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Для оценки фитотоксического эффекта сырой нефти и дизельного топлива использовали следующие виды: 
люцерна посевная (Medicago sativa), редис обыкновенный (Raphanus sativus), горчица белая (Sinapis alba), пшеница 
озимая (Triticum durum), рапс (Brassica napus). В ходе экспериментальной работы было показано, что токсическое 
воздействие дизельного топлива и углеводородов нефти на такие ростовые показатели (энергия прорастания семян, 
всхожесть и приживаемость) различных видов сельскохозяйственных растений носило зависимый характер от 
концентрации вносимого токсиканта. Количество взошедших семян снижалось на 50% и более при внесении 5% 
дизельного топлива и сырой нефти от массы субстрата. При этом токсический эффект ярко проявлялся для дизельного 
топлива: у растений проявлялся хлороз, вегетативные части имели меньшую длину по сравнению с контролем, на 
10 сутки наблюдали гибель проростков. Был проведён скрининг культур нефтеокисляющих микроорганизмов на 
фитостимулирующую активность. Из 25 коллекционных культур только 9 проявили явные фитостимулирующие 
свойства по отношению к контрольной группе растений. При этом наибольший эффект на развитие растений был 
оказан штаммами микроорганизмов Pseudomonas sp. J6, Rhodococcus sp. J12 и Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ 
Ас-2017D). Скрининг на способность синтезировать индолил-3-уксусную кислоту этими штаммами бактерий 
показал, что при наличии в среде триптофана (1 г/л) они продуцировали 12,1, 8,2, 69,9 мкг/мл соответственно. 
При использовании Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D) совместно с высевом пшеницы озимой Triticum 
durum и люцерны посевной (Medicago sativa) в условиях почвенного эксперимента наблюдалась наибольшая убыль 
углеводородов.

Ключевые слова: фитотестирование, фитотоксичность, нефтеокисляющие бактерии, родококки, фитостимуляция, 
растительно-микробные взаимодействия.
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The following species were used to evaluate the phytotoxicity rate: alfalfa (Medicago sativa), radish (Raphanus 
sativus), white mustard (Sinapis alba), wheat (Triticum durum), rapeseed (Brassica napus). The experimental part of 
the research showed that toxic effect of diesel and petroleum hydrocarbons, which influence growth parameters (the 
energy germination, germination and survival) of different kinds of agricultural plants, depends on the concentration 
of fluorine insertion. Moreover, the number of germinating seeds fell by 50% or more by adding 5% diesel and crude 
oil of the mass medium. Thus, the toxicity of diesel resulted in the observation of the chlorosis in plants. Furthermore, 
vegetative parts have a smaller length compare to the control, and seedling death appeared on the 10th day. In addition, 
the culture screening of the oxidizing microorganisms’ on phytostimulating activity was also observed. The research 
determined 9 from 25 collective culture samples with obvious phytostimulating properties. The most effective influ-
ence on plant’s development was showed by strains of microorganisms Pseudomonas sp. J6, Rhodococcus sp. J12 and 
Rhodococcus erythropolis B2 (VKM Ас-2017D). Screening of the ability of these bacteria strains to produce indole-3-
acetic acid showed that the presence of tryptophan in the medium (1 g/l) affect the production below: 12.1, 8.2, 69.9 
μg/ml. The use Rhodococcus erythropolis B2 (VKM Ас-2017D) and wheat Triticum durum and alfalfa Medicago sativa 
resulted in decline of hydrocarbons in soil.

Keywords: phytoassay method, phytotoxicity, oil-degrading bacteria, rhodococci, phytostimulation, plant-microbial 
interaction, rhizoremediation
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В настоящее время нефть и нефтепро-
дукты играют одну из самых важных ролей 
в российской экономике. Но при добыче, 
транспортировке и переработке нефти неиз-
бежно происходят утечки, которые приводят 
к сильному токсическому воздействию на все 
трофические звенья почвенной экосистемы 
[1]. Оказавшись в почве, углеводороды нефти 
могут оказывать не только прямое токсическое 
воздействие, но и косвенное, например, вызы-
вают изменения в физико-химических свой-
ствах среды [2]. В почве происходит смещение 
равновесия баланса углерода и азота, сниже-
ние концентрации кислорода и доступной для 
растительного организма влаги [3]. Важно 
отметить, что токсичность нефтепродуктов 
зависит от их химического состава [4].

