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Растительно-микробные ассоциации эффективны для рекультивации загрязнённых нефтью почв. При этом 
значение уровня продукции бактериями фитогормонов и влияние нефтяных углеводородов на проявление бакте-
риями стимулирующего эффекта остаются недостаточно изученными.

Исследования проводили в условиях модельного эксперимента с растениями ячменя Hordeum vulgare L., вы-
ращенного на загрязнённой нефтью песчано-почвенной смеси в условиях искусственного освещения. Внесённые 
в почву штаммы бактерий Pseudomonas plecoglossicida 2,4-D, P. hunanensis IB C7, P. extremaustralis IB K2, Entero-
bacter asburiae IB UOM3 были способны к деструкции углеводородов и синтезу индолилуксусной кислоты.

Использование бактерий позволило улучшить на 10–33% выживаемость растений ячменя на фоне нефтяного 
загрязнения. В присутствии углеводородов проявлялась адаптивная реакция, заключавшаяся в увеличении массы 
корневой системы. Обработка ячменя бактериями усиливала проявление данной реакции, причём, при большем 
загрязнении эффект был сильнее. Стимуляция роста корней внесёнными штаммами микроорганизмов сопровожда-
лась интенсификацией разложения нефти в почве. Скорость деградации углеводородов возрастала в ряду: ячмень, 
бактерии, ассоциации ячменя с бактериями. В вариантах опыта с ассоциациями содержание углеводородов в почве 
за 21 сутки снижалось на 45,0–51,2% и 37,5–41,9% при нефтяном загрязнении 40 и 80 г/кг, соответственно.

Ключевые слова: рекультивация, нефть, бактерии, индолилуксусная кислота, ячмень, стимулирование роста 
растений.
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Plant-microbial associations are effective for the remediation of oil-contaminated soils. At the same time, the level 
of production of phytohormones by bacteria and the effect of petroleum hydrocarbons on the manifestation of the stimu-
lating effect by bacteria remain insufficiently studied. 

The studies were carried out in a model experiment with plants of Hordeum vulgare L. grown on oil-contaminated 
sand-soil mixture in artificial lighting. The soil mixture was treated with 105 CFU/g of bacteria Pseudomonas plecoglos-
sicida 2,4-D, P. hunanensis IB C7, P. extremaustralis IB K2, Enterobacter asburiae IB UOM3. Bacterial strains were able 
to destroy hydrocarbons and synthesize indoleacetic acid.

By the end of the experiment in the variant polluted with 80 g of oil per 1 kg of soil the number of living plants fell 
to 67%. The addition of growth-stimulating strains of oil destructors significantly improved the survival of barley plants. 
The mass of the barley root system was the most sensitive to oil pollution and introduction of bacteria. In the presence 
of hydrocarbons, a useful adaptive reaction was manifested; it consisted in increasing the mass of the root system. Treat-
ment of barley by bacteria increased the manifestation of this reaction. The introduced bacteria increased the growth of 
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Среди разных подходов к восстановлению 
загрязнённых нефтью земель биоремедиация 
выгодно отличается своей эффективностью, 
стоимостью и экологической безопасностью. 
В рекультивационных мероприятиях могут 
быть задействованы штаммы микроорга-
низмов (МО), обладающие деструктивной 
способностью в отношении загрязняющих 
веществ, высшие растения или ассоциативные 
растительно-микробные комплексы [1]. 

Растительно-микробные ассоциации име-
ют преимущества при выживании в неблаго-
приятных условиях в силу взаимовыгодного 
сосуществования [2]. Положительное воздей-
ствие инокуляции растения-фитомелиоранта 
бактериальными штаммами выражается 
в увеличении зелёной массы [3], уменьше-
нии проявления у него признаков стресса [4] 
и ускорении деструкции углеводородов в по-
чве [5, 6]. Некоторые исследователи связыва-
ют способность использованных для иноку-
ляции растений штаммов бактерий к стиму-
ляции роста растений в условиях углеводо-
родного загрязнения с синтезом фитогормо-
нов, как правило, индолилуксусной кислоты 
(ИУК) [7]. При этом вопрос о том, какое вли-
яние оказывает присутствие нефтяных угле-
водородов на проявление ростстимулирующе-
го эффекта остаётся недостаточно изученным.

Целью работы было изучение влияния 
интродукции окисляющих углеводороды МО, 
продуцирующих ИУК, на рост ячменя и де-
струкцию нефти в загрязнённой почве.

