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ПОВЫШЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ ПШЕНИЦЫ К НЕФТЯНОМУ 
ЗАГРЯЗНЕНИЮ С ПОМОЩЬЮ ЭНДОФИТНЫХ БАКТЕРИЙ Bacillus subtilis
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Изучено влияние обработки семян пшеницы суспензионной культурой клеток эндофитных бакте-
рий штамма Bacillus subtilis 26Д и линии B. subtilis 26Д+н, отселектированной по толерантности к
компонентам сырой нефти, на ростовые и биохимические характеристики растений пшеницы Trit-
icum aestivum L. в условиях нефтяного загрязнения почвы. Показано, что инокуляция семян линией
B. subtilis 26Д+н стимулировала у проростков рост и подавляла развитие окислительного стресса в
условиях воздействия на растения нефтяного загрязнения в сравнении с контролем и растениями,
инокулированными штаммом B. subtilis 26Д. Соответственно, бактерии B. subtilis 26Д+н способство-
вали более успешному росту растений пшеницы на загрязненных нефтью почвах, что может быть
использовано для стимуляции роста растений на таких участках, и для возврата ряда из них в хозяй-
ственный оборот.
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ВВЕДЕНИЕ
В результате добычи, транспортировки и хра-

нения нефти и продуктов ее переработки окружа-
ющая среда часто подвергается загрязнению, что
является общей экологической проблемой [1–3].
Сырая нефть представляет собой сложную смесь
растворимых и нерастворимых в воде углеводоро-
дов (алканы, асфальтены, смолы, парафины, фе-
нолы и др.), тяжелых металлов и других токсиче-
ских соединений. Нефтяное загрязнение почвы
как антропогенный поллютант значительно замед-
ляет рост и развитие растений, а при длительном
воздействии приводит к их гибели. Ингибирова-
ние роста может быть результатом прямого токси-
ческого действия нефти на всхожесть семян вслед-
ствие проникновения нефти в семена и поврежде-
ния зародыша. Углеводородная составляющая
нефти, покрывая семена, препятствует поглоще-
нию ими воды и кислорода, необходимых для про-
растания. Кроме того, при нефтяном загрязнении
почвы происходит ингибирование бактериального
разложения органического вещества и связанной с
этим реминерализации питательных веществ ток-
сичными компонентами, что приводит к измене-
нию соотношения углерод/азот (C/N), дефициту

азота [1, 4] и, как следствие, к ингибированию ро-
ста растений, уменьшению их надземной биомас-
сы и многократному снижению продуктивности
[1–3].

Компоненты сырой нефти могут проникать в
живые растения через их корни и листья, откуда
могут транспортироваться в сосудистую систему
растений и межклеточные пространства, что при-
водит к повреждению клеток и тканей [4, 5]. При
нефтяном загрязнении происходит пожелтение и
отмирание листьев, снижается скорость фото-
синтеза и содержание хлорофилла в растениях.
Повреждение клеток, возникающее в результате
проникновения токсических компонентов нефти,
может быть основной причиной ингибирования
фотосинтеза, так как углеводороды имеют тенден-
цию накапливаться в хлоропластах, что объясняет
снижение фотосинтетической активности. Ско-
рость фотосинтеза и степень повреждения фото-
синтетической системы растений зависят от типа
и концентрации нефти [5]. К заметным симпто-
мам, наблюдаемым у растений, произрастающих
на загрязненной нефтью почве, относятся также
снижение активности ферментов, метаболизиру-
ющих крахмал, и снижение содержания общих
углеводов, белков и аминокислот [1–4].Сокращения: ПО – пероксидаза, КАТ – каталаза.
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Наиболее опасным нарушением, возникаю-
щим в результате воздействия нефти на растения,
является окислительный стресс, приводящий к
образованию в клетках АФК с высокой окисли-
тельной способностью. С одной стороны, углево-
дороды в растениях уменьшают транспирацию
растений, а с другой – нарушают их дыхание, ко-
торое в зависимости от вида растения может либо
уменьшаться, либо усиливаться [1]. АФК, накап-
ливаясь в растительных тканях, разрушают кле-
точно-мембранные комплексы, нарушают транс-
портные процессы и внутриклеточные реакции, тем
самым ингибируя ростовую активность. Однако,
растения могут использовать АФК и в качестве
вторичного мессенджера во многих каскадах пе-
редачи сигналов. По этим причинам антиокси-
дантная система защиты растений играет решаю-
щую роль в контроле продолжительности жизни
сигналов АФК и предотвращении неконтролиру-
емого окисления [1].