Кроме изменения в физико-химических 
свойствах внешней среды наличие нефти 
оказывает сильное влияние на биологиче-
ские объекты. Так, происходит подавление 
прорастания семян, роста и развития под-
земных и надземных частей проростков, на-
рушается нормальное протекание физиолого-
биохимических процессов в растительном 
организме [5]. Для некоторых видов, которые 
произрастают на нефтезагрязнённых почвах, 
отмечаются также изменения и в морфологии 
отдельных органов. В клетках растений опи-
саны значительные цитофизиологические из-
менения, которые приводят к угнетению син-
теза ДНК, лизису митохондрий, увеличению 
количества вакуолей внутри клеток и т. д. [6]. 

Целью настоящей работы было изучение 
воздействия различных токсикантов (дизель-
ное топливо, нефть) на показатели энергии 
прорастания, всхожести и приживаемости 
исследуемых растений, проведение скрининга 
культур углеводородокисляющих микроорга-
низмов на фитостимулирующую активность 
в условиях нефтяного загрязнения. Основой 
исследуемой выборки штаммов являлись 
актинобактерии, в том числе родококки – от-
носительно малоизученная группа в качестве 
микроорганизмов-фитостимуляторов. 

Методы и объекты исследования

Для проведения экспериментов по оценке 
фитотоксичности использовались следующие 
виды растений из семейств злаковые, бобовые 
и капустные: люцерна посевная (Medicago 
sativa), редис обыкновенный (Raphanus sa-
tivus), рапс (Brassica napus), горчица белая 
(Sinapis alba), пшеница озимая (Triticum 
durum). Выбранные растения используются 

в технологии фиторемедиации почв, а не-
которые считаются весьма перспективными 
объектами для проведения ризоремедиации –  
технологии, использующей биохимический 
потенциал взаимодействия микроорганизмов 
и растений для очистки загрязнённых терри-
торий [7].

В работе использовались 25 штаммов из 
коллекции культур нефтеокисляющих бакте-
рий кафедры генетики, микробиологии и био-
технологии Кубанского государственного уни-
верситета. Ранее была показана для некоторых 
из них нефтедеструкционная активность, 
способность к синтезу биосурфактантов, про-
демонстрирована эффективность при прак-
тическом применении в биоремедиации [8]. 
Микроорганизмы относились к следующим 
систематическим группам: р. Rhodococcus – 
B2 (ВКМ Ас-2017D), B3, B4, B8, F1, F2, F5, 
J2, J12, S4, S5, S10, Z5; p. Pseudomonas J6; р. 
Nocardia – K5, Z1; р. Dietzia – B6, J1, J11; р. 
Micrococcus F3; р. Arthrobacter F6; Gordonia – 
K14, Z4, Z8; Planococcus S6; Для получения 
биомассы нефтеокисляющих бактерий ис-
пользовалась стандартная жидкая минераль-
ная среда следующего состава (г/л): KNO

3
 – 4; 

Na
2
HPO

4 
– 1,4; KH

2
PO

4 
– 0,4; MgSO

4
 · H

2
O – 

0,8 [9]. Единственным источником углерода и 
энергии являлась сахароза. Жидкие культуры 
бактерий выращивалась на орбитальных шей-
керах Biosan PSU–20i (Латвия) при 120 об/
мин в течение 4 суток. Для скрининга культур 
на наличие фитостимулирующего эффекта 
суспензию микроорганизмов объёмом 5 мл 
вносили в загрязнённый нефтью субстрат, фик-
сируя изменение роста растений относительно 
контроля без бактериальной обработки. 

Фитотестирование на токсичность углево-
дородов проводилось в присутствии различных 
концентраций нефтепродуктов на песчаном 
субстрате. Песок предварительно промывали 
от органических остатков, просеивали через 
сито с диаметром пор 2 мм, стерилизовали в 
сухожаровом шкафу 3 часа при температуре 
180oC. В качестве поллютантов использовали 
сырую нефть и дизельное топливо. Данные 
токсиканты вносились в количестве 1 и 5% от 
массы песка, которая составляла 50 г в чаш-
ке Петри. Для равномерного распределения 
гидрофобных поллютантов их вносили в виде 
раствора в гексане. Вода вносилась в каждую 
чашку в объёме 5 мл.

