM 3
Нефть + IB C7

4,96±0,28c

1,80±0,05a

1,93±0,06b

1,91±0,06b

52,24±1,34c

28,00±0,45a

29,44±0,47b

28,82±0,41b

2,96±0,26c

1,32±0,05a

1,43±0,05a

1,61±0,05b

6,50±0,23d

1,87±0,08a

2,57±0,07c

2,25±0,07b

15,82±0,65d

5,38±0,20a

6,06±0,19c

5,69±0,20b

0,496±0,022c

0,185±0,009a

0,213±0,009b

0,213±0,010b

Примечание. Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными буквами, 
n=200 (p≤0,05). Обозначения вариантов как в таблице 1.
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Рис. 3. Содержание углеводородов в почве через 34 и 94 дня после появления всходов. Статистически 
отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными буквами (p≤0,05). 
Обозначения вариантов как на рис. 1.

Fig. 3. Нydrocarbon contents in the soil 34 and 94 days after germination. Statistically different means for each 
indicator are marked with different letters (p≤0.05). Notations of treatments are the same as in Fig. 1

Таблица 3. Численность микроорганизмов в нефтезагрязненной почве, КОЕ/г

Table 3. The number of microorganisms in the oil contaminated soil, CFU/g

Вариант опыта

Гетеротрофные 
микроорганизмы, ×107

Углеводородокисляющие 
микроорганизмы,

×106

Олигонитрофильные 
микроорганизмы,

×105

34 дня 
после 

появления 
всходов

94 дня 
после 

появления 
всходов

34 дня 
после 

появления 
всходов

94 дня 
после 

появления 
всходов

34 дня 
после 

появления 
всходов

94 дня 
после 

появления 
всходов

Без 
растений

Без бактерий 1,1±0,2a 1,2±0,2a 1,4±0,3a 1,5±0,3a 0,3±0,1a 2,0±0,1a

UOM 3 1,6±0,4ab 2,4±0,6bc 7,2± 1,5c 13,8±3,9c 2,0±0,3b 9,1±1,2b

IB C7 1,6±0,2ab 3,0±0,6bc 6,7±2,0c 14,3±3,0c 1,8± 0,3b 10,6± 1,5b

С расте-
ниями

Без бактерий 1,8±0,1b 2,1±0,3b 2,7±0,2b 3,3±0,4b 1,9±0,2b 8,5±0,6b

UOM 3 2,3±0,4bc 4,6±0,4d 19,3± 2,9d 25,5±2,9d 3,9± 0,5c 29,9±2,3d

IB C7 3,0±0,3c 3,3±0,4c 21,9±2,4d 29,5±3,8d 4,1± 0,4c 20,8± 2,4c

Примечание. Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными буквами 
(p≤0,05). Обозначения вариантов как в таблице 1
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тений и  бактеризации со  временем незначи-
тельно увеличивалась. При использовании 
обоих штаммов в  вариантах эксперимента 
без растений количество микроорганизмов 
данной группы возрастало в  4,6–5,3 раза. 
В почве с растениями ячменя их численность 
была выше, чем в отсутствие растений. После 
внесения бактерий-нефтедеструкторов к кон-
цу эксперимента наблюдалось повышение 
количества олигонитрофилов в  2,4–3,5 раза 
по сравнению с вариантом с растениями без 
обработки.

Не  было установлено достоверных раз-
личий в содержании ИУК в корнях ячменя без 
нефти и в ее присутствии (рис. 4). В вариантах, 
где на фоне загрязнения проводилась обработ-

ка семян штаммами Enterobacter sp. UOM 3 
и P. hunanensis IB C7, содержание ИУК в кор-
нях растений было ниже, чем в контроле в 1,6 
и 1,9 раза соответственно. В варианте без неф-
ти ИУК было значительно больше в  корнях, 
чем в побегах ячменя. По сравнению с контро-
лем содержание ИУК в побегах ячменя, росше-
го на почве с поллютантом, увеличилось при-
близительно в 3 раза.

Содержание абсцизовой кислоты в побе-
гах во всех вариантах опыта было ниже, чем 
в корнях (в  среднем в 2,1–6,1 раза). На фоне 
нефтяного загрязнения повышение уровня 
АБК было обнаружено только у  не  иноку-
лированных растений (рис.  4). Заметнее это 
проявилось в  корнях, где ее концентрация 

Рис. 4. Содержание индолил‑3-уксусной и абсцизовой кислоты в корнях (а и c соответственно) и побегах 
(b и d соответственно) растений ячменя. Статистически отличающиеся средние значения для каждого 
показателя отмечены разными буквами (n=9, p≤0,05). Обозначения вариантов как на рис. 1.