Показано, что при загрязнении окружающей
среды нефтью у растений возникают те же эффек-
ты, что и при действии абиотических факторов, в
частности, при повышении температуры, засухе,
засолении и др. [1]. Как известно, негативные по-
следствия абиотических стрессов, в том числе и
нефтяного загрязнения, могут быть успешно пре-
одолены ростостимулирующими бактериями [6, 7].
Большинство таких бактерий обладают способ-
ностью улучшать рост и повышать продуктив-
ность культурных растений благодаря активации
синтеза в растительных клетках аминокислот и
фитогормонов, фиксации азота, а также увеличе-
нию доступного количества минеральных веществ
[7, 8]. При засухе или солевом стрессе эндофиты
растений могут регулировать накопление осмоли-
тов (совместимых растворенных веществ), таких
как пролин и сахара, и индуцировать экспрессию
связанных со стрессом генов и ферментов для того,
чтобы уменьшить окислительное повреждение и
позволить растениям противостоять абиотиче-
ским стрессам [7–11].

Важным фактором эффективности примене-
ния ростостимулирующих бактерий является их
способность повышать устойчивость растений к
токсиканту [2, 5–8]. В связи с этим целью работы
являлось изучение влияния эндофитных штаммов
бактерий B. subtilis 26Д (коллекция ВНИИСХМ,
Пушкин-8, г. Санкт-Петербург, №128) и бакте-
рий B. subtilis 26Д+н, обладающих толерантностью
к нефти, на устойчивость растений Triticum aes-
tivum L. к нефтяному загрязнению почвы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектами исследо-

вания служили растения пшеницы (Triticum aes-
tivum L., сорт Омская 35). Эксперименты прово-
дили в лабораторных условиях. Семена перед по-

севом промывали в мыльной воде, стерилизовали
96% этанолом в течение 1 мин, трижды ополаски-
вали в дистиллированной воде, подсушивали.

В экспериментах использовали бактерии B. sub-
tilis штамма 26Д (коллекция ВНИИСХМ, Пуш-
кин-8, г. Санкт-Петербург, №128) и полученные
путем селекции на высоких концентрациях неф-
ти линии B. subtilis 26Д+н. Для отбора толерантных
к нефтяному загрязнению линии бактерии B. sub-
tilis 26Д культивировали на чашках Петри на ми-
неральной среде М9, содержащий градиент кон-
центраций нефти (Царичанское месторождение,
г. Оренбург) в чашке Петри от 1 до 100 г/л. Хими-
ческий состав образца нефти из отмеченного ме-
сторождения описан в работе [12]. Для формиро-
вания градиента нефти предварительно готовили
питательные среды М9 с разной концентрацией
нефти (1, 10, 50, 100 г/л), которые после автокла-
вирования (при +120°С и 1.1 атм) разливали в
чашки Петри (диаметр 22 см). Затем, после засты-
вания агаризованной среды, в ламинарном боксе
ее разрезали на полоски и раскладывали на чашки
Петри таким образом, чтобы среды, содержащие
низкие концентрации нефти, были по краям
чашки, а среды с более высокими концентраци-
ями располагались внутри (1:10:50:100:50:10:1).
Бактерии высаживали первоначально на среду с
самой низкой концентрацией нефти (1 г/л). По
мере роста колоний наблюдали появление коло-
ний на среде с более высокими концентрациями
поллютанта [13]. Со среды, содержащей нефть из
расчета 100 мл/л, отбирали колонии бактерий,
названные B. subtilis 26Д+н.

Семена обрабатывали в ламинарном боксе 20-
часовой культурой бактерий, выращенной на ми-
неральной среде М9 при +37°С. Клетки бактерий
отмывали раствором 0.001М KCl. Суспензию клеток
доводили до необходимой концентрации (106 кл/мл)
по оптической плотности. Расход бактериальной
суспензии составлял 20 мкл на 1 г семян. Обрабо-
танные семена выдерживали в течение одного часа,
затем использовали в экспериментах. Контрольные
семена обрабатывали дистиллированной водой.
Инокулированные и неинокулированные бакте-
риями семена выращивали в вегетационных сосу-
дах (40 × 20 см) при температуре 18–20°С при искус-
ственной равномерной освещенности (среднесу-
точный световой интеграл 200–250 мкмоль/ (м2 с)) и
16-часовом фотопериоде на субстратах, загряз-
ненных разными концентрациями сырой нефти
из расчета 1, 10, 50 г в 1 кг почвы. В качестве суб-
страта для выращивания растений использовали
чернозем выщелоченный (верхний гумусовый
слой). Контрольные растения высаживали в поч-
ву без нефтяного загрязнения. После посева семян
пшеницы в почву поливали ее дистиллированной
водой. Через 25 сут измеряли ростовые характери-
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стики и отбирали надземную часть проростков для
биохимического анализа.