Материалы и методы исследования

Исследования проводили в условиях мо-
дельного эксперимента с растениями ячменя 
Hordeum vulgare L. сорта Челябинский 99, 
выращенного на песчано-почвенной смеси. 
Для этого воздушно-сухую почву, просеянную 
через сито (диаметр отверстий 0,3–0,5 см), сме-
шивали с песком в соотношении 9:1, вносили 
навески нефти (плотность 0,905 г/см3, содер-
жание общей серы 1,6%) соответствующие 
40 г/кг, 80 г/кг почвы и тщательно перемеши-
вали. Песчано-почвенную смесь (далее по тек-
сту почвенная смесь) массой 0,45 кг помещали 
в вегетационные сосуды и увлажняли до 80% 

roots more significantly against the background of 80 g/kg than 40 g/kg oil pollution. The revealed stimulation of root 
growth by microorganisms’ introduction accelerated oil decomposition in the soil. Inoculation of contaminated soil with 
oil destructor strains together with barley plant cultivation reduced pollutant content by 45.0–51.2% and 37.5–41.9% 
for 21 days (at initial concentration of 40 g/kg and 80 g/kg, respectively). The rate of hydrocarbons’ degradation was 
increased in the row: plant, bacteria, association plant + bacteria.

Keywords: remediation, oil, bacteria, indolylacetic acid, barley, plant growth promoting.

от полной влагоёмкости (ПВ). Для оптимиза-
ции водно-воздушного режима почвенной сме-
си использовали дренаж и стеклянную трубку. 
В подготовленные сосуды высаживали двухсу-
точные проростки ячменя. С целью ускорения 
разложения нефти почвенную смесь пролива-
ли разбавленной жидкой культурой бактерий, 
из такого расчёта, чтобы титр клеток составил 
не менее 105 КОЕ/г почвы. По истечении двух 
недель с начала эксперимента проводилось 
повторное внесение жидкой культуры. На про-
тяжении всего эксперимента поддерживали 
влажность почвенной смеси на уровне 70–80% 
от ПВ. Растения выращивали в условиях ис-
кусственного освещения (100 мкмоль/(м2 • с)) 
с 14-часовым фотопериодом при температуре 
22–26 оС в течение трёх недель. Контролем 
служил вариант почвенной смеси без внесения 
растений и МО. 

Для обработки почвенной смеси ис-
пользовали штаммы бактерий из коллекции 
МО Уфимского Института биологии УФИЦ 
РАН Pseudomonas plecoglossicida 2,4-D, 
P. hunanensis IB C7, P. extremaustralis IB K2, 
Enterobacter asburiae IB UOM3. Штаммы 
характеризовались наличием комплекса 
свойств, необходимых для проведения эффек-
тивной биоремедиации: способностью к де-
струкции углеводородов и фитогормональной 
активностью [8]. На среде Кинг Б [9] штаммы 
продуцировали 0,3–11,5 мкг/мл ИУК.

Культуру для инокуляции почвенной сме-
си получали путём культивирования штаммов 
бактерий на жидкой питательной среде Кинг 
Б в колбах Эрленмейера на термостатируемом 
шейкере (160 об./мин) при температуре 28 оС 
в течение 72 часов.

Численность углеводородокисляющих 
микроорганизмов (УОМ) в почве определя-
ли методом высева разведений почвенной 
суспензии на агаризованную питательную 
среду Раймонда с дизельным топливом в ка-
честве источника углерода [10]. Содержание 
нефтепродуктов в почве устанавливали гра-
виметрически по ПНД Ф 16.1.41-04. Образцы 
почвенной смеси для анализа отбирали на 1-е 
и 21-е сутки после постановки эксперимента.

У ячменя оценивали такие показатели как 
отношение числа не погибших к концу экс-
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перимента к числу появившихся на 3 сутки 
из почвы растений (выживаемость), сырую 
массу проростков, сырую массу корней и 
длину листьев.

Статистическую обработку данных прово-
дили по стандартным программам MS Excel. 
На рисунках и в таблицах представлены сред-
ние арифметические ± стандартные ошибки 
средних арифметических. Достоверность раз-
личий оценивали по t-критерию Стьюдента.

Результаты и их обсуждение

Интенсивность деградации углеводородов 
возрастала в ряду: растение, бактерия, ассо-
циация растение + бактерия (табл.). Установ-
лено, что инокуляция загрязнённой почвы 
штаммами-нефтедеструкторами совместно 
с выращиванием растений ячменя способ-
ствовала уменьшению содержания в ней 
поллютанта на 45,0–51,2 и 37,5–41,9% (при 
содержании нефти 40 и 80 г/кг соответствен-
но). Использование тех же штаммов, но в от-
сутствие растения-фиторемедианта привело к 
снижению эффективности биорекультивации 
в среднем на 5,0–9,5%. При использовании 
только ячменя без дополнительного внесения 
бактерий остаточное содержание нефтепро-
дуктов достоверно не отличалось от контроля.