Количество семян тест-растений составля-
ло по 30 на одну чашку. Результаты снимали 
на 4-е (энергия прорастания), 7-е (всхожесть) 
и 10-е (приживаемость) сутки. Энергия про-
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растания демонстрирует эффект первичного 
стресса на прорастающие семена. Процент 
всхожести семян определяется начальным 
эффектом токсиканта на молодые проростки, 
тогда как приживаемость позволяет отметить 
общее количество выживших проростков. 
Контрольной группой в экспериментах по фи-
тотестированию являлись растения в чашках с 
песком без наличия в среде поллютанта.

Для обнаружения и определения кон-
центрации в культуральной жидкости фито-
гормона ауксина проводили реакцию Саль-
ковского на индолилуксусную кислоту и её  
производные. Согласно методике [10], к су-
пернатанту добавляли реактив (0,05М FeCl

3
 

в 37% растворе хлорной кислоты HClO
4
), по-

сле прохождения цветной реакции концен-
трацию ИУК определяли фотометрически по 
калибровочному графику. 

Для оценки остаточного количества угле-
водородов использовали гравиметрический 
метод – их экстракцию производили гексаном 
на 30-е сутки из загрязнённой сырой нефтью 
(5%) почвы. 

Эксперименты проводили в трёхкрат-
ной повторности, статистическую обработку 
проводили с использованием программного 
обеспечения Microsoft Oficce Excel 2010 и Sta-Sta-
tistica 2007. Рассчитаны показатели: среднее 
± ошибка среднего (M ± m) и произведена 
оценка достоверности различий по t-критерию 
Стьюдента.

Результаты и их обсуждение

На первом этапе исследования оценивали 
токсический эффект углеводородов на рост 
тест-растений. Исследуемые растения реаги-
ровали на появление в среде поллютанта за-
медлением прорастания семян. При наличии 
в среде 1 и 5% нефти, 1% дизельного топлива 
происходило снижение процента всхожести 

семян по сравнению с контрольными группа-
ми для люцерны, горчицы, редиса и пшеницы. 
Энергия прорастания семян на данном этапе 
была в 1,5 раза меньше, чем таковая в контроле 
(табл. 1). Наблюдаемый эффект может быть 
связан с первичной стресс-реакцией растения 
на наличие в среде токсиканта, а также с био-
химическими перестройками внутри клеток 
прорастающих семян растений (происходит 
активация антиоксидантной системы, которая 
участвует в снижении токсического эффекта 
на клетки) [11]. Для редиса и горчицы наблю-
далось большее количество взошедших семян 
на 4 сутки при наличии в среде 5% дизельного 
топлива по сравнению с 1%-ным содержанием 
данного поллютанта в среде. Это можно объяс-
нить тем, что некоторые соединения, входящие 
в состав дизельного топлива, могут оказывать 
на ранних стадиях роста фитостимулирующий 
эффект на прорастающие семена. Наиболее 
устойчивыми к первичному воздействию 
токсикантов (нефть и дизельное топливо, 1%) 
были семена рапса.

На 7-е сутки, по показателю всхожести, 
картина изменилась. Так нефть в концентра-
ции 1% перестала оказывать статистически 
значимое токсическое воздействие на все ис-
следуемые тест-растения (табл. 2). Вероятно, 
это связано с преодолением ими эффекта 
первичного стресса после биохимических 
перестроек метаболизма. При наличии 5% 
нефти семидневные проростки всех тест-
культур реагировали сокращением всхожести 
до 40–50% без внешних морфологических 
проявлений токсического эффекта. В случае с 
обработкой дизельным топливом наблюдалась 
разнообразная картина реакции растений на 
наличие 1 и 5% поллютанта. Наибольшую 
устойчивость к обеим концентрациям проявил 
редис, наименьшую – люцерна. 

Оценка показателя приживаемости на за-
ключительные 10-е сутки (табл. 3) показала, 

Таблица 1
Энергия прорастания семян при различных концентрациях нефти и нефтепродуктов 

Тест-растение
Концентрация токсиканта

Контроль, 0% Нефть 1% Нефть 5%
Дизельное 

топливо, 1%
Дизельное 

топливо, 5%
Люцерна 81,11±5,88 46,67±1,92* 18,89±2,94* 40,00±1,93* 25,57±4,83*

Рапс 60,00±5,77 42,22±2,94 31,11±2,22* 41,11±1,11 38,9±1,10*

Горчица 81,11±5,88 46,67±1,93* 18,89±2,94* 40,00±1,93* 71±2,93
Редис 73,33±5,09 43,33±3,33* 27,78±2,94* 52,22±2,94* 74,33±4,0
Пшеница 71,11±2,94 41,11±1,11* 32,22±2,94* 44,44±2,22* 4,43±1,10*

Примечание: здесь и далее * – p < 0,05 в сравнении с показателями контрольной группы.
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что статистически значимый подавляющий 
эффект проявили оба нефтепродукта в кон-
центрации 5% на все тест-растения.