Получение экстрактов из растительных тканей.
Надземную часть растений промывали в дистил-
лированной воде, удаляли избыток воды филь-
тровальной бумагой, взвешивали. Растительный
материал гомогенизировали в 0.1 М К-фосфат-
ном буфере pH 6.0 (при определении пероксида-
зы) или в Трис-содержащем буфере pH 7.8 (при
определении каталазы и малонового альдегида) в
соотношении навеска (г): экстрагент (мл) – 1 : 10,
центрифугировали 10 мин при 3500 g (СМ-50,
“Elmi”, Латвия). Надосадочную жидкость цен-
трифугировали еще 10 мин при 8000 g и использо-
вали для определения активности ферментов и
уровня малонового диальдегида.

Определение активности ферментов и содержания
малонового диальдегида. Активность пероксидазы
(ПО) определяли микрометодом в 96-луночных
планшетах (“Nunc”, США) по окислению (о-)фе-
нилендиамина в присутствии Н2О2 [14]. Оптиче-
скую плотность измеряли при длине волны 490 нм
на спектрофотометре Benchmark Microplate Read-
er (“BioRad”, США). Активность ПО выражали в
оптических ед./(мг белка мин), что соответство-
вало количеству окисленного субстрата, вызыва-
ющего увеличение оптической плотности за 1 мин.
Активность каталазы (КАТ) определяли в 96-лу-
ночных планшетах по методу, основанному на
способности Н2О2 образовывать с солями молиб-
деновой кислоты стойкий окрашенный комплекс
[14]. Для этого в лунки планшета к 150 мкл 0.03%
раствора Н2О2 добавляли 20 мкл супернатанта.
Контрольная проба содержала 150 мкл воды. Ре-
акцию останавливали добавлением 75 мкл 4%
раствора молибдата аммония через 1 мин. Опти-
ческую плотность измеряли при длине волны 405 нм
на спектрофотометре Benchmark Microplate Read-
er (“BioRad”, США). Активность каталазы КАТ
рассчитывали с использованием калибровочной
кривой и выражали в мкмоль Н2О2/(мг сырой мас-
сы мин). Содержание белка определяли по методу
Бредфорд [15].

Содержание малонового диальдегида (МДА)
измеряли, используя метод Costa с соавт. [16], ос-
нованный на образовании окрашенного ком-
плекса между МДА и тиобарбитуровой кислотой
при нагревании. Измерение оптической плотно-
сти окрашенных растворов проводили на спек-
трофотометре Unico 2800 (“United products and
Instruments”, США) при длине волны 532 нм.

Определение содержания свободного пролина.
Экстракцию и определение свободного пролина
проводили по модифицированной методике
Г.Н. Шихалеевой с соавт. [17], используя кислый
нингидриновый реактив, приготовленный без
нагревания: 1.25 г нингидрина (“Acros organics”,
Бельгия) растворяли в 30 мл ледяной уксусной

кислоты и 20 мл 6 М раствора H3PO4. Навеску све-
жей листовой пластины (200 мг) заливали 20 мл ки-
пящей дистиллированной воды и выдерживали
10 мин на водяной бане при температуре 100°С.
Затем в пробирку добавляли 2 мл ледяной уксусной
кислоты, 2 мл нингидринового реактива и 2 мл при-
готовленного экстракта. Пробы инкубировали
20 мин на водяной бане при температуре 100°С,
после чего быстро охлаждали до комнатной тем-
пературы на льду. Измеряли оптическую плот-
ность продуктов реакции при длине волны 520 нм.
Содержание пролина рассчитывали с помощью
калибровочной кривой, используя в качестве
стандарта пролин компании “Sigma” (США) [17].