Fig. 4. Indole‑3-acetic acid and abscisic acid content in roots (a and c respectively) and shoots (b and d respectively) 
of barley plants. Statistically different means for each indicator are marked with different letters (n=9, p≤0.05). 
Notations of treatments are the same as in Fig. 1
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Рис. 5. Содержание зеатиннуклеотида (а), зеатинрибозида (b) и зеатина (c) в корнях и побегах растений 
ячменя. Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными 
буквами (n=9, p≤0,05). Обозначения вариантов как на рис. 1.

Fig. 5. Zeatinnucleotide (a), zeatinribozide (b), and zeatin (c) contents in roots and shoots of barley plants. 
Statistically different means for each indicator are marked with different letters (n=9, p≤0.05). Notations of 
treatments are the same as in Fig. 1
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выросла в 3,1 раза. Использование микроор-
ганизмов для обработки растений, высажен-
ных на почву с нефтью, привело к тому, что 
значение этого показателя как в  корнях, так 
и в побегах снизилось до уровня контроля.

Содержание всех трех анализируемых 
форм цитокинина в корнях растений ячменя 
составило в  контроле 14,0–18,5 нг/г сырой 
массы (рис. 5). Под воздействием нефти наи-
более заметно снизилось содержание зеати-
на и  его риболизированной формы (в  2 раза 
в  каждом случае). Интродукция штаммов 
бактерий на  фоне загрязнения не  повлияла 
на  уровень зеатиннуклеотида и  зеатинрибо-
зида в корнях растений, он остался практиче-
ски таким же, как и в варианте с нефтью без 
бактеризации. Вместе с тем растения ячменя, 
растущие в  присутствии нефти, откликну-
лись на обработку штаммом P. hunanensis IB 
C7 повышением в  корнях свободной формы 
зеатина. Содержание зеатина и  зеатинрибо-
зида в  побегах было меньше, чем в  корнях 
во всех вариантах опыта (рис. 5), за исключе-
нием резкого (почти в 3 раза) повышения ко-
личества зеатинрибозида при использовании 

штамма Enterobacter sp. UOM 3 для бактери-
зации растений в контаминированной почве. 
Нефтяное загрязнение послужило толчком 
к  накоплению в  побегах зеатиннуклеотида: 
в растениях, высаженных на почву с нефтью, 
его было в  1,7–1,9 раза больше, чем в  кон-
трольных.

Содержание хлорофилла в  побегах яч-
меня через 10 дней после появления всходов 
в растениях, растущих в присутствии нефти, 
было в 2 раза ниже, чем в контрольном вари-
анте (табл. 4). Эта же тенденция сохранилась 
в дальнейшем. В тех случаях, когда растения 
в загрязненной почве обрабатывали штамма-
ми бактерий, его обнаружено на 22,2–33,3 % 
больше, чем в варианте с нефтью, но без бак-
теризации.

Минимальный уровень флавоноидов вы-
явлен у контрольных растений (табл. 4). При 
наличии нефти в почве у молодых растений 
количество флавоноидов было выше, чем 
в контроле в 1,6 раза, при повторном отборе – ​
в  1,1 раза. В  начале вегетации инокуляция 
бактериями не  оказывала влияния на  нако-
пление этих пигментов. По мере дальнейшего 

Таблица 4. Биохимические показатели растений ячменя

Table 4. Biochemical indicators of barley plants

Варианты опыта Хлорофилл (мкг/
см2)

Флавоноиды
(у.е.)

NBI
(у.е.)

Пролин
(мкг/г)

10 дней после появления всходов
Контроль 35,1±1,0e 0,56±0,02a 62,7±2,0f 26,4±3,3a

Нефть 16,3±1,0a 0,90±0,02e 18,1±1,0a 79,3±2,8c

Нефть + UOM 3 18,4±1,0ab 0,89±0,02e 20,7±1,0b 29,5±2,9a

Нефть + IB C7 18,2±1,0ab 0,87±0,02e 20,9±1,0b 35,5±3,2a

34 дня после появления всходов
Контроль 32,0±0,6d 0,65±0,02b 49,2±1,4e 52,9±4,5b

Нефть 18,9±0,7b 0,74±0,01c 24,7±1,0c 115,9±4,2d

Нефть + UOM 3 22,1±0,9c 0,81±0,01d 27,3±0,8c 61,9±2,7b

Нефть + IB C7 24,1±0,5c 0,79±0,01d 30,5±0,6d 80,7±3,4c

Примечание. Статистически отличающиеся средние значения для каждого показателя отмечены разными буквами 
(p≤0,05). Обозначения вариантов как в таблице 1
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развития растений содержание флавоноидов 
в ячмене, растущем в почве с нефтью без об-
работки микроорганизмами, было ниже, чем 
у бактеризованных растений на 7–10 %.