В образцах с дизельным топливом в кон-
центрации 5% у растений, наряду со сниже-
нием приживаемости, наблюдались также 
явные морфологические изменения: снижение 
длины стебля и корня, многочисленные прояв-
ления хлороза листьев. При аналогичной кон-
центрации нефти таких выраженных внешних 
признаков проявления токсического эффекта 
на растительный организм не наблюдалось.

Таким образом, для достоверной реги-
страции степени устойчивости исследованных 
тест-культур к углеводородному загрязнению 
целесообразно использовать нефтепродукты в 
концентрации 5% с фиксацией приживаемости 
растений на 10-е сутки. Фитотоксический эф-
фект дизельного топлива обусловлен высоким 
содержанием алканов с длиной цепи C

9
-C

12
, 

алкенов, разветвлённых циклогексанов и раз-
личных ароматических соединений. Данные 
группы веществ обладают высокой скоростью 
испарения, проницаемости через покровы се-
мян, липидных мембран клеток [12]. 

Следующим этапом исследования был 
скрининг коллекционных культур нефтеокис-
ляющих микроорганизмов на выявление у 
них фитостимулирующей активности (рис. 1). 
Наиболее активные штаммы определяли, ино-
кулируя суспензиями бактерий загрязнённый 
нефтью песок. В качестве тест-растения был 

выбран редис посевной (Raphanus sativus), 
который используется не только в технологии 
ризоремедиации [13], но и является хорошим 
объектом для выявления способности к сти-
муляции роста растений микроорганизмами 
[14]. 

Как видно из рисунка 1, после обработки 
микроорганизмами 9 из 25 штаммов про-
демонстрировали статистически значимый 
фитостимулирующий эффект, 11 – отрица-
тельный, 5 – соответственно не значимый. 
Наиболее ярко фитостимулирующий эффект 
проявлялся при обработке суспензией кле-
ток Pseudomonas sp. J6, Rhodococcus sp. J12 
и Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-
2017D). При обработке суспензией клеток 
Rhodococcus erythropolis B2 показатели всхо-B2 показатели всхо-2 показатели всхо-
жести были в 1,5 раза выше, по сравнению  
с контролем (рис.).

На третьем этапе для оценки возможных 
механизмов фитостимуляции для наиболее 
активных штаммов измеряли количество син-
тезируемой ими индолил-3-уксусной кислоты, 
которая, как фитогормон, может выступать 
в качестве стимулятора роста и развития рас-
тения в условиях стрессового воздействия. 
Обнаружено, что в супернатантах штаммов 
Pseudomonas sp. J6, Rhodococcus sp. J12 
и Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D) 
было накоплено соответственно 12,1, 8,2 и  
69,9 мкг/мл ауксина. Эти значения в целом со-
ответствуют уровням продукции таких извест-

Таблица 2
Всхожесть семян на 7-е сутки роста при загрязнении нефтью и нефтепродуктами 