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов осуществляли с
помощью стандартных программ пакета Micro-
soft Office, данные представлены в виде среднего
значения ± стандартное отклонение. Все экспе-
рименты проводили в трех биологических по-
вторностях. Достоверность различий между сред-
ними определяли по критерию Стьюдента при
уровне значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние нефти на рост растений. Выявлено, что
нефтяное загрязнение почвы приводило к инги-
бированию роста проростков пшеницы, который
положительно зависел от концентрации нефти.
Чем выше была концентрация нефти в почве, тем
выше был токсический эффект. Так, у неиноку-
лированных бактериями растений пшеницы дли-
на надземной части при росте их в почве, загряз-
ненной нефтью 1, 10, 50 г/кг была меньше на 7.3,
10.4 и 18.7%, соответственно, по сравнению с рас-
тениями, выросшими без нефти (табл. 1).

При отсутствии стресс-фактора инокуляция
семян суспензией клеток штамма B. subtilis 26Д, а
также линии B. subtilis 26Д+н, толерантной к нефти,
способствовала усилению ростовых характеристик
проростков пшеницы на 10.0 и 14.9%, соответствен-
но, по сравнению с неинокулированными растени-
ями. Эти данные подтверждают ранее полученные
результаты, где была обнаружена стимулирующая
рост растений активность этого штамма бактерии
B. subtilis 26Д [18].

Интересные результаты получены при анализе
влияния бактерий на формирование стресс-толе-
рантности растений пшеницы в отношении неф-
тяного загрязнения почвы. В условиях имитации
нефтяного загрязнения у обработанных бактери-
ями B. subtilis 26Д и B. subtilis 26Д+н растений дли-
на надземной части была больше, чем у необрабо-
танных растений при концентрациях нефти 1, 10,
50 г/кг на 15.3, 12.4, 14.5% и на 18.7, 18.2, 26.4%,
соответственно.
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Загрязнение почвы нефтью в концентрации
1 г/кг стимулировало рост корней как инокули-
рованных, так и неинокулированных проростков
пшеницы на фоне ингибирования роста надземной
части. Высокий уровень нефтяного загрязнения (10
или 50 г нефти на кг почвы) приводил к ингиби-
рованию длины корней необработанных бакте-
риями растений на 19.7 и 46.9%, соответственно,
в сравнении с растениями, выросшими в почве
без нефти. Анализ длины корней, находящихся в
непосредственном контакте с загрязненной поч-
вой, показал, что инокуляция семян бактериями
снижала токсический эффект поллютанта.

При отсутствии нефти в почве у растений пше-
ницы, обработанных бактериями исходного штам-
ма B. subtilis 26Д, длина корней была больше, чем
у необработанных, на 7.5%, а при обработке се-
мян линией B. subtilis 26Д+н – на 15.1%. У расте-
ний, обработанных суспензией клеток штамма
B. subtilis 26Д и линией B. subtilis 26Д+н, длина кор-
ней проростков при концентрациях нефти 1, 10,
50 г/кг почвы была больше на 20.5, 13.2, 45.7% и
30.8, 56.6, 77.1%, соответственно, в сравнении с
необработанными растениями, выросшими при
тех же условиях.

Таким образом, отселектированная на толерант-
ность к нефти линия бактерий B. subtilis 26Д+н фор-
мировала у растений пшеницы более высокий уро-
вень устойчивости к загрязнению почвы нефтью в
сравнении с исходным штаммом B. subtilis 26Д.

Влияние нефтяного загрязнения почвы на актив-
ность про-/антиоксидантных ферментов и уровень
МДА в растениях пшеницы. При имитации нефтя-
ного загрязнения почвы активность КАТ в про-
ростках пшеницы, обработанных бактериями,
достоверно не отличалась от показателей неиноку-

лированных растений. В то же время, активность
ПО в тканях побегов растений, обработанных эндо-
фитом B. subtilis 26Д и растущих при отсутствии
стресс-фактора, была выше на 4%. Интересно,
что активность ПО в растениях, инокулированных
линией бактерий B. subtilis 26Д+н, достоверно не
отличалась от этого показателя у контрольных
растений (табл. 2).

У растений, неинокулированных бактериями,
при росте в почве с нефтью наблюдали повыше-
ние активности ПО. Так, при концентрациях
нефти 1, 10, 50 г/кг почвы активность ПО в над-
земной части растений была выше на 2.0, 9.5 и
11.5%, соответственно, по сравнению с растениями,
растущими без нефти, что предполагает стрессовое
воздействие поллютанта на растения. У растений,
обработанных B. subtilis 26Д и растущих в почве с
нефтью, активность пероксидазы была ниже или
не отличалась от неинокулированных растений,
растущих без токсиканта. У растений, обработан-
ных линией бактерий B. subtilis 26Д+н, активность
пероксидазы при низких концентрациях нефти
была выше, а при высоких – ниже, чем у неиноку-
лированных растений, растущих без нефти (табл. 2).