Изменения в  содержании хлорофилла 
и  флавоноидов, происходящие в  растениях 
с  течением времени, а  также под воздействи-
ем нефтяного загрязнения, наглядно описы-
ваются индексом азотного баланса растений, 
который является индикатором изменения 
соотношения C/N в  листьях. Через 10 суток 
после появления всходов в  условиях стресса 
NBI был меньше, чем в контроле в 3,0–3,5 раза, 
через две недели он вырос до  24,7–30,5 у.е., 
но по-прежнему был ниже, чем в контрольном 
варианте (в 1,6–1,9 раза). Наибольшего значе-
ния NBI достиг в варианте с инокуляцией рас-
тений штаммом P. hunanensis IВ C7 (табл. 4).

Содержание пролина в  побегах ячменя 
в  контрольном варианте на  начальном этапе 
вегетации составляло 26,4 мкг/г сырой массы 
(табл.  4). В  присутствии нефти его количе-
ство увеличилось в 3 раза (79,3 мкг/г). Однако 
в вариантах, где на фоне поллютанта прово-
дилась интродукция штаммов бактерий, ко-
личество этой аминокислоты в листьях было 
заметно ниже. Там, где использовался штамм 
P. hunanensis IВ C7, оно составляло 35,5 мкг/г, 
при применении штамма Enterobacter sp. 
UOM 3 ‒ было близко к  контрольному зна-
чению. По  ходу эксперимента уровень про-
лина увеличивался во  всех вариантах опыта 
в среднем в 1,5–2,3 раза. При этом в случаях, 
где на фоне нефтяного загрязнения осущест-
влялась бактериальная обработка, его коли-
чество по-прежнему было значительно ниже, 
чем в  варианте с  нефтью без интродукции 
микроорганизмов (на 30–47 %).

Обсуждение

Известно (Skrypnik et al., 2021), что основ-
ной признак угнетающего влияния нефтяных 

углеводородов на растения – ​это торможение 
их роста, которое приводит к  уменьшению 
накопления биомассы. В  наших опытах вы-
ращивание растений на  нефтезагрязненных 
почвах также приводило к замедлению роста 
растений ячменя, что могло быть связано с ее 
непосредственным токсическим действием, 
вызывающим ингибирование процесса деле-
ния клеток (Macoustra et al., 2015; Iheme et al., 
2017).

С другой стороны, попадание нефти в по-
чву приводит к снижению ее влагоудержива-
ющей способности и  аэрируемости, а  также 
к  изменению ряда химических свойств, pH, 
доступности элементов минерального пи-
тания (Devatha et al., 2019). Все указанные 
причины в  совокупности могли приводить 
к ухудшению роста и развития растений яч-
меня в  контаминированной почве (табл.  1, 2 
и рис. 1, 2).

Интродукция микроорганизмов частич-
но компенсировала неблагоприятное воз-
действие загрязнителя, что очень важно при 
проведении биоремедиации. Вероятно, поло-
жительный эффект бактеризации проявлялся 
как в ускорении разложения поллютанта, так 
и  в  выработке микроорганизмами веществ, 
стимулирующих рост и  развитие растений-
фиторемедиантов (Viesser et al., 2020). Исполь-
зуемые в  настоящем исследовании штаммы 
разлагают нефть, нефтепродукты и продуци-
руют ИУК (Четвериков и  др., 2019; Bakaeva 
et al., 2020). Обнаруженная нами ранее в  ла-
бораторных опытах способность штаммов 
Enterobacter sp. UOM 3 и P. hunanensis IВ C7 
к увеличению длины и массы побегов и кор-
ней на фоне углеводородного стресса (Bakaeva 
et al., 2020; Vysotskaya et al., 2021) проявилась 
и в полевых условиях.

