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Реферат. Растения-фитомелиоранты часто используют для 

восстановления качества нефтезагрязненных почв. Однако роль бактерий в 

регуляции экссудации корней в процессе биодеградации нефти практически не 

изучена. Цель исследований – оценить влияние двух продуцирующих ауксины 

штаммов бактерий Pseudomonas hunanensis IB C7 и Enterobacter sp. UOM 3 на 

содержание в корневой зоне растений ячменя Hordeum vulgare L. органических 

кислот, сахаров и фитогормонов в условиях нефтяного загрязнения. Исследования 

проводили в 2019–2020 гг. Ячмень выращивали на светоплощадке в 

простерилизованном песке, пропитанном питательным раствором Хогланда-

Арнона. Перед посадкой проростки замачивали в суспензии бактериальных клеток. 

Содержание органических кислот и сахаров в пропитывающем песок растворе 

определяли методом капиллярного электрофореза, гормонов – методом 

иммуноферментного анализа. Повторность вариантов опыта – десятикратная. 

В результате применения обоих штаммов бактерий в растворе отмечено 

увеличение суммарного количества органических кислот на 4‒7 %, моносахаридов – на 

12‒15 %, возрастание доли лимонной и молочной кислот, фруктозы и глюкозы, а в 

корнях ячменя зафиксирован рост содержания ауксинов на 46‒98 % по сравнению с 

нефтезагрязненным вариантом без микроорганизмов. Предположительно, 

вызванное бактериями и загрязнением накопление ауксинов в растениях 

стимулирует корневую экссудацию, а бактерии за счет своей метаболической 

активности вносят вклад в изменение состава экссудатов. Полученные 

результаты свидетельствуют о повышении уровня корневой экссудации в 

присутствии нефти и ауксинпродуцирующих бактерий. Это должно 

способствовать колонизации корней бактериями, обеспечивая возрастание 

эффективности разложения углеводородов нефти. 

Ключевые слова: корневые экссудаты, фитогормоны, нефтяное 

загрязнение, Enterobacter, Pseudomonas, Hordeum vulgare L. 

Введение 

Поступление растворимых органических соединений в почву в виде 

корневых экссудатов играет важную роль в поддержании размножения бактерий в 

ризосфере. Показано, что при стрессе уровень экссудации меняется, способствуя 

росту бактерий в неблагоприятных условиях [1, 2]. Приток в ризосферу 

продуцируемых растениями растворимых органических соединений – один из 

наиболее важных факторов, обеспечивающих микроорганизмы источником энергии 

для окисления углеводородов и биоремедиацию загрязненной нефтью почвы [3]. 

Однако эффективность ассоциации растений и бактерий в процессе 

фиторемедиации определяется их взаимодействием, при котором не только растения 

обеспечивают микроорганизмы необходимыми веществами, но и бактерии могут 

влиять на рост корней, от чего зависит процесс экссудации [3]. Кроме того, 
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микроорганизмы могут оказывать и непосредственное воздействие на уровень 

корневого выделения [1]. В этом важную роль играют образуемые ими 

фитогормоны, например, ауксины и цитокинины, усиливающие этот процесс [4, 5]. 

Ранее нами показано положительное влияние некоторых представителей родов 

Pseudomonas и Enterobacter на рост растений в присутствии углеводородов за счет 

снижения содержания токсиканта в почве и синтеза фитогормонов [6, 7]. Вместе с 

тем, роль бактерий в регуляции экссудации корней в ходе биодеградации нефти 

практически не изучена. 

Цель исследований ‒ оценка воздействия бактерий P. hunanensis IB C7 и 

Enterobacter sp. UOM 3 на накопление в зоне корней растений ячменя органических 

кислот и сахаров в условиях нефтяного загрязнения.  

Материалы и методы исследований 

Исследования проводили в 2019–2020 г. в ФГБНУ «Уфимский федеральный 

исследовательский центр Российской академии наук». 

Объектом изучения служили растения ячменя (Hordeum vulgare L.) сорта 

Челябинский 99. Исследования проводили в условиях модельного эксперимента на 

стерильном песке, который насыщали 100 %-м питательным раствором Хогланда-

Арнона следующего состава: 0,5 мМ KNO3, 0,5 мМ Ca(NО3)2, 0,1 мМ KH2PO4, 

0,1 мМ MgSO4 и соли микроэлементов. В опытные варианты вносили товарную 

нефть в количестве 2 % по массе. Перед посадкой проростки ячменя замачивали в 

жидкой культуре бактерий P. hunanensis IB C7 и Enterobacter sp. UOM 3 с титром 

106 клеток/мл и высаживали по шесть штук в сосуд объемом 500 мл в десятикратной 

повторности. Дополнительно в песок вносили жидкую культуру вышеупомянутых 

бактерий до концентрации порядка 2‒3×106 клеток/г. Растения выращивали на 

светоплощадке при освещенности 240 мкмоль м-2 с-1 ФАР, 14-часовом фотопериоде 

и 22‒26 °С. Влажность поддерживали на уровне 60‒90 % от полной влагоемкости. 