Накопление МДА в тканях растений является
одним из маркерных показателей развития стрес-
сового воздействия [18, 19]. Как и следовало ожи-
дать, при нефтяном загрязнении почвы в тканях
проростков пшеницы уровень МДА повышался
как в необработанных, так и в инокулированных
бактериями растениях по сравнению с такими
показателями в нормальных условиях. Вместе с тем,
содержание МДА в побегах растений при нефтя-
ном загрязнении (50 г/кг почвы), инокулированных
B. subtilis 26Д и линией бактерий B. subtilis 26Д+н, бы-
ло, соответственно, на 16.7 и 43.5% ниже, чем у

Таблица 1. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на морфометрические показатели растений
пшеницы сорта Омская 35 при разной концентрации нефти в почве

Примечание. * Различия между показателями инокулированных и неинокулированных бактериями растений достоверны
при Р ≤ 0.05.

Концентрация нефти, 
г/кг почвы

Вариант инокуляции

Без инокуляции B. subtilis 26Д B. subtilis 26Д+н

Длина надземной части, см
0 28.8 ± 2.0 31.7 ± 2.7 33.1 ± 1.5
1 26.7 ± 2.6 30.8 ± 1.4* 31.7 ± 1.9*

10 25.8 ± 1.7 29.0 ± 1.1* 30.5 ± 2.5*
50 23.4 ± 2.1 26.8 ± 2.0* 29.6 ± 2.0*

Длина корней, см
0 6.6 ± 0.4 7.1 ± 0.5* 7.6 ± 0.7*
1 6.8 ± 0.6 8.2 ± 0.1* 8.9 ± 0.1*

10 5.3 ± 0.4 6.0 ± 0.1* 8.3 ± 0.2*
50 3.5 ± 0.1 5.1 ± 0.1* 6.2 ± 0.1*
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неинокулированных растений при той же кон-
центрации нефти. Пониженное содержание МДА
в тканях растений, инокулированных эндофитами,
по сравнению с неинокулированными эндофитом
опытными растениями предполагает снижение
стрессового воздействия на растения с участием
бактериальных клеток.

Влияние нефтяного загрязнения почвы на уро-
вень пролина в проростках. Известно, что пролин
является одной из важных аминокислот, накоп-
ление которой сопровождается процессом адап-
тации растений к стрессовому фактору [19, 20].
Соответственно, как видно из таблицы 3, содер-
жание пролина в проростках растений пшеницы,
инокулированных клетками B. subtilis штамма
26Д или линией бактерий B. subtilis 26Д+н, было
больше в сравнении с неинокулированными про-
ростками (табл. 3). В условиях нефтяного загряз-
нения содержание пролина в тканях растений
увеличивалось по мере возрастания концентра-
ции поллютанта в почве (табл. 3). У необработан-
ных бактериями растений при концентрации нефти
1, 10, 50 г/кг почвы содержание пролина повыша-
лось на 33.0, 53.7, 80.5%, соответственно, по сравне-
нию с растениями, растущими без нефти. У обрабо-
танных клетками B. subtilis 26Д растений уровень
пролина повышался так же, как и у неинокулиро-
ванных, однако показатели пролина при концен-
трации нефти 1, 10, 50 г/кг почвы были выше у

инокулированных растений на 46.8, 76.6, 63.0%,
соответственно, чем у неинокулированных при
тех же условиях. У растений, обработанных лини-
ей бактерий B. subtilis 26Д+н, уровень пролина по-
вышался, и при концентрациях нефти в почве 1,
10, 50 г/кг был выше на 40.7, 83.9, 87.0%, соответ-
ственно, в сравнении с неинокулированными
растениями при тех же условиях.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как известно, небольшие концентрации неф-
тепродуктов в почве не оказывают сильного нега-
тивного влияния на растения [1, 21–27]. Напри-
мер, при низкой концентрации сырой нефти в
почве (1 г/кг) наблюдали даже стимуляцию роста
корней как у растений, инокулированных бакте-
риями B. subtilis штамма 26Д, так и у растений,
инокулированных бактериями штамма B. subtilis
26Д+н. Предполагается, что такой стимулирую-
щий эффект на растения низких концентраций
нефтепродуктов, отмеченный нами в этой работе
и рядом исследователей [1, 21–27], может быть
связан с деградацией углеводородов бактериями
и высвобождением питательных веществ из нефти.