Известно, что гормоны действуют на рост 
и развитие растений не изолированно, а через 
комплекс взаимосвязанных сигналов (Bielach 
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et al., 2017). При этом по-прежнему до конца 
не  выяснено, каким образом взаимное вли-
яние этих биологически активных веществ 
помогает растениям справиться со стрессом. 
В  настоящем эксперименте воздействие не-
фтяного загрязнения на  гормональную си-
стему растений ячменя проявлялось в повы-
шении уровня ИУК в  побегах и  снижении 
ее содержания в корнях (рис. 4а и 4b). Такое 
изменение в  распределении гормонов может 
быть результатом ингибирования их транс-
порта по  флоэме из  побега в  корни. Ранее 
было описано, что накопление ауксинов в по-
бегах растений и торможение их оттока в кор-
ни происходит под влиянием флавоноидов 
(Buer et al., 2013; Peer et al., 2013). Увеличение 
содержания флавоноидов в присутствии неф-
ти (табл.  4)  может иметь отношение к  регу-
ляции распределения ауксинов в  растениях 
ячменя. Аккумуляция ИУК в  побегах могла 
содействовать защите растений от  оксида-
тивного стресса, сопровождающего многие 
неблагоприятные воздействия (Sharma et al., 
2012), поскольку известна способность это-
го гормона активировать антиоксидантную 
систему (Kim et al., 2013). Несколько неожи-
данным было отсутствие влияния бактерий, 
которые были способны продуцировать аук-
сины in vitro (Четвериков и др., 2019; Bakaeva 
et al., 2020), на содержание ИУК в растениях 
ячменя (рис. 4а и 4b). Возможно, что повыше-
ния ее концентрации под влиянием микроор-
ганизмов не наблюдалось в  связи с высоким 
уровнем флавоноидов, активирующих окис-
лительный распад ауксинов (Buer et al., 2013).

Присутствие в  почве нефти в  меньшей 
степени подавляло рост корней, чем побе-
гов. Перераспределение биомассы в  пользу 
корней ‒ характерный ростовой ответ на де-
фицит воды и  элементов минерального пи-
тания (Vysotskaya et al., 2009; Xu et al., 2015). 
Поскольку наличие загрязнителя снижает 

доступность воды и ионов для растений, под-
держание роста корней – ​важная реакция рас-
тений, обеспечивающая их адаптацию к дан-
ным стрессовым условиям. С другой стороны, 
развитие корневой системы существенно для 
колонизации ризосферы бактериями. Извест-
но, что цитокинины способны стимулиро-
вать рост побега, но  подавляют рост корней 
(Werner et al., 2003). В  настоящем экспери-
менте под влиянием загрязнения наблюда-
лась относительная (по сравнению с побегом) 
активация роста корней, которая проявлялась 
в  увеличении соотношения массы корней 
к  массе побега (табл.  1)  и сопровождалась 
снижением содержания цитокининов в  кор-
нях (рис.  5). В  данном случае уменьшение 
уровня этих гормонов в  подземных органах 
можно рассматривать как один из  механиз-
мов, обеспечивающих активацию их роста. 
Снижение в присутствии нефти в корнях рас-
тений ячменя содержания рибозида зеатина, 
являющегося транспортной формой цитоки-
нинов, может свидетельствовать о  перерас-
пределении цитокининов между корнями 
и  побегами. Повышенное под влиянием за-
грязнения содержание цитокининов в  побе-
гах растений сопровождалось активацией их 
роста только на фоне интродукции бактерий 
(рис.  5). Проявлению стимуляции роста под 
влиянием повышенного уровня цитокининов 
могло помешать накопление АБК, содержа-
ние которой в отсутствие бактеризации воз-
растало в  побегах в  1,7 раза по  сравнению 
с растениями, которые росли в чистой почве. 
Как известно, АБК является антагонистом 
цитокининов в  регуляции роста растений 
(Huang et al., 2018). Ее содержание снижалось 
под влиянием микроорганизмов Enterobacter 
sp. UOM 3 и P. hunanensis IB C7 до контроль-
ных значений, приводя к увеличению соотно-
шения общего количества цитокининов к ко-
личеству АБК в 1,4 и 1,9 раза соответственно, 
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что объясняет активацию роста побега под 
влиянием бактеризации.

Уменьшение накопления АБК в  расте-
ниях было наиболее заметным проявлением 
влияния бактерий на гормональную систему 
растений. Накопление этого гормона является 
индикатором неблагоприятных условий для 
роста растений (прежде всего дефицита воды 
и элементов минерального питания) (He et al., 
2021). Бактеризация уменьшала содержание 
углеводородов в почве, что могло способство-
вать улучшению снабжения растений водой 
и элементами минерального питания.

Торможение роста побега в условиях де-
фицита воды при нефтяном загрязнении при-
водит к формированию более мелких листьев, 
что нашло свое отражение в снижении индек-
са листовой поверхности в 2,4 раза по сравне-
нию с контрольными растениями в чистой по-
чве (рис. 2). Это согласуется с нашими более 
ранними исследованиями (Vysotskaya et al., 
2021). Инокуляция штаммами бактерий при-
водила к снижению содержания АБК (рис. 4с 
и 4d), что могло способствовать увеличению 
устьичной проводимости, скорости фотосин-
теза и  приводить к  увеличению индекса ли-
стовой поверхности (рис. 2).