Через две недели после появления всходов оценивали показатели роста растений 

ячменя, содержание органических кислот, сахаров и фитогормонов в 

пропитывающем песок растворе. Для этого 50 мл дистиллированной воды порциями 

наливали на поверхность песка и собирали вытекающую из сосуда жидкость (элюат, 

корневой смыв), в которой определяли содержание органических веществ и 

гормонов (масса/сосуд). 

Анализ состава сахаров и органических кислот в элюатах проводили с 

использованием метода капиллярного электрофореза на системе «Капель-104 РТ» 

(«Люмэкс», Россия) с ультрафиолетовым детектором с длиной волны 254 нм, с 

кварцевым капилляром (эффективная длина – 0,5 м, внутренний диаметр – 75 мкм). 

Электролитом для определения органических кислот являлся бензимидазол [8], для 

углеводов ‒ раствор следующего состава: 0,5 % сорбата калия, 0,62 % 

цетилтриметиламмоний бромида и 0,02 % гидроксида калия. Пробы дозировали 

гидродинамически. Рекомендуемое отрицательное напряжение ‒ 16 кВ (для сахаров) 

и 20 кВ (для органических кислот). Перед анализом элюаты фильтровали через 

мембранные фильтры с порами 0,22 мкм. 

Для определения гормонов методом иммуноферментного анализа пробы 

побегов и корней помещали в жидкий азот. Цитокинины в аликвоте после 

экстракции этиловым спиртом из растений или в аликвоте элюата концентрировали 

на картридже С-18 и разделяли при помощи тонкослойной хроматографии для 

оценки содержания зеатина (Z) и его рибозида (ZR) [9]. Абсцизовую кислоту (АБК) 

и индолилуксусную кислоту (ИУК) из аликвоты водного остатка и корневого смыва 

экстрагировали диэтиловым эфиром после упаривания последнего, осадок 

растворяли в этиловом спирте для выполнения иммуноферментного анализа [10]. 
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Статистическую обработку данных проводили по стандартным программам 

MS Excel. На рисунках и в таблицах данные представлены как среднее и 

стандартная ошибка. Достоверность различий оценивали по t-критерию Стьюдента. 

Результаты и их обсуждение 
В смывах из обработанного бактериями песка без растений выявлена только 

яблочная кислота в низкой концентрации (около 0,8 мкг/сосуд), а присутствие 

остальных органических кислот и сахаров не обнаружено. Для элюата из всех 

вариантов с растениями характерно низкое содержание яблочной кислоты (менее 

0,5 мкг/сосуд). Без интродукции бактерий в песке под ячменем доминировала 

янтарная кислота, содержание которой составляло около 50 % от суммы всех 

органических кислот, а молочная кислота отсутствовала (таблица 1). 
 

Таблица 1 – Содержание органических кислот в сосудах с растениями ячменя, 

мкг/сосуд 

Вариант опыта  
Кислота 

щавелевая лимонная янтарная молочная суммарно 

Без 

нефти 

 

без бактерий 5,37 ± 0,07a 74,68 ± 0,12a 110,20 ± 0,84d менее 0,5 190,25 ± 0,88a 

Enterobacter sp.  UOM 3 5,18 ± 0,02a 123,58 ± 0,16c 8,33 ± 0,04c 65,93 ± 0,18c 203,03 ± 0,38b 

P. hunanensis IB С7 5,23 ± 0,02a 178,65 ± 0,48e 5,22 ± 0,03b 34,68 ± 0,07a 223,78 ± 0,58c 

2 % 

нефти 

без бактерий 10,18 ± 0,02b 100,88 ± 0,07b 119,97 ± 0,30e менее 0,5 231,03 ± 0,37d 

Enterobacter sp.  UOM 3 10,28 ± 0,02b 123,82 ± 0,22c 5,57 ± 0,09c 100,27 ± 0,49c 239,93 ± 0,78e 

P. hunanensis IB С7 10,52 ± 0,04b 175,70 ± 0,42d 4,92 ± 0,02a 55,77 ± 0,12b 246,90 ± 0,26f 

Примечание. Внутри группы достоверно отличающиеся значения помечены разными буквами (p ≤ 0,05). 