Тест-растение
Концентрация токсиканта

Контроль, 0% Нефть 1% Нефть 5%
Дизельное 

топливо, 1%
Дизельное 

топливо, 5%

Люцерна 89,00±1,10 86,67±3,33 49,00±1,10* 64,5±3,8* 25,57±4,83*

Рапс 71,00±5,53 62,00±4,43 41,10±4,83* 57,8±5,1* 48,90±2,23*

Горчица 88,67±1,10 77,00±4,83 34,43±2,93* 75,6±5,1 65,60±1,10*

Редис 82,33±4,83 77,67±2,93 52,33±4,00* 73,3±5,8 74,33±4,83

Пшеница 89,00±2,20 76,67±3,83 51,10±2,23* 70,0±5,8* 0±0*

Таблица 3
Приживаемость проростков тест-растений на 10-е сутки роста 

Тест-растение
Концентрация токсиканта

Контроль, 0% Нефть 1% Нефть 5%
Дизельное 

топливо, 1%
Дизельное 

топливо, 5%
Люцерна 89,00±1,10 86,67±3,33 49,00±1,10* 69,00±2,93* 16,67±1,93*

Рапс 71,00±5,53 62,00±4,43 41,10±4,83* 57,77±2,93 25,57±2,93*

Горчица 88,67±1,10 77,00±4,83 34,43±2,93* 75,67±2,93 12,23±2,07*

Редис 82,33±4,83 77,67±2,93 52,33±4,00* 73,33±3,33 55,57±4,00*

Пшеница 89,00±2,20 76,67±3,83 51,10±2,23* 70,00±3,33* 0±0*
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ных PGPR-микроорганизмов, как Azospirillum 
brasiliense [15], представителей Azotobacter 
и Pseudomonas [16]. Следует отметить, что син-
тез фитогормона в данном эксперименте осу-
ществлялся в достаточно экстремальных для 
микроорганизмов условиях – на минимальной 
минеральной среде, с внесением триптофана 
как метаболита-предшественника ИУК. 

Возникает вопрос; какой из механизмов 
наблюдаемой фитостимуляции играет до- 
минирующую роль – прямой (продукция 
бактериями фитостимулирующего гормона) 
или косвенный (ассимиляция ими токсичных 
для растений нефтепродуктов)? Известно, 
что представители актинобактерий обладают 
широким спектром метаболических путей, 
что позволяет им активно проявлять свой 
деструктивный потенциал по отношению к 
различным поллютантам [17–19]. 

В почвенном эксперименте были исполь-
зованы семена редиса, пшеницы и люцерны. 
Такой выбор связан с тем, что в ходе теста на 
фитотоксичность данные растения показали 
большую устойчивость по отношению к 5% 
загрязнению сырой нефтью (табл. 4). Для 

пшеницы и штамма бактерии Rhodococcus 
erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D) показано, что 
при их совместном использовании наблюда-
лось снижение концентрации нефти в среде 
до 42% (табл. 4).

Из таблицы 4 видно, что наименьшее 
остаточное количество углеводородов обна-
руживалось в среде, в которой произрастала 
пшеница при обработке культурой Rho-
dococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D). 
При инокуляции грунта суспензией данно-
го штамма наблюдается убыль остаточного 
содержания углеводородов по сравнению  
с вариантом без инокуляции бактериями:  
в случае с пшеницей на 16,8 %; с люцерной –  
13,6%; с редисом – 12,6%; без вегетации 
растений – 28,8 %. Примечательно, что в 
варианте эксперимента, в котором произ-
растала люцерна без обработки суспензией 
микроорганизмов, наблюдалась деструктив-
ная активность, сопоставимая с обработкой 
Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D).   
В случае совместного использования лю-
церны и пшеницы наблюдалась наибольшая 
убыль поллютанта в среде. 

Рисунок. Всхожесть семян редиса в условиях 5%-ного нефтяного
загрязнения с инокуляцией суспензиями различных штаммов бактерий

Таблица 4
Остаточное содержание нефти при вегетации различных растений, %

Вид растения
Остаточное содержание нефти, %

Без внесения микроорганизмов С инокуляцией бактериями

Пшеница 69,6±6,2 42,8±4,4*

Редис 72,9±3,1 60,3±2,6*

Люцерна 61,4±1,8 47,8±4,0*

Без растений 88,3±2,6 59,5±5,6*
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Заключение

В результате исследования был проведён 
предварительный скрининг пяти видов тест-
растений на устойчивость к нефтепродуктам. 
Показано, что 25 штаммов нефтеокисляю-
щих микроорганизмов были проверены на 
фитостимулирующую активность в условиях 
нефтезагрязнения, из которых 9 штаммов 
оказали значимый стимулирующий эффект 
на тест-растение. Для трёх из них была про-
ведена оценка концентрации индолил-3-
уксусной кислоты, максимальный уровень 
продукции которой был отмечен для штамма 
Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D), 
который составил 69,9 мкг/мл среды. С целью 
выяснения механизмов стимуляции растений 
были поставлены эксперименты, после кото-
рых производили экстракцию углеводородов 
из среды. Совместное использование штамма 
Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ Ас-2017D) 
с пшеницей и люцерной ускорило процессы 
очистки почвы от поллютанта. Остаточное 
содержание нефти составило 42,8 и 47,8% со-
ответственно. Исходя из полученных резуль-
татов, можно заключить, что взаимодействия 
штамма Rhodococcus erythropolis B2 (ВКМ 
Ас-2017D) с высшими растениями носит му-D) с высшими растениями носит му-) с высшими растениями носит му-
туалистический характер, который заключа-
ется не только в стимуляции роста и развития 
растений, но и в деструкции поллютанта во 
внешней среде.
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