В почве, загрязнённой 40 г/кг нефти, 
штаммы демонстрировали сопоставимую де-
структивную активность как в вариантах опы-
та с ячменем, так и без него. При содержании 
нефти 80 г/кг в почве без растений наилучшие 
результаты были достигнуты с использованием 
штамма P. plecoglossicida 2,4-D. Однако, в при-
сутствии ячменя эффективность применения 
штаммов P. hunanensis IB C7, E. asburiae IB 
UOM3 также достоверно возрастала.

Созданный в лабораторных условиях бла-
гоприятный водный и температурный ре-
жим способствовал существенному росту в 
загрязнённой почве числа аборигенных МО, 
способных использовать углеводороды в ка-
честве единственного источника углерода. 
К окончанию эксперимента их численность 
возросла на 2 порядка по сравнению с исхо-
дной (2–5) • 105 КОЕ/г и достигла через три 
недели эксперимента (4–6) • 107 КОЕ/г. Ин-
тродукция углеводородокисляющих штам-
мов лишь немного увеличивала данный по-
казатель. Посев растений ячменя способство-
вал значительному повышению численности 
углеводородокисляющих МО в почве ризосфе-
ры до (2,5–3,4) • 108 КОЕ/г. Варианты с вне-
сением и без внесения исследуемых штаммов 
отличались несущественно, в то время как ско-
рость разложения углеводородов в них не была 

Таблица / Table 
Биодеструкция нефти при различных вариантах рекультивации (21-е сутки эксперимента)

Biodegradation of oil in various remediation options (21 days of the experiment)

Вариант опыта 
The variant 

of the experiment

Исходное содержание нефти в почве, г/кг 
Initial oil content in soil, g/kg

40 80 40 80
остаточные углеводороды, г/кг 

Residual hydrocarbons, g/kg
численность углеводородокисляющих 

микроорганизмов, КОЕ/г • 107 

 Number of hydrocarbon-oxidizing mi-
croorganisms, CFU/g • 107

Контроль / Control 28,9±1,4a 59,0±1,5a 4±1a 6±1a

E. asburiae IB UOM3 23,3±0,9bc 54,2±1,3b 10±3b 13±3b

P. extremaustralis IB K2 24,0±0,8b 54,7±1,9ab 11±2b 15±4b

P. plecoglossicida 2,4-D 23,0±0,9bc 47,9±1,6c 14±3b 14±4b

P. hunanensis IB C7 23,3±0,9bc 52,6±1,7b 12±3b 15±3b

H. vulgare 25,2±1,2ab 56,2±2,0ab 28±5с 26±4c

H. vulgare +
E. asburiae IB UOM3

20,8±1,0c 48,3±1,8c 32±5с 28±4с

H. vulgare +
P. extremaustralis IB K2

22,0±1,2bc 50,0±1,8bc 27±4с 25±3с

H. vulgare +
P. plecoglossicida 2,4-D

20,6±1,2c 47,0±1,5c 33±5с 30±5с

H. vulgare + 
P. hunanensis IB C7 19,5±1,3c 46,5±1,7c 31±4с 34±6с

Примечание: достоверно отличающиеся значения помечены разными буквами (p  0,05, t-тест).
Note: significantly different means are marked with different letters (p  0.05, t-test).
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одинаковой. Таким образом, для биодеструк-
ции углеводородов имеет значение не только 
факт проявления ризосферного эффекта, но и 
то, с какими штаммами МО было ассоцииро-
вано растение. 

По литературным данным ячмень от-
носится к числу культур устойчивых к не-
фтяному загрязнению [11]. Действительно, 
загрязнение почвы нефтью в дозе 40 г/кг 
практически не вызывало гибель проростков, 
тогда как в варианте опыта с внесением 80 г 
нефти на 1 кг почвы выживаемость растений 
к концу эксперимента составляла лишь 67%. 
С другой стороны, при той же дозе загряз-
нителя (80 г/кг), но с добавлением ростсти-
мулирующих штаммов-нефтедеструкторов 
процент выживших растений через три не-
дели эксперимента был выше на 10–33%, 
т. е. в некоторых вариантах опыта не погибло 
ни одного растения (рис. 1). Причём, штамм 
P. extremaustralis IB K2 в меньшей степени 
способствовал выживанию растений ячменя 
на загрязнённой почве.

В ходе проведённых исследований уста-
новлено, что ингибирующему действию нефти 
более подвержена надземная часть ячменя. По 
сравнению с контрольными растениями, вы-
ращенными на незагрязнённой почве, масса 
побегов при концентрации нефти в почве 40 
и 80 г/кг уменьшилась в 2,7 и 3,8 раза, соот-

ветственно (рис. 2). Отрицательное влияние 
нефти на формирование надземной части яч-
меня проявлялось также в замедлении скоро-
сти появления новых листьев, некротических 
поражениях листовых пластин. Так, к концу 
эксперимента (21 сутки) в вариантах с загряз-
нённой почвой растения успели образовать 
только два настоящих листа (в варианте без 
загрязнения – три).