 

Обработка растений бактериями приводила к резкому (более чем 

десятикратному) снижению содержания янтарной кислоты, повышению ‒ лимонной 

и появлению молочной кислоты, не обнаруженной в варианте с растениями без 

бактериальной инокуляции. Содержание молочной кислоты было выше при 

применении штамма Enterobacter sp. UOM 3, чем P. hunanensis IB C7. При 

отсутствии нефти количество лимонной кислоты возросло под влиянием штаммов 

Enterobacter sp. UOM 3 и P. hunanensis IB C7 в 1,7 и 2,4 раза соответственно, а ее 

доля в суммарном содержании идентифицированных органических кислот 

увеличилась до 60 и 80 % соответственно.  

В условиях загрязнения суммарное количество органических кислот, 

выявленных в прикорневой зоне, повысилось в варианте без бактеризации примерно 

на 20 %, а содержание лимонной кислоты – на 35 %. Содержание щавелевой 

кислоты в присутствии нефти возросло наиболее значительно (вдвое), но так как 

этот показатель был на порядок меньше, чем у лимонной кислоты, ее вклад в пул 

органических кислот был небольшим. Обработка растений бактериями на фоне 

загрязнения сопровождалась дополнительным возрастанием содержания лимонной 

кислоты на 22 % в варианте с Enterobacter sp. UOM 3 и на 74 % ‒ в случае 

P. hunanensis IB C7. 

Суммарное содержание моносахаридов в элюате из песка на порядок 

превышало количество органических кислот (таблица 2). Уровень фруктозы и глюкозы 

возрастал как под влиянием внесения бактерий, так и присутствия нефти, а мальтозы, 

напротив, снижался в 2,6‒2,7 раза, если бактерии и нефть присутствовали 

одновременно. Заметным было влияние инокуляции на количество фруктозы. 

В отсутствие нефти прибавка ее содержания от бактеризации была достоверной в 

случае P. hunanensis IB C7, а на фоне загрязнения – при использовании обоих штаммов. 

Увеличение содержания фруктозы под влиянием штамма P. hunanensis IB C7 составило 
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при загрязнении 32 %, а без поллютанта ‒ 21 %. В целом, обработка штаммом 

P. hunanensis IB C7 являлась более эффективной, чем Enterobacter sp. UOM 3.  
  

Таблица 2 – Содержание сахаров в сосудах с растениями ячменя, мкг/сосуд 

Вариант опыта  
Сахара 

фруктоза глюкоза мальтоза суммарно 

Без нефти 

 

 

без бактерий 163 ± 5a 1579 ± 42a 167 ± 1c 1909 ± 47a 

Enterobacter sp.  UOM 3 182 ± 8ab 1692 ± 8a 168 ± 5bc 2042 ± 11a 

P. hunanensis IB С7 198 ± 2b 1814 ± 37b 164 ± 1b 2176 ± 39b 

 

2 % нефти 

 

без бактерий 235 ± 1c 1753 ± 55ab 189 ± 6bc 2156 ± 57ab 

Enterobacter sp.  UOM 3 290 ± 5d 2068 ± 89bc 65 ± 1a 2423 ± 90bc 

P. hunanensis IB С7 311 ± 4e 2108 ± 50c 63 ± 2a 2482 ± 55c 

Примечание. Внутри группы достоверно отличающиеся значения помечены разными буквами (p ≤ 0,05). 

 

Цитокинины в элюате из песка без растений не детектировались, а 

содержание АБК было на пределе чувствительности метода. В присутствии 

растений содержание этих гормонов оставалось незначительным (не более 5 

нг/сосуд для цитокининов и 30 нг/сосуд – в случае АБК). Количество цитокининов 

снижалось, а АБК ‒ возрастало под влиянием нефтяного загрязнения (рисунок 1). 

Содержание АБК менялось наиболее значительно (в три раза по сравнению с 

вариантом без нефти) в варианте без бактерий.  
 

 
 

Рисунок 1 ‒ Содержание цитокининов (Z+ZR) (А) и АБК (Б) в элюате из песка, 

на котором выращивали растения ячменя 
Примечание. «Бакт -» – растения, не подвергавшиеся бактериальной обработке; UOM 3 – 

растения, инокулированные штаммом Enterobacter sp. UOM 3; IB C7 – растения, инокулированные 

штаммом P. hunanensis IB C7. 

 

Содержание ИУК в элюате из песка, на котором росли растения, составляло 

207 нг/сосуд, что на порядок выше, чем АБК и цитокининов (рисунок 2). Оно 

возросло в присутствии нефти до 650 нг/сосуд, но обработка бактериями оказывала 

влияние на концентрацию ИУК только в отсутствие нефти, вызывая повышение 

уровня этого гормона в два раза по сравнению с вариантом без бактеризации. 