Содержание нефтепродуктов более 1 кг/м2 мо-
жет привести к гибели растений [21–27]. Полагают,
что такой эффект обусловлен анаэробными, гид-
рофобными условиями, создаваемыми загрязня-

Таблица 2. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на активность каталазы и пероксидазы, содер-
жание МДА в надземной части пшеницы в условиях нефтяного загрязнения почвы

Примечание. * Различия между показателями инокулированных и неинокулированных бактериями растений достоверны
при Р ≤ 0.05.

Вариант инокуляции
Активность каталазы, мкМ 

Н2О2/(мг сырой массы мин)
Активность пероксидазы, 

оптических ед./(мг белка мин)
Содержание МДА, 

мкмоль/г сырого веса

Без нефти (0 г/кг почвы)
Без инокуляции 350.0 ± 29.1 25.2 ± 0.8 17.4 ± 0.4
B. subtilis 26Д 335.3 ± 14.5* 26.2 ± 0.9 20.9 ± 0.5*

B. subtilis 26Д+н 335.3 ± 13.5* 25.2 ± 0.6 22.5 ± 0.6*
Нефть (1 г/кг почвы)

Без инокуляции 335.3 ± 11.2 27.2 ± 0.3 20.0 ± 0.6
B. subtilis 26Д 350.0 ± 28.0* 26.6 ± 0.6 25.8 ± 0.8*

B. subtilis 26Д+н 335.3 ± 10.6 26.8 ± 0.2 23.5 ± 0.7*
Нефть (10 г/кг почвы)

Контроль 335.3 ± 10.2 27.4 ± 0.3 29.0 ± 0.9
B. subtilis 26Д 350.0 ± 2 0.1* 25.7 ± 0.5* 36.4 ± 1.0*

B. subtilis 26Д+н 335.3 ± 10.4 25.3 ± 0.6* 25.4 ± 0.8*
Нефть (50 г/кг почвы)

Без инокуляции 350.0 ± 20.1 27.9 ± 1.1 51.9 ± 1.3
B. subtilis 26Д 320.7 ± 13.1* 25.5 ± 1.0* 43.2 ± 1.1*

B. subtilis 26Д+н 320.7 ± 12.2* 23.6 ± 0.8* 29.3 ± 0.7*
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КУРАМШИНА и др.

ющими веществами. Сильное загрязнение почвы
нефтепродуктами может привести к обширной
деградации растительного покрова вплоть до его
полного исчезновения [21–29]. Поверхностное
загрязнение почвы не только ограничивает или
ухудшает условия роста растений, но и снижает
ценность, технологическую и пищевую пригод-
ность урожая растений [21–25]. Действительно, и
в нашей работе мы наблюдали подавление росто-
вых характеристик растений пшеницы на почвах,
загрязненных сырой нефтью.

В связи с формированием адаптивных свойств
растений к активно меняющимся условиям окружа-
ющей среды, в том числе и антропогенного характе-
ра, в последние десятилетия большое внимание
стали уделять роли микроорганизмов, формиру-
ющих с растениями симбиотические и эндофитные
взаимоотношения. Эти растительно-микробные
ассоциации благоприятны для обоих партнеров и
способствуют экологическому балансу между ни-
ми. Использование бактерий, способных стиму-
лировать рост растений и разлагать углеводороды
нефти, имеет важные преимущества для растений
в таких неблагоприятных условиях [24]. Эндофи-
ты, как известно, обитают в тканях растений без
какого-либо заметного вредного воздействия на
своего хозяина, и многочисленные исследования
доказывают их фитоадаптивный потенциал [18,
19, 24, 29]. Вследствие способности стимулиро-
вать ростовые показатели растений, они способ-
ствуют лучшей адаптации хозяина к стрессовым
факторам среды обитания; облегчают доступность
азота, фосфора и железа; вырабатывают фитогор-
моны и индуцируют защитный потенциал растений
[18, 19, 24, 27, 29]. Обнаружено, что эндофиты могут
непосредственно повышать толерантность расте-
ний к загрязняющим веществам, вырабатывая фер-
менты и биосурфактанты, а также другие метаболи-
ты, деградирующие и/или снижающие токсиче-
ский эффект поллютантов. Так, многие бактерии,
в том числе и эндофиты, способны разлагать ор-
ганические компоненты сырой нефти и нефте-
продуктов, например, дизельного топлива –

н-гексадекан, фенантрен, флуорен, нафталин,
тринитротолуол [3–7, 21–24, 30–33].