В то же время, в присутствии 40 г/кг за-
грязнителя у растений отмечено значитель-
ное увеличение массы корня – на 30–50% по 
сравнению с ячменём, выращенным на неза-
грязнённой почве. Известно, что значитель-
ная активация роста корней по сравнению 
с побегом является характерной адаптивной 
реакцией растений на снижение доступности 
почвенных ресурсов [12]. Поскольку загряз-
нение почвы нефтью препятствует поглоще-
нию растением воды и минеральных солей 
[13], активация роста корней является спо-
собом преодоления существующего дефици-
та элементов питания. При увеличении кон-
центрации углеводородов в почве до 8% мас-
са корней у растений уменьшалась по срав-
нению с почвой, не содержащей поллютан-
та. Таким образом, токсичное действие неф-
ти в более высокой концентрация тормози-
ло проявление адаптивной реакции у расте-
ний ячменя. 

Рис. 1. Влияние интродукции бактерий на выживаемость растений ячменя
 при различных уровнях нефтяного загрязнения

Fig. 1. Effect of bacterial introduction on survival of barley plants at different levels of oil pollution
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Внесение бактерий в загрязнённую почву 
положительно влияло на морфологические 
показатели растений ячменя. В вариантах 
опыта с исходным уровнем загрязнения 
40 г/кг использование штаммов Enterobacter 

asburiae IB UOM3, Pseudomonas hunanensis 
IB C7 приводило к увеличению массы побега 
на 11,8–17,6%. Что касается длины листьев, 
достоверных отличий между контролем (толь-
ко растение) и вариантами опыта (растение 

Рис. 2. Влияние нефтяного загрязнения на морфологические показатели ячменя:
 А – масса корня, B – масса побега 

Fig. 2. The impact of oil pollution on morphological parameters of barley:
A is the weight of the root, B is the weight of the shoot
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+ бактерия) выявлено не было (рис. 3). При 
увеличении содержания углеводородов до 
80 г/кг почвы был заметен небольшой поло-
жительный эффект. Например, интродукция 
в ризосферу ячменя штамма E. asburiae IB 
UOM3 способствовала увеличению длины 
первого листа на 15,2%, второго – на 15,3%.

При обработке ячменя бактериями на 
фоне загрязнения нефтью 40 г/кг была отме-
чена тенденция к увеличению массы корней, 
однако отличия от загрязнённого варианта 
без внесения бактерий не были статистически 
достоверны при р  0,05. Вместе с тем, с уве-
личением техногенной нагрузки до 80 г нефти 
на 1 кг почвы ростстимулирующий эффект на 
корни от применения бактерий становился 
более заметным и статистически значимым. 
Интродукция штаммов E. asburiae IB UOM3, 
P. extremaustralis IB K2, P. plecoglossicida 
2,4-D способствовала увеличению массы 
корней растений в 1,5 раза по сравнению с 
вариантом без внесения МО. Ускорение роста 
корней может быть следствием воздействия 
экзогенных фитогормонов, синтезируемых 
МО [14]. Поскольку именно при загрязнении 
80 г/кг отмечено достоверное положительное 
влияние бактеризации растений на скорость 
разрушения углеводородов, можно сделать вы-
вод, что стимуляция роста корней внесёнными 
штаммами МО способствовала ускорению 
рекультивации почвы.

Рис. 3. Влияние нефтяного загрязнения на длину листьев ячменя
Fig. 3. The impact of oil pollution on the length of barley leaves

Заключение

Таким образом, среди фиксировавшихся 
в ходе эксперимента показателей наиболее 
чувствительной к интродукции бактерий 
оказалась масса корневой системы ячменя. 
Вносимые в почву способные к синтезу ИУК 
бактерии более существенно усиливали рост 
корней на фоне загрязнения нефтью в дозе 
80 г/кг, чем в дозе 40 г/кг. Внесение под по-
севы ячменя штаммов E. asburiae IB UOM3, 
P. plecoglossicida 2,4-D, P. hunanensis IB C7 
способствовало ускорению разложения неф-
ти в почве на 14–23% по сравнению с расте-
ниями без интродукции бактерий.

Исследование выполнено при частичной 
поддержке гранта РФФИ № 18-29-05025/18, 
ГЗ Минобрнауки России № 075-00326-19-00 
по теме № АAAA-A19-119021390081-1 и 
№ AAAA-A18-118022190100-9 с использовани-
ем оборудования ЦКП УФИЦ РАН «Агидель». 
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