Одинаковая прибавка зарегистрирована при применении обоих штаммов. В чистом 

песке в присутствии микроорганизмов, но без растений, содержание гормона было в 

20 раз ниже, чем при наличии растений. На фоне загрязнения количество ИУК в 
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песке без растений увеличилось до 45 нг/сосуд, а при сочетании нефти с обработкой 

штаммом Enterobacter sp. UOM 3 – до 162 нг/сосуд. 
 

 

Рисунок 2 – Содержание ИУК в элюате из песка  
 

Примечание. «Бакт -» – растения, не подвергавшиеся бактериальной обработке; UOM 3 – 

варианты опыта с внесением штамма Enterobacter sp. UOM 3; IB C7 – варианты опыта с внесением 

штамма P. hunanensis IB C7. 

 

Под влиянием нефти и бактериальной обработки содержание ауксинов в 

растениях возросло (рисунок 3). На фоне загрязнения прибавка содержания ИУК в 

корнях и побегах была больше в случае P. hunanensis IB C7 (почти в два раза по 

сравнению с вариантом без внесения бактерий). 

 

Рисунок 3 – Содержание ИУК в побегах и корнях растений ячменя 
 

Примечание. «Бакт -» – варианты опыта без бактериальной обработки, UOM 3 – варианты опыта 

с внесением штамма Enterobacter sp. UOM 3; IB C7 – варианты опыта с внесением штамма 

P. hunanensis IB C7. 

 

Присутствие нефти приводило к резкому снижению массы побега по 

сравнению с растениями, которые росли в чистом песке, но не влияло на массу 

корней, в результате чего соотношение масс корней и побегов резко возрастало 

(рисунок 4). 
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Рисунок 4 – Изменение массы вегетативных органов растений ячменя 

 

Примечания: А – масса корней, Б – побегов, В – соотношение масс корень/побег растений ячменя;  

«бакт -» – варианты опыта без бактериальной обработки; UOM 3 – варианты опыта с внесением 

штамма Enterobacter sp. UOM 3; IB C7 – варианты опыта с внесением штамма P. hunanensis IB C7. 

 

Отсутствие сахаров и большинства органических кислот в песке, в котором 

не росли растения, явилось ожидаемым результатом, который соответствует роли 

растений как первичного источника растворимых органический соединений в 

ризосфере [11]. Вместе с тем, интродукция бактерий в ризосферу влияла на состав 

органических соединений: в элюате резко снижалось содержание янтарной кислоты, 

увеличивалось количество лимонной и появлялась молочная кислота; содержание 

фруктозы и глюкозы также возрастало, хотя и в меньшей степени, чем кислот. 

В присутствии нефти содержание органических соединений также повышалось, что 

соответствует данным литературы об усилении корневой экссудации растений в 

стрессовых условиях [1, 2]. Увеличение содержания органических кислот под 

влиянием нефтяного загрязнения более заметно проявлялось на фоне бактеризации. 

Состав органических соединений может отражать особенности метаболизма 

бактерий (синтез одних соединений и катаболизм других). Углеводороды нефти 

могут быть источником для синтеза органических соединений. Так, в результате 

бета-окисления алифатических цепей углеводородов образуется ацилКоА, который, 

вступая в цикл Кребса, может способствовать накоплению лимонной кислоты [12]. 

Наибольшая прибавка лимонной кислоты в пуле органических кислот была 

выявлена при интродукции штамма псевдомонад. Эти результаты представляют 

интерес в связи с данными литературы о наличии у представителей этого рода 

хемотоксичных белков, реагирующих на лимонную кислоту и способствующих их 

аттракции к поверхности корней и колонизации [3]. В присутствии нефти и 

бактерий резко снижалась концентрация мальтозы, что может указывать на 

активную утилизацию этого соединения микроорганизмами.  

Ранее мы обнаружили, что цитокинины, продуцируемые бациллами, влияют 

на экссудацию аминокислот [5]. Но на фоне загрязнения нефтью не 

зарегистрировано повышения уровня этих гормонов в растениях [13], а их 

количество в элюате было низким (см. рисунок 1). Поэтому бо́льшее внимание в 

работе сосредоточено на результатах анализа ауксинов.  

Известно, что ауксины способны повышать уровень корневой экссудации [4] 

и в этом плане представляет интерес обнаруженное в наших опытах возрастание 
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содержания этих гормонов как в элюате из песка, так и самих растениях под 

влиянием нефтяного загрязнения. Влияние ауксина на корневую экссудацию может 

быть обусловлено его действием на рост корней [13, 14]. Однако в опытах 

(относительно короткая экспозиция), которые проводили в песчаной культуре, 

увеличения массы корней на фоне стресса не зарегистрировано (см. рисунок 4). 