Показано, что углеводороды оказывают 
ингибирующее действие на фотосинтез и со-
держание хлорофилла в частности (Kreslavski 
et al., 2017). Содержание флавоноидов уве-
личивается при низкой доступности азота 
и,  как правило, обратно пропорционально 
содержанию хлорофилла (Padilla et al., 2014). 
Поэтому соотношение между количеством 
хлорофилла и  флавоноидов, известное как 
индекс азотного баланса, было предложе-
но в  качестве индикатора азотного статуса 
растений (Padilla et al., 2014). Растения, вы-
ращенные в нефтезагрязненной почве, пока-
зали самое низкое значение NBI, значитель-
но отличающееся от  значений, полученных 

в  контрольных растениях (табл.  4). Некото-
рое повышение NBI в результате бактериза-
ции штаммом P. hunanensis IВ C7, возможно, 
связано с наличием у него азотфиксирующей 
способности (Bakaeva et al., 2020), однако это 
предположение нуждается в дальнейшем из-
учении.

Одной из  ранних адаптивных реакций 
растений на  неблагоприятные условия сре-
ды является увеличение ими синтеза раз-
личных низкомолекулярных соединений, 
например пролина. Он участвует в  регуля-
ции осмотического потенциала клеток, ста-
билизирует клеточную структуру и удаляет 
избыток АФК, тем самым повышая устой-
чивость растений к  стрессу (Gong et al., 
2020). Данные об  изменении уровня этой 
аминокислоты в  растениях при различных 
концентрациях нефти в  почве достаточно 
противоречивы и  определяются как типом 
загрязнителя, так и  видом (и  даже сортом) 
растений (Skrypnik et al., 2021). В настоящем 
эксперименте наличие нефти приводило 
к резкому увеличению его содержания в ли-
стьях по  сравнению с  контролем (табл.  4). 
Снижение количества пролина в результате 
бактеризации говорит о  том, что внесение 
штаммов-нефтедеструкторов уменьшает 
уровень абиотического стресса, вызванного 
присутствием токсических веществ в почве.

Интродукция углеводородокисляющих 
бактерий заметно усиливала разложение пол-
лютанта (рис. 3), что, вероятно, связано с хо-
рошей приживаемостью и  активным функ-
ционированием привнесенной микробной 
популяции. Одновременное использование 
растений и  бактерий привело к  ускорению 
деградации углеводородов в почве по сравне-
нию с вариантами без растений. Это объясня-
ется увеличением микробной биомассы в ри-
зосфере растений (табл. 3), корневая система 
которых за счет выделения биологически ак-
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тивных веществ создает комфортную среду 
для роста микроорганизмов (Rohrbacher, St-
Arnaud, 2016; Chetverikov et al., 2021). Кроме 
того, развитие корней улучшает аэрацию по-
чвы за счет создания воздушных каналов, что 
важно для аэробной микробиоты.

Значительный вклад в численность гете-
ротрофных микроорганизмов в почве вноси-
ли углеводородокисляющие микроорганиз-
мы (табл.  3). Это подтверждает одинаковая 
тенденция по  изменению количества обеих 
эколого-трофических групп (коэффициент 
корреляции r = 0,981, р≤0,5). Отмечено увели-
чение со временем пула олигонитрофильных 
микроорганизмов, наиболее заметное в вари-
антах с  интродукцией штаммов. Очевидно, 
это было связано с  уменьшением токсично-
сти почвы вследствие снижения содержания 
в ней нефти (как в результате испарения, так 
и  биологического разложения), поскольку 
данная группа микроорганизмов является 
чувствительной к  загрязнению различными 

поллютантами, в  том числе углеводородами 
(Tomkiel et al., 2018).

Заключение

В  ходе полевого эксперимента пока-
зано, что на  фоне нефтяного загрязнения 
одновременное использование ауксинпро-
дуцирующих бактерий-нефтедеструкторов 
P. hunanensis IB C7 и  Enterobacter sp. UOM 
3 и  растений ячменя способствует более 
значительному снижению содержания угле-
водородов в почве по  сравнению с примене-
нием бактерий и  растений по  отдельности. 
Установлено положительное влияние бакте-
ризации на рост растений ячменя, что очень 
важно при проведении биоремедиации. Об-
работка микроорганизмами смягчала для 
растений отрицательные последствия абио-
тического стресса, вызванного присутствием 
нефти в почве, за счет влияния, оказываемого 
на  гормональный статус растений, а  также 
на системы осморегуляции и фотосинтеза.
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