Наиболее важным механизмом стимулирова-
ния роста растений эндофитными бактериями, в
том числе и B. subtilis, является продукция ауксинов,
цитокининов [34], а также дезаминазы аминоцик-
лопропан-1-карбоновой кислоты (АСС-дезамина-
зы) [25–27]. Применение таких продуцирующих
биологически активные соединения штаммов
может способствовать улучшению пролиферации
и удлинению корней, что имеет решающее значе-
ние во время фиторемедиации, а также для роста
и развития важных с экономической точки зре-
ния сельскохозяйственных культур [2–4, 6, 7].

Следует отметить, что исходный штамм B. sub-
tilis 26Д и толерантная к сырой нефти линия бак-
терии B. subtilis 26Д+н проявляли антистрессовый
эффект на рост растений. При этом более высо-
кие показатели роста в условиях нефтяного за-
грязнения были у растений, инокулированных
бактериями B. subtilis 26Д+н, чем при инокуляции
исходным штаммом. Как отмечено выше, загряз-
нение почвы нефтепродуктами приводило к по-
давлению роста растений пшеницы. Вместе с тем,
бактерии способствовали лучшему состоянию
ростовых показателей инокулированных растений
в сравнении с неинокулированными. Вероятно,
приобретенная в результате роста бактерий на
среде с нефтепродуктами толерантность способ-
ствовала тому, что такая линия оказалась способ-
на лучше стимулировать определенные ростовые
характеристики растений в условиях нефтяного
загрязнения.

Известно, что стрессовые факторы приводят к
накоплению АФК, вызывающих окислительный
стресс, связанный с воздействием на молекуляр-
ные и клеточные структуры супероксид-анион
радикала, гидроксильного радикала, синглетного
кислорода, перекиси водорода и других соедине-
ний. Активация таких ферментов про-/антиокси-
дантной системы как пероксидаза и каталаза в
условиях развития стрессового фактора способ-
ствует уменьшению степени окислительного по-
вреждения [1, 3, 27, 29]. Вместе с тем, заметного

Таблица 3. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на содержание пролина (мкмоль/г сырой мас-
сы) в тканях надземной части растений пшеницы при разной концентрации нефти в почве

Примечание. * Различия между показателями инокулированных и неинокулированных бактериями растений достоверны
при Р ≤ 0.05.

Концентрация
нефти, г/кг почвы

Содержание пролина, мкмоль/г сырой массы

Без инокуляции B. subtilis 26Д B. subtilis 26Д+н

0 30.3 ± 2.3 51.2 ± 3.0* 53.0 ± 2.9*
1 40.3 ± 3.2 59.2 ± 2.7* 56.7 ± 2.6*

10 46.6 ± 2.4 82.3 ± 3.1* 85.7 ± 2.9*
50 54.7 ± 2.9 89.2 ± 2.9* 102.3 ± 3.2*
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изменения активности КАТ в условиях нефтяно-
го загрязнения не наблюдали в тканях растений
пшеницы, как неинокулированных бактериями,
так и инокулированных. В то же время, активность
ПО в растениях пшеницы, как было сказано вы-
ше, повышалась с ростом концентрации нефти
только у неинокулированных бактериями расте-
ний. У инокулированных бактериями штамма
B. subtilis 26Д растений этот показатель, так же
как и каталаза, практически не изменялся, за ис-
ключением растений, которые росли при низких
концентрациях нефти. Известно также, что при
действии слабой и средней степени абиотических
стрессов активность антиоксидантных систем
повышается, а при дальнейшем увеличении силы
стресса наблюдается уменьшение активности за-
щитных ферментов [19–21, 24].

Содержание МДА, являющегося конечным
продуктом перекисного окисления липидов кле-
точных мембран и одним из важных признаков их
повреждения при действии стресса, в отсутствие
инокуляции семян увеличивалось в тканях побе-
гов растений с повышением концентрации нефти
в почве. При этом инокуляция семян этих растений
клетками как бактерий B. subtilis, так устойчивыми к
нефти бактериями способствовала снижению уров-
ня МДА в сравнении с необработанными растени-
ями, подвергнутыми действию стресса. У расте-
ний, обработанных линией бактерий B. subtilis
26Д+н, уровень МДА был значительно ниже, чем у
растений, обработанных обычным штаммом.

Известно, что пролин участвует в стабилизации
белков, мембран и субклеточных структур при дей-
ствии стрессов и может служить фактором умень-
шения уровня АФК, что позволяет растениям
противостоять различным негативным факторам
[19, 20]. Наши исследования показали, что под
влиянием бактерий накопление пролина в ино-
кулированных растениях происходило больше,
чем у неинокулированных. Обработка семян рас-
тений линией бактерий B. subtilis 26Д+н увеличи-
вала уровень пролина в тканях побегов почти в
два раза в сравнении с вариантом инокуляции се-
мян обычным диким штаммом.

Ризосферные микроорганизмы, ассоцииро-
ванные с растениями и улучшающие их рост,
синтезируют ряд внеклеточных метаболитов, в
том числе биосурфактантов, представляющих со-
бой биоразлагаемые, нетоксичные и не накаплива-
ющиеся в окружающей среде поверхностно-актив-
ные соединения [30–34]. За счет выработки таких
соединений бактерии характеризуются способ-
ностью снижать токсичность почвы, удаляя (де-
градируя или сорбируя) загрязняющие вещества.
Биосурфактанты повышают биодоступность гид-
рофобных органических соединений, что делает
их хорошим средством для очистки окружающей
среды и восстановления ее экологической состав-

ляющей. Они могут эмульгировать жидкие загряз-
нители неводной фазы или повышать их раствори-
мость. Эти особенности способствуют выносу за-
грязняющих веществ из твердой фазы и позволяют
микроорганизмам, адсорбированным на почвен-
ных частицах, получить доступ к молекуле пол-
лютанта [30–34]. Бактерии штамма B. subtilis 26Д,
как известно [32], вырабатывают сурфактин, кото-
рый наиболее эффективно снижает поверхностное
натяжение жидкостей даже в неблагоприятных экс-
тремальных условиях [35]. Доказано, что B. subtilis
26Д является источником двух изоформ сурфак-
тина (с длинами жирнокислотных цепей C13 и
C15) [32], с чем, вероятно и была связана повы-
шенная толерантность растений, инокулирован-
ных этим штаммом, к произрастанию на почвах,
загрязненных сырой нефтью. Можно полагать,
что способность эндофитных штаммов бактерий
продуцировать биосурфактанты, повышающие
биодоступность гидрофобных компонентов в почве
и их дальнейшую биодеградацию [30–34], является
одним из важных факторов, позволяющих фор-
мировать толерантность растений к нефтяному
загрязнению почвы.

Следует также отметить, что сурфактин вос-
принимается растением как элиситор и стимули-
рует защитные механизмы растений, индуцируя
экспрессию различных генов, кодирующих проти-
вомикробные соединения, регуляторы окислитель-
ного стресса и ферменты, участвующие в передаче
защитных сигналов [33, 36, 37]. Сурфактин, проду-
цируемый эндофитными штаммами, вероятно,
способствует росту растений и косвенно стиму-
лирует иммунитет растений, повышая устойчи-
вость растений-хозяев к стрессовому фактору.

Загрязнение почв сырой нефтью, кроме негатив-
ного токсического воздействия на растения, вызы-
вает развитие различных абиотических стрессовых
факторов (осмотический, солевой, анаэробный,
окислительный и др.) [1]. Ранее было показано,
что эндофитные бактерии B. subtilis 26Д способны
оказывать протекторный эффект на растения при
различных видах таких стрессов [19, 20, 29]. Соот-
ветственно, повышение устойчивости растений к
нефтяному загрязнению почвы при помощи эн-
дофитного штамма B. subtilis 26Д и, в особенно-
сти, толерантной к нефти линии B. subtilis 26Д+н

может быть обусловлено их комплексной биоло-
гической активностью.

Таким образом, наши исследования показали,
что почва, загрязненная нефтепродуктами, фито-
токсична для растений пшеницы. Инокуляция
семян растений линией B. subtilis 26Д снижает
развитие окислительного стресса в условиях воз-
действия на растения нефтяного загрязнения и
способствует стимуляции роста растений. Про-
текторный эффект эндофитного штамма B. subtilis
26Д+н по отношению к растениям пшеницы при
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КУРАМШИНА и др.

действии на них сырой нефти может быть повышен
путем проведения “ускоренной селекции бакте-
рий” на толерантность к поллютантам, поступаю-
щим при нефтяном загрязнении. Эти свойства
эндофитного штамма B. subtilis 26Д+н могут обес-
печить многообещающие перспективы для их
применения в качестве потенциальных агентов
для биоремедиации окружающей среды, загрязнен-
ной углеводородами. Кроме того, способность био-
сурфактанта стимулировать рост растений может
быть использована для стимуляции роста расте-
ний на участках, загрязненных углеводородами, и
для возврата ряда из них в хозяйственный оборот.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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