Поэтому возрастание количества органических соединений в элюате отражало 

изменение активности экссудации, независимое от массы корней. Механизм 

действия ауксинов на корневую экссудацию может быть связан со способностью 

этих гормонов активировать мембранную АТФазу [15], обеспечивающую транспорт 

веществ против градиента их концентрации. Другие исследователи утверждают, что 

корневая экссудация сахаров происходит пассивно [16]. Тем не менее, повышение 

содержания ауксинов способствует оттоку сахаров в корни [17], что должно 

сказаться на корневой экссудации.  

Оба изученных штамма бактерий способны синтезировать ауксины [6]. Их 

концентрация в элюате возрастала в результате бактеризации (в отсутствие нефти), 

что могло способствовать повышению корневой экссудации и увеличению 

концентрации органических соединений (таблицы 1 и 2). Но на фоне нефтяного 

загрязнения прибавки количества ауксинов в элюате при интродукции бактерий не 

зарегистрировано. Вместе с тем, в растениях содержание этих гормонов возрастало 

как под влиянием нефти, так и бактеризации (рисунок 3). Очевидно, что в варианте 

без введения микроорганизмов, увеличение количества ауксинов под воздействием 

нефти как в элюате, так и растениях было следствием синтеза этих веществ 

растениями. Однако дополнительное возрастание уровня ауксинов в растениях при 

бактериальной обработке вполне можно объяснить способностью штаммов 

продуцировать ауксины и активизировать их поглощение растением [18]. 

Выводы  

Таким образом, в результате применения бактерий P. hunanensis IB C7 и 

Enterobacter sp. UOM 3 в присутствии нефти в растворе отмечено увеличение 

суммарного количества органических кислот на 4‒7 %, моносахаридов на 12‒15 %, 

возрастание доли лимонной, молочной кислот, фруктозы и глюкозы по сравнению с 

загрязненным вариантом без микроорганизмов. Усиление корневой экссудации может 

быть связано с увеличением содержания ауксинов в корнях ячменя на 46–98 % под 

влиянием этих бактерий и должно способствовать колонизации корней бактериями 

(в частности, деструкторами нефти), обеспечивая возрастание эффективности 

разложения углеводородов. 

 
Работа выполнена при частичной финансовой поддержке гранта РФФИ № 18-29-

05025/19, ГЗ Минобрнауки России № 075-00326-19-00 по теме № АAAA-A19-119021390081-1 и № AAAA-A18-

118022190100-9 с использованием оборудования ЦКП УФИЦ РАН «Агидель».  
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INFLUENCE OF AUXIN PRODUCING BACTERIA ON THE AMOUNT OF 

ORGANIC COMPOUNDS IN THE ROOT ZONE OF BARLEY DURING OIL 

POLLUTION 

Summary. Phytomeliorants are often used to restore the characteristics of oil-

contaminated soils. However, the role of bacteria in regulating root exudation during the 

process of oil biodegradation has not been studied. The aim of the study was to evaluate 

the effect of two auxin-producing strains Pseudomonas hunanensis IB C7 and 

Enterobacter sp. UOM 3 on the content of organic acids, sugars and phytohormones in 

the root zone of barley (Hordeum vulgare L.) under oil pollution. The research was 

conducted in 2019-2020. Barley was grown on a light site in sterilized sand filled with 

Hoagland-Arnon nutrient solution. Before planting, the seedlings were soaked in a 

suspension of bacterial cells. The amount of organic acids and sugars in the water eluate 

was measured by capillary electrophoresis; hormones were detected by enzyme 

immunoassay. The experiment was replicated ten times. Under the influence of bacteria in 

the eluate, the percentage of citric, lactic acid, fructose and glucose increased; the sum of 

organic acids increased by 4–7 %; the sum of monosaccharides – by 12-15 %; auxins in 

the of barley roots – by 46–98 % compared to the oil-contaminated version without 

microorganisms. It is suggested that the accumulation of auxins in plants provoked by 
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bacteria and pollutants stimulates root exudation, while bacteria change the composition 

of exudates due to their metabolic activity. The obtained results indicate an increase in the 

root exudation in the presence of oil and auxin-producing bacteria, which should 

contribute to the roots’ colonization by bacteria and make oil hydrocarbons 

decomposition more efficient. 

Keywords: root exudates, phytohormones, oil pollution, Enterobacter, 

Pseudomonas, Hordeum vulgare L